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Introduction générale 

 

L’usage des plantes par l’Homme remonte à des temps immémoriaux. Il est fascinant 

d’imaginer comment les plantes ont eu de multiples utilisations dans l’histoire de 

l’Humanité, dans des endroits et époques différents. Les exemples sont nombreux : les traces 

de pollen de fleurs de plantes médicinales trouvés dans la grotte Néandertahl de Shanidar à 

Zagros en Irak (50 000 ans av. n. è.), les gravures et peintures rupestres dans la grotte Chauvet 

en Ardèche (37 000 ans av. n. è.), les restes de haricots, piments, pommes de terre natives 

cultivés par l’homme de Guitarrero à Anchash au Pérou (10 000 ans av. n. è.). Mais c’est encore 

plus fascinant de constater que ces plantes restent utilisées de nos jours. 

Les plantes sont la base d’une médecine très ancienne, peu développée à ces époques 

reculées, mais très efficace. Les connaissances sur ces plantes ont été transmises par les 

anciens des peuples, de générations en générations puis inscrites dans des livres appelés 

« pharmacopées ». L’exemple le plus représentatif peut être l’ancienne «pharmacopée» 

chinoise (500 av. n. è.), utilisée encore de nos jours. La consécration de cette utilisation 

millénaire des plantes médicinales a été la validation de leurs usages avec l’isolement massif 

des principes actifs à l’origine de nombreux médicaments, en particulier au cours du siècle 

passé. 

De nos jours, la médecine moderne est toujours soutenue par la découverte de 

nouveaux médicaments d’origine naturelle (plantes, microorganismes, animaux, organismes 

marins). Les produits d’origine naturelle, d’hémisynthèse ou inspirés par la nature  

représentent aujourd’hui environ 60 % du marché mondial des médicaments. Par conséquent, 

les travaux fondamentaux sur la chimie des substances naturelles sont un point fort pour la 

découverte de nouveaux produits actifs. Cependant, ces recherches sont de plus en plus 

compliquées car les autorités de chaque pays appliquent des normes de plus en plus strictes 

pour préserver leur connaissance et leur patrimoine biologique. 

Concernant le but de ce travail, le choix de l’utilisation de plantes médicinales a été 

privilégié pour l’isolement des produits antiprotozoaires. La chimie des substances naturelles 

est un outil puissant mais doit naturellement être guidé par rapport à une cible biologique 
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spécifique. Choisir une cible biologique en rapport avec une maladie et l’adapter au travail 

chimique n’est pas simple, car il faut prendre en compte les relations complexes entre les 

systèmes, du gène jusqu’à la fonction. Par conséquent, les activités testées en chimie des 

substances naturelles ne sont la plupart du temps pas spécifiques mais généralistes. Devant 

la complexité des interactions entre la chimie et le vivant, les chimistes peuvent être tentés 

de se cantonner à leur objet d’étude et chercher alors davantage la « nouvelle molécule » sans 

prendre en compte l’activité biologique. 

Les maladies parasitaires causées aux protozoaires ont toujours représenté des 

problèmes sanitaires majeurs, en particulier dans les pays tropicaux. Le paludisme, les 

leishmanioses et les trypanosomiases sont les principales maladies, responsables de 

nombreux cas d’infections et de morts chaque année en Afrique, en Asie et en Amérique. Par 

exemple en Amérique du Sud, notamment au Pérou, ces trois maladies sont un vrai défi pour 

les Ministères de la Santé. La forte prévalence des infections à protozoaires s’explique par la 

géographie et le climat de ces pays. Par exemple parmi tous les cas reportés de paludisme au 

Pérou au cours des 10 dernières années, 79% ont été reportés dans le département de Loreto, 

situé au cœur de l’Amazonie péruvienne. 

Les travaux collaboratifs entre deux groupes de Pharmacognosie de l’Université Paris-

Sud et Paris-Descartes, avec des groupes de biologistes de l’IIAP (Instituto de Investigaciones 

de la Amazonia Peruana, Pérou) ainsi que l’unité MERIT de l’IRD, ont permis de développer ce 

travail de thèse.  

Ce travail est divisé en trois chapitres :  

- Un premier chapitre où nous contribuons à la valorisation du savoir traditionnel 

amazonien avec une liste de plantes médicinales péruviennes utilisées contre les 

maladies à protozoaires. Cette liste a été obtenue à base d’enquêtes 

ethnopharmacologiques réalisées dans deux communautés de Métis. 

 

-  Un deuxième chapitre où nous mettons en évidence des interactions 

intermoléculaires non-covalentes par spectrométrie de masse dans le but de 

comprendre l’activité biologique antiplasmodiale des produits testés.  
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- Un troisième chapitre où nous développons une méthodologie de biodéréplication 

biomimétique antiplasmodiale par spectrométrie de masse, en imitant 

l’environnement de la vacuole digestive parasitaire de Plasmodium falciparum.  

La présentation des travaux est donnée sous la forme de l’article publié le cas échéant, ou 

dans un format correspondant à la revue à laquelle l’article sera soumis. 

L’ensemble de ces trois chapitres nous a menés à l’interface de l’ethnopharmacologie, de 

la chimie analytique et de la biologie. Les résultats ont été mis en évidence avec l’obtention 

d’un workflow de biodéréplication qui peut être utilisé pour l’obtention de produits naturels 

antiplasmodiaux. 
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Chapitre 1 : De l’ethnopharmacologie à 

l’isolement de produits naturels actifs 

 

 

Utilisation d’une espèce de la famille Piperaceae comme bain de curation pour traiter les fièvres 

au village de Milagro au Pérou. Photo prise par Swerdlow et Johnson, 2000.  
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1. Des maladies négligées à l’ethnopharmacologie  

1.1. La médicine traditionnelle et l’ethnopharmacologie 

Historiquement, les plantes ont été utilisées par l’homme pour se soigner. Ce savoir, 

malgré ses limites, a parfois été transcrit dans des manuels appelées « pharmacopées » pour 

le garder et le préserver, c’est ainsi que l’ethnopharmacologie est née. La Société Française 

d’Ethnopharmacologie la définit de la manière suivante: « c’est l’étude scientifique 

interdisciplinaire de l’ensemble des matières d’origine végétale, animale ou minérale, et des 

savoirs ou des pratiques s’y rattachant, mises en œuvre par les cultures traditionnelles pour 

modifier l’état des organismes vivants, à des fins thérapeutiques, curatives, préventives ou 

diagnostiques ». (SFE, 2018). Au-delà de la consignation par écrit de ces savoirs traditionnels, 

l’ethnopharmacologie peut contribuer à la préservation de la biodiversité. En dévoilant le 

potentiel thérapeutique de certaines espèces qui seraient menacées, leur protection prend 

alors un aspect plus impératif. Par ailleurs l’étude pharmaceutique (composition chimique et 

activité pharmacologique) peut être la source de nouvelles molécules thérapeutiques 

(Heinrich et al., 2006; Laird, 2002). Cependant cette approche qui semble à première vue 

purement scientifique peut avoir des conséquences négatives. En effet, si un savoir 

traditionnel, par définition immatériel, devient un bien marchand (brevet, médicament…), la 

question d’une juste rétribution de chacun des partenaires impliqués se pose : comment 

rétribuer le détenteur du savoir initial, le chercheur qui identifie la molécule d’intérêt et son 

mécanisme d’action, l’industrie qui fabrique le médicament ? Plusieurs contentieux 

retentissants ont émergé dans les 30 dernières années. La prise de conscience de ce risque 

d’injustice a conduit à des efforts de partenariats localisés (ex. les groupes ICBG dans les 

années 90) ou des conventions internationales (Convention de Rio en 1992, de Nagoya en 

2014…). Mais un encadrement strict de la recherche sur la biodiversité peut avoir comme effet 

de dissuader les chercheurs ou l’industrie de baser leurs travaux sur les savoirs traditionnels, 

et donc de limiter les effets bénéfiques de l’ethnopharmacologie. 

 L’utilisation des plantes médicinales n’est cependant pas que le fait de populations 

indigènes rurales de culture traditionnelle. L’attrait des médecines alternatives, et notamment 

la phyto-aromathérapie, est une tendance forte dans la société moderne occidentale. 

Cependant, cet usage se limite à quelques plantes d’usage certes traditionnel, mais très bien 

connues et pour des indications en général mineures. Les études ethnopharmacologiques les 
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plus intéressantes sont celles qui portent sur des usages originaux de plantes peu étudiées, et 

ce pour des maladies graves. Le choix des populations-cibles doit prendre en compte cet 

aspect. Un critère important est l’interaction avec la biodiversité, impliquant notamment un 

lieu de vie proche de la nature. Un deuxième critère peut être le recours à la biodiversité 

imposé par des ressources économiques faibles. Dans des pays en voie de développement, la 

médecine traditionnelle est souvent le seul traitement accessible et abordable disponible, 

particulièrement pour les populations rurales. Parmi ce type de population, le degré de 

connaissance médicale peut être très varié, selon qu’elles ont une connexion avec les 

systèmes de santé modernes ou non. Quel que soit le système de représentation des 

maladies, qu’il soit traditionnel (basé sur les religions, les mythologies, les éléments…) ou 

empreint de notions de médecine moderne, l’exploration des usages des plantes peut révéler 

des pratiques spécifiques très pertinentes. 

 Le Pérou est un pays riche en biodiversité. Deux « points chauds » (Hotspot) traversent 

son territoire : celui des Andes Tropicales; et celui de la zone de mangrove côtière avec sa 

forte endémicité (soit plus de 1500 espèces propre à cette zone qui s’étale sur le Panama, la 

Colombie, l’Équateur et le Pérou) (Mittermeier et al., 2002). La forêt amazonienne est 

considérée comme une aire biogéographique particulièrement riche en espèces. Dix pour cent 

de la flore mondiale se trouve sur le territoire péruvien, principalement en Amazonie (De-la-

Cruz et al., 2007). La richesse botanique du Pérou se reflète dans la diversité d'utilisations des 

plantes: environ 5000 espèces de plantes sont utilisées par la population péruvienne pour 

l'alimentation, la médecine, comme des ornements, pour la construction, le fourrage, les 

teintures, comme toxines ou bois de chauffage, entre autres. Une grande proportion des 

communautés rurales dépend majoritairement des plantes pour leur subsistance (Monigatti 

et al., 2013). Parmi toutes ces espèces, 1 400 espèces sont décrites comme médicinales 

(Bussmann and Douglas, 2014). Cependant le rapport entre le nombre d’espèces présentes et 

les usages médicinaux décrits est vraisemblablement très faible. Par conséquent, les enquêtes 

ethnopharmacologiques constituent un moyen important de recensement et de préservation. 

Bien que la plupart des recherches sur l’ethnopharmacologie et la médicine traditionnelle au 

Pérou sont menées en Amazonie (Estevez et al., 2007; Kvist et al., 2006; Odonne et al., 2013, 

2011; Rengifo, 2007), la proportion de travaux de recherche existant par rapport à la 

biodiversité amazonienne est faible. Des institutions péruviennes sont conscientes de cet état 

de fait et s’emploient à recenser les usages ethnomédicinaux.  
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1.2. Apport de la médicine traditionnelle péruvienne  

Le continent américain a existé pendant des millions d’années à l’écart de l’évolution 

humaine. Selon la théorie de l’anthropologue Alex Hrdlicka (publié en 1937), cela ne fait 

qu’environ 40 000 ans que les hommes sont arrivés en provenance de l’Asie en passant par le 

détroit de Behring. Les peintures rupestres de Toquepala (9 600 av. n. è., située actuellement 

près de la ville de Tacna) et Lauricocha (9600 av. n. è., actuellement Huánuco), sont les 

premiers indices d’une ancienne civilisation de chasseurs-cueilleurs sur le territoire péruvien. 

D’autre part, l’interaction avec les plantes est mise en évidence grâce à l’homme de Guitarrero 

(zone d’Ancash, 10 000 av. n. è.), connu comme le premier agriculteur de haricots, piments, 

pommes de terre natives du Pérou (ollucos) et maïs de l’époque pré-Inca (Tamayo Herrera, 

2013). 

La culture des anciennes civilisations précolombiennes d’Amérique du Sud est guidée 

par la Terre (pachamama) et le Soleil (inti). L’interprétation des maladies à cette époque (à 

partir de 3000 av. n. è.) est liée à ces deux entités. Des traces de trépanations réalisées par les 

guérisseurs et chirurgiens pré-Inca, membres de la culture Paracas (800 av. n. è. - 200 ap. n. 

è.) (Marino and Gonzales-Portillo, 2000) témoignent de l’avancement de la médecine à cette 

époque (Kushner et al., 2018). Des céramiques Moche (100 - 700 ap. n. è.) montrent la relation 

de ces peuples avec des maladies parasitaire endémiques de l’Amérique du sud, notamment 

la leishmaniose cutanée (Altamirano-Enciso et al., 2003; Tuon et al., 2008; Weiss, 1943). 

Malheureusement il n’existe pas de transcription de l’utilisation des plantes pour le 

traitement.  

Certaines des plantes utilisées par ces civilisations ont traversé les siècles et font 

encore partie des plantes médicinales actuelles. Des composés ont pu en être isolés et sont 

utilisé comme principes actifs des certaines spécialités pharmaceutiques (Figure 1). Nous 

présentons ici trois exemples. Tout d’abord, peut-être le plus connu, les différentes espèces 

de Cinchona (Rubiaceae), utilisées par les indigènes du Pérou pour soigner les maladies liées 

au froid et à l’humidité. En observant ces usages au XVIIème siècle, les jésuites ont eu l’idée 

d’utiliser la poudre d’écorce macérée dans l’eau pour traiter les fièvres (poudre des jésuites). 

En 1820, Pelletier et Caventou isolent la quinine, ouvrant ainsi la voie à l’isolement d’autres 

alcaloïdes (Bruneton, 2016). L’usage de la coca, Erythroxylum coca (Erythroxylaceae), est bien 

antérieur à l’empire inca (du XVe au XVIe siècle). Les feuilles étaient traditionnellement 

https://fr.wikipedia.org/wiki/XVIe_si%C3%A8cle
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mâchées pour abolir la faim et la fatigue. Les Incas lui attribuèrent une origine divine et en 

réservèrent l’usage aux cérémonies religieuses. La coca n’avait aucune application 

thérapeutique avant l’isolement, en 1859, de la cocaïne et son utilisation postérieure comme 

anesthésique local (Bruneton, 2016). Enfin, le baumier du Pérou, Myroxylon balsamun 

(Fabaceae), utilisé traditionnellement comme cicatrisant, est capable de créer un 

environnement cellulaire favorable au processus de réparation des tissus (Bruneton, 2016; 

Lock et al., 2016).  

 

 

Figure 1. Exemples de plantes médicinales originaires du Pérou utilisées dans le monde à travers 

le temps. 

 

1.3. L’ethnopharmacologie des Métis 

Les termes métis, sang-mêlé, mulâtre, homme de couleur et libre de couleur sont 

chargés d’une histoire très spécifique. Ils portent le poids de la colonisation, de l’esclavage et 

de la discrimination depuis 5 siècles, en Afrique et aux Amériques essentiellement. Cependant 

il existe aussi des représentations d’individus décrits comme métis dans l’art romain, 

témoignant du besoin de distinguer ces personnes du reste de la population (Schmidt, 2003). 

Dans un contexte géographique amérindien et au XVIe s., le Métis désigne une personne née 

de l’union d’un européen et d’une amérindienne. Ce sens témoigne de la colonisation 
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essentiellement masculine des Amériques et du rapport de domination patriarcal 

caractéristique de la plupart des cultures humaines historiques (Tamayo Herrera, 2013), 

comme cela est rapporté par plusieurs toiles espagnoles datant de la colonisation (Figure 2).  

 

 

Figure 2. Toile appartenant au vice-roi Amat du Pérou représentant une famille de père espagnol 

(Espanol sur la légende du tableau), mère amérindienne (Yndia serrana o cafeada) et leur enfant 

métis (mestizo) (1751-1800 ap. n. è.). (Source : Museo Nacional de Antropología.de Madrid).  

 

Le concept même de métissage est complexe, comme en témoigne la nomenclature 

péruvienne pour les unions mixtes à l’époque de la colonisation. De nos jours, les péruviens 

adoptent toujours certains de ces termes pour désigner des groupes de personnes, même si 

le sens contemporain s’écarte du sens historique. Ces termes portent souvent une 

connotation péjorative : mulato (mulâtre, un parent blanc, l’autre noir), cholo (un parent 

métis, l’autre indien), chino (un parent métis, l’autre asiatique) et zambo (un parent indien, 

l’autre noir) (Mömer, 1971). Le sens du terme mestizo (métis) a changé au cours du temps, et 

désigne aujourd’hui un concept anthropologique moins strict que son sens historique. 

L’enquête ethnopharmacologique décrite dans le présent travail portant sur les usages de 

communautés décrites comme « Mestizos ». Il nous a donc semblé important d’approfondir 

ce que ce terme désigne dans l’inconscient collectif péruvien contemporain. Les mestizos sont 

définis comme un groupe de personnes aux origines mixtes, nées de l’union d’un parent 

urbanisé et d’un parent indigène. Les ethnies indigènes proches de la ville d’Iquitos sont les 
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Bora ou Yagua. Les populations mestizos sont en général marquées par une mobilité 

géographique importante. Une des causes principales de migration est le départ de la jungle 

vers la ville pour trouver du travail. En parallèle avec une remise en cause de leur identité 

culturelle, les migrations peuvent néanmoins enrichir la connaissance traditionnelle dans ces 

communautés. Les mestizos amazoniens ont un grand dépôt de connaissances traditionnelles 

qui peut provenir de cultures indigènes éteintes ou en danger (Phillips and Gentry, 1993). Il 

existe notamment une forte tradition de curanderismo parmi les mestizos. Le curanderismo 

désigne un ensemble de croyances essentiellement d’ordre surnaturel ou magique (Jovel et 

al., 1996). Il inclut des pratiques de guérison impliquant les esprits de la forêt ou supay (diable 

ou dieu de la mort en langue quechua) (Luna and Amaringo, 1991). Les mêmes forces peuvent 

être invoquées à des fins malveillantes et s’apparente à la sorcellerie. Dans ce contexte, 

certaines plantes « magiques » permettent aux curanderos, ou guérisseurs (aussi appelé 

chaman), d’entrer en communication directement avec des êtres puissants pour traiter des 

troubles considérés comme surnaturels. En Amazonie péruvienne, la connaissance des plantes 

médicinales est fortement liée à l'utilisation de l’ayahuasca (liane des morts, liane amère) 

(Desmarchelier et al., 1996). Ce breuvage se prépare à partir de tronçons de Banisteriopsis 

caapi (Spruce ex Griseb) Morton (Malpighiaceae), une liane à petites fleurs qui grandit dans la 

forêt, associée à d’autres plantes dans un breuvage bu lors de cérémonies rituelles. À cause 

de la présence dans l’écorce d’alcaloïdes dérivés de la β-carboline tels que l’harmine, la 

tétrahydroharmine, l’harmaline, l’harmol, etc (Bruneton, 2016), le chaman entre en transe  et 

revendique d’apprendre l'art de guérir le malade en utilisant les plantes de la forêt. L’existence 

de curanderos dans les villages mestizos est un signe de leur attachement aux traditions 

indigènes. 

Néanmoins un ensemble de plantes médicinales usuelles sont utilisées par la 

population en dehors de ce cadre pour traiter des maladies perçues par la population comme 

relevant de la médecine. Quelques enquêtes existent sur la médecine traditionnelle et les 

pratiques de santé des mestizos (Kamppinen, 1988; Luna, 1984). La plupart des groupes 

ethniques qui ont vécu en Amazonie péruvienne depuis des siècles (Shipibo-Konibo, 

Ashaninka, Cashibo-Cacataibo, Amuesha, Matsiguenka…) ont développé une connaissance 

profonde des écosystèmes qu'ils habitent (Salick, 1989; Wezel and Ohl, 2005) (Lenaerts, 2006). 

Ils ont utilisé des plantes médicinales ou alimentaires pendant des millénaires, et ont transmis 

cette expérience d'une génération à l’autre (Lewis, 2000). Néanmoins, les peuples indigènes 
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ne sont pas les seuls à avoir une connaissance détaillée des écosystèmes amazoniens dans 

lesquels ils vivent. Les résidents à long-terme de l'Amazonie, comme par exemple, les mestizos 

l’ont également (Dufour, 1990). La plupart des communautés mestizos sont dépendantes de 

la médecine traditionnelle comme seule source de soins de santé, par tradition mais aussi en 

raison de l’accessibilité (prix et accès physique) plus grande de ces remèdes par rapport aux 

thérapies occidentales. 

Il reste que la connaissance des plantes médicinales est en rapport avec la proximité 

de ces plantes des habitations humaines : les individus favorisent les plantes qui poussent 

dans leur voisinage immédiat (Kujawska and Pardo-de-Santayana, 2015). En conséquence, la 

médecine traditionnelle des mestizos varie selon leur zone géographique : les plantes utilisées 

par les mestizos de Cuzco (Andes péruvienne) sont différentes de celles des mestizos d’Iquitos 

(forêt Amazonienne) ou la côte (Cabieses, 1993). 
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1.4. Les maladies tropicales négligées (MTN) 

Les maladies tropicales négligées (MTN) sont définies comme un groupe de maladies 

prévalant dans des conditions tropicales et subtropicales concernant 149 pays (WHO, 2017a). 

L'Organisation Mondiale de la Santé (OMS ou World Health Organization) recense 17 MTN : 

l’ulcère de Buruli, la maladie de Chagas, la dengue, le chikungunya, la dracunculose (maladie 

du ver de Guinée), l'échinococcose, les trématodoses d’origine alimentaire, la trypanosomiose 

humaine africaine, les leishmanioses, la maladie de Hansen (la lèpre), la filariose lymphatique, 

l’onchocercose (cécité des rivières), la rage, la schistosomiose (bilharziose), les 

géohelminthioses, le téniasis (cysticercose), le trachome et les tréponématoses endémiques 

(le Pian). Lors de la 10ème réunion du Groupe Consultatif Stratégique et Technique pour les 

Maladies Tropicales Négligées en 2017, des propositions ont été faites pour compléter la liste 

des MTN, comme les maladies par chromoblastomycose et d’autres mycoses profondes, la 

gale et autres ectoparasites ainsi que les empoisonnements liés à des morsure de serpent 

(WHO, 2017a). Les MTN affectent plus d'un milliard de personnes et leur coût, évalué à 

plusieurs milliards de dollars chaque année, impacte principalement les pays en voie de 

développement (Hotez et al., 2014). Il est fréquent que les individus touchés par les MTN 

soient infectés par plusieurs pathogènes, ce qui détériore leur développement physique et 

cognitif et provoque environ 534 000 morts par an (Aerts et al., 2017). Les personnes vivant 

dans la pauvreté, dans des conditions sanitaires précaires et en contact proche avec les 

vecteurs infectieux, les animaux domestiques et le bétail sont les plus touchés. Les moyens de 

lutte sont guidés par l'épidémiologie locale et la possibilité de recourir à des mesures 

appropriées pour détecter, empêcher et contrôler ces maladies. Le contrôle de ces maladies 

est efficace quand les approches de santé publique sont combinées et mises en œuvre 

localement. Les parasites, responsables de plus de 70 % de toutes les MTN (le reste étant 

causé par les infections bactériennes et virales), incluent aussi bien des protozoaires que des 

helminthes.  

Dans ce premier chapitre nous sommes intéressés en particulier à la leishmaniose et 

la trypanosomiase. Leishmania spp., responsables de la leishmaniose, Trypanosoma cruzi et T. 

brucei, responsables des trypanosomiases, sont des parasites protozoaires de la famille des 

Kinetoplastidae, transmis aux hôtes mammifères via leurs insectes vecteurs : la mouche des 
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sables « sandflies » (genres Phlebotomus et Lutzomyia), le triatome (comme le Triatoma 

infestans), et la mouche tsé-tsé (Glossina spp.), respectivement (McCall and McKerrow, 2014).  

 

1.4.1. La leishmaniose 

 

Il existe plusieurs formes de leishmanioses chez l’homme : cutanée (LC), cutanéo-

muqueuse (LCM) et viscérale (LV), présentant un large éventail de symptômes cliniques 

(Pearson and Sousa, 1996). Les manifestations cliniques de la leishmaniose sont la fièvre, 

l'anémie, l’hépatosplénomégalie et une immunodépression (Savoia, 2015). La forme la plus 

commune est la leishmaniose cutanée (causée par L. major et L. tropica en Asie centrale et au 

Moyen-Orient et par le complexe L. braziliensis et L. mexicana dans les Amériques), qui cause 

des plaies de la peau qui se développent typiquement en quelques semaines ou mois à 

l’endroit d’une piqûre de mouche de sable. Les plaies peuvent changer de taille et d’apparence 

au fil du temps. Elles peuvent débuter sous forme de papules ou des nodules et se transformer 

en ulcères (comme un volcan, avec un bord levé et un cratère central). Les ulcères de peau 

peuvent être recouverts par une croûte (CDC, 2013). La LV, aussi connue sous le nom de kala-

azar est plus grave, car mortelle est causée par L. infantum, L. chagasi et L. donovani (Savoia, 

2015).  

La leishmaniose, considérée comme maladie orpheline par l’OMS, est endémique dans 

plus de 98 pays des zones tropicale ou subtropicale et dans le sud de l’Europe. Cette maladie 

menace actuellement 350 millions d’individus, adultes et enfants, dans le monde entier (de 

Vries et al., 2015) et le nombre de nouveaux cas par an n’est pas connu avec certitude. Pour 

la leishmaniose cutanée, l’incidence est estimée à 0,7-1,2 millions de nouveaux cas par an. 

Pour la leishmaniose viscérale, l’incidence est d'environ 0,2 à 0,4 millions/an (CDC, 2013). La 

majorité des cas de leishmaniose cutanée est recensée en Algérie, Syrie, Iran, Arabie Saoudite, 

Afghanistan, Pakistan, Colombie, Brésil, Pérou. Près de 90 % des cas de leishmaniose cutanéo-

muqueuse sont observés en Bolivie, au Brésil et au Pérou (WHO, 2018a). Au Pérou, 91 000 cas 

ont été dénombrés en 10 ans (2005-2016), principalement des leishmanioses cutanées 

(Ministerio de Salud del Perú, 2017a, 2015).  

La chimiothérapie est la stratégie clé pour contrôler la leishmaniose. Les quelques 

médicaments actuellement sur le marché sont les antimoniés pentavalents (Sn5+), 

l’amphotéricine B, la miltefosine, la paromomycine et l’amphotéricine B sous forme de 
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liposome. Ces médicaments ont tous des avantages et des inconvénients. La toxicité, le coût, 

la voie d’injection, la durée du traitement ainsi que l’apparition de parasites résistants au 

traitement sont à l’origine d’un nombre important d’échecs thérapeutiques (Chakravarty and 

Sundar, 2010; Didwania et al., 2017; Ghorbani and Farhoudi, 2018). Il n’existe à l’heure 

actuelle aucun vaccin contre la leishmaniose mais des recherches sont en cours.  

 

1.4.2. La trypanosomiase 

 

La trypanosomiase humaine africaine (THA) ou la maladie du sommeil est une maladie 

mortelle de l’Afrique subsaharienne, causée par deux sous-espèces de Trypanosoma brucei 

(T.b) (Büscher et al., 2017) : T.b. gambiense (T.b.g) est endémique dans 24 pays d'Afrique de 

l’Ouest et d’Afrique centrale. Cette forme représente actuellement plus de 97% des cas de 

maladie du sommeil et provoque une infection chronique (WHO, 2017b). La deuxième sous-

espèce, T.b. rhodesiense (T.b.r), se trouve dans 13 pays d'Afrique orientale et australe (Büscher 

et al., 2017; WHO, 2017b). Aujourd’hui, cette forme représente moins de 3% des cas et 

provoque une infection aiguë. Les deux sous-espèces de parasite sont transmises par la piqûre 

d'une mouche tsé-tsé infectée (Diptère genre Glossina). T.b. gambiense peut aussi être 

transmis à la naissance (Lindner and Priotto, 2010). D'autres modes de transmission sont 

possibles (sexuels, accidents de laboratoire, transfusion sanguine et transplantation 

d'organe), mais ils sont peu documentés et supposés très rares (Hira and Husein, 1979; Rocha 

et al., 2004). 

Les manifestations cliniques varient selon la sous-espèce et le stade de la maladie. Les 

symptômes du stade hémolymphatique sont non spécifiques et incluent fièvre, maux de tête 

et gonflement des ganglions lymphatiques. Dans la seconde phase, dite méningo-

encéphalique, le trypomastigote passe du sang et du système lymphatique au système 

nerveux central (Büscher et al., 2017). Par le passé, les épidémies de maladie du sommeil ont 

été un problème de santé publique majeur, mais la maladie est relativement sous contrôle à 

présent, avec 7000 à 10000 cas rapportés annuellement ces dernières années (CDC, 2012). 

La maladie de Chagas (trypanosomiase américaine) est endémique dans 18 pays latino-

américains. C’est une pathologie progressive chronique qui affecte plus de 6 à 8 millions de 

personnes dans le monde entier, avec environ 12 000 morts annuellement (DNDi, 2017). Cette 

maladie est causée par le protozoaire Trypanosoma cruzi et sa transmission est due 
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principalement à l’infestation du site de piqûre d’un triatome par les déjections de l’insecte. 

Le parasite peut être également transmis lors d’accidents de laboratoire, par l'ingestion de 

nourriture et de boissons contaminées avec les excréments ou le triatome entier infecté par 

le parasite, lors de transfusions sanguines, ou de manière congénitale (ces deux dernières 

voies de transmissions sont cependant en déclin grâce à des mesures de santé publique 

adoptées par les pays endémiques) (Chatelain, 2014). Jusqu’à 30% des personnes infectées de 

façon chronique présentent des troubles cardiaques, et jusqu’à 10% des troubles digestifs, 

neurologiques ou les deux à la fois, ce qui impose un traitement particulier. La lutte 

antivectorielle est la méthode la plus efficace pour prévenir la maladie de Chagas en Amérique 

latine. Pour éliminer le parasite après infection, le patient peut être traité par benznidazole 

ou nifurtimox. Ces deux médicaments sont efficaces à près de 100% et permettent de guérir 

la maladie s’ils sont administrés suffisamment tôt après l’infection, dès le début de la phase 

aiguë. Leur efficacité diminue toutefois avec l’ancienneté de l’infection. Le coût du traitement 

reste élevé. Rien que pour la Colombie, au cours de l’année 2008, on a estimé à environ 

267 millions de dollars le coût des soins médicaux dispensés aux personnes atteintes. Les 

pulvérisations d’insecticide pour la lutte antivectorielle reviendrait à près de 5 millions par an, 

soit moins de 2% des dépenses médicales (WHO, 2017c). Au Pérou, la maladie de Chagas est 

moins prévalente avec seulement 45 cas entre les années 2016 et 2017, cependant ces cas 

sont constamment sous surveillance épidémiologique (Ministerio de Salud del Perú, 2017b). 

Néanmoins ce chiffre est peut-être sous-estimé du fait d’une absence de diagnostic ou d’une 

absence de consultation par le patient. 
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1.5. Le paludisme 

Le paludisme n’est pas classé par l’OMS comme une MTN, cependant rien qu’en 2016, 

environ 216 millions de cas de paludisme ont été recensés dans le monde et 445 000 

personnes sont mortes, surtout des enfants en Afrique (CDC, 2018). Le paludisme est transmis 

par des moustiques femelles appartenant au genre Anopheles. Quatre espèces différentes du 

parasite Plasmodium sont responsable du paludisme chez l’homme : P. falciparum, P. vivax, 

P. malariae et P. ovale. Parmi elles, P. falciparum et P. vivax ont la plus forte prévalence tandis 

que P. falciparum est la plus dangereuse. P. knowlesi est une espèce zoonotique qui peut 

également infester l’homme (WHO, 2015). Le cycle biologique du paludisme sera abordé plus 

en détail dans le chapitre suivant. 

Les manifestations cliniques de P. falciparum résultent notamment de l’hémolyse de 

globules rouges lors de la sortie du parasite, suivi par une réponse inflammatoire aiguë liée à 

l'élimination des parasites par l’organisme (Ademolue and Awandare, 2018). L’objectif 

premier du traitement est d'obtenir une guérison complète, c'est-à-dire l’élimination rapide 

et totale de Plasmodium dans le sang du patient, pour éviter l’évolution vers une forme grave 

potentiellement mortelle ou vers une infection chronique provoquant une anémie. Le 

paludisme est une maladie évitable et traitable. Du point de vue de la santé publique, le 

traitement est destiné à réduire la transmission de l’infection en diminuant le réservoir 

infectieux, et à éviter l’apparition et la propagation d’une résistance aux antipaludiques (WHO, 

2018b). Les polythérapies à base d’artémisinine ont un rôle important dans le succès de la 

lutte contre le paludisme au niveau mondial, et protéger leur efficacité de traitement est une 

priorité en matière de santé (WHO, 2017d). Un vaccin (Mosquirix, GSK) vient d’être mis sur le 

marché, basé sur des protéines recombinantes de P. falciparum. 

La plupart des cas de paludisme en 2016 étaient localisés en Afrique (90 %), suivi par l’Asie 

du Sud-Est (7 %) et la région méditerranéenne orientale (2 %). P. falciparum est l’espèce la 

plus répandue en Afrique subsaharienne, représentant 99 % de cas évalués en 2016. P. vivax 

est le parasite prédominant dans la région des Amériques, représentant 64 % des cas (WHO, 

2017d). Concernant le paludisme au Pérou, on constate depuis 2012 une tendance à 

l'augmentation du nombre des cas. Pour l’année 2016, 51 090 cas de paludisme (P. falciparum 

et P. vivax) ont été reportés. Parmi tous les départements du Pérou, Loreto représentait 96 % 

des cas reportés (49 463 : 35509 par P. vivax et 13954 par P. falciparum) (Ministerio de Salud 
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del Perú, 2016a). Entre 2004 et 2016 le Ministère de la Santé a reporté 620 000 cas de 

paludisme dans le pays, dont 79.5 % pour Loreto (Ministerio de Salud del Perú, 2016b). 
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2. Article 1 : Activité antiprotozoaire de plantes médicinales utilisées par les 

communautés de la route Iquitos-Nauta dans la région Loreto (Pérou)  

Article publié dans Journal of Ethnopharmacology 

2.1. Résumé 

Pertinence ethnopharmacologique : En Amazonie péruvienne, l'utilisation de plantes 

médicinales est une pratique courante. Cependant, il y a peu d'informations documentées sur 

l’aspect pratique de leurs utilisations et sur leur validation scientifique. Le point de départ 

pour ce travail est un ensemble d’enquêtes concernant l’utilisation des plantes et réalisées 

sur des personnes habitant dans des communautés rurales de l'Amazonie péruvienne. Les 

parasitoses à protozoaires sont un problème de santé publique dans les communautés 

amazoniennes, qui y font en partie face en utilisant des remèdes traditionnels. La validation 

de ces pratiques traditionnelles contribue à l'efficacité des soins de santé publique et peut 

aider à identifier des nouveaux composés antiparasitaires. 

Buts de l’étude : Inventorier et valider l'utilisation de plantes médicinales par les populations 

rurales de la région Loreto (Pérou). 

Méthode : Des Métis ruraux ont été interrogés concernant leur utilisation de médicaments 

traditionnels à base de plantes médicinales pour les infections parasitaires. Les enquêtes 

ethnopharmacologiques ont été réalisées dans deux villages sur la route Iquitos-Nauta (Région 

Loreto, Pérou), les communautés 13 de Febrero et El Dorado. Quarante-six plantes ont été 

recensées et récoltées selon leur utilisation traditionnelle pour le traitement des maladies 

parasitaires, 50 extraits éthanoliques (des parties différentes pour certaines plantes) ont été 

testés in vitro sur Plasmodium falciparum (souches 3D7 chloroquino-sensible et W2 

chloroquino-résistante), Leishmania donovani souche LV9 et Trypanosoma brucei gambiense. 

L'évaluation cytotoxique (cellules HUVEC) des extraits actifs a été aussi réalisée. Deux des 

plantes les plus actives ont été soumises à un fractionnement bioguidé préliminaire pour 

vérifier et explorer leurs activités. 

Résultats : De la liste initiale de plantes, 10 extraits se sont révélé être actifs sur P. falciparum, 

15 sur L. donovani et 2 sur les trois parasites. L'extrait éthanolique des feuilles de Costus 

curvibracteatus (Costaceae) et des écorces de Grias neuberthii (Lecythidaceae) ont montré 
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une forte activité in vitro sur P. falciparum (souches sensible et résistante) et L. donovani et 

une activité modérée sur T. brucei gambiense. 

Conclusions : Les communautés de la forêt amazoniennes au Pérou représentent une source 

de connaissance sur l'utilisation des plantes médicinales. Dans ce travail, plusieurs extraits 

avec une activité antiparasitaire ont été identifiés. Ce travail contribue à la validation de 

certaines utilisations traditionnelles et constitue une ouverture à des recherches ultérieures  

sur l'isolement et l’identification de composés actifs.  
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2.2. Article  
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2.3. Commentaires et discussion  

2.3.1. Contexte du travail 

 

Le Pérou est un pays hétérogène non seulement du point de vue géographique et 

climatique mais aussi humain. De grandes disparités existent sur le plan culturel, social et 

économique et par conséquent l'accès aux services de santé et d’éducation est très inégal. Ce 

contexte détermine de multiples scénarios d’exposition au risque de maladies parasitaires 

notamment. Le risque de contracter ces maladies est associé aux caractéristiques sociales, 

économiques et écologiques du lieu de résidence et lorsque ces facteurs sont combinés ils 

favorisent la transmission de la maladie (Ministerio de Salud del Perú, 2016b). Les cas 

d’infections par des parasites sont les plus fréquents dans les petits villages très éloignés des 

centres-villes et des grands hôpitaux et isolés par les rivières qui les entourent. L’utilisation 

des plantes médicinales comme traitement de première intention y perdure largement. Par 

exemple, dans la pratique traditionnelle, les premiers symptômes de fièvres liées au 

paludisme sont combattus grâce à des Malvacées sylvestres, et des préparations à base 

d’écorce d’arbres sont utilisées pour contribuer à la cicatrisation de la leishmaniose cutanée.  

 

2.3.2. Enquêtes ethnopharmacologiques  

 

Un programme d’ethnopharmacologie mis en œuvre dans une région particulière se 

déroule en trois étapes: un travail de terrain destiné à recenser les savoirs thérapeutiques, 

puis un travail en laboratoire visant à évaluer l’efficacité thérapeutique des remèdes 

traditionnels; et enfin un programme de développement de médicaments traditionnels 

préparés avec des plantes cultivées ou récoltées localement (SFE, 2018). Dans le cadre de ce 

travail nous suivons ce schéma afin des pouvoir établir une liste des plantes utiles. 

Les enquêtes se sont déroulées dans deux communautés de Métis de l’Amazonie 

péruvienne. Deux questions se posent immédiatement : pourquoi interroger des Métis et 

comment réaliser ces enquêtes ? Concernant l’aspect ethnologique, l’emploi des termes 

« métis » et « métissage » a tellement évolué depuis l’époque coloniale qu’à présent un métis 

n’est plus considéré comme issu d’une relation entre un européen et une indienne (Schmidt, 

2003). Cette évolution de la terminologie, considérée comme positive, suggère une certaine 
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approche sociale et culturelle des communautés de Métis. Nous avons décidé de travailler 

avec deux communautés, El Dorado et 13 de Febrero, qui sont situées à proximité de la ville 

d’Iquitos sur la seule route pavée qui relie Iquitos à Nauta.  

Concernant les aspects pratiques, ces enquêtes datent de l’année 2008, et ont été 

complétées au cours de l’année 2015 (interrogatoire, reconnaissance des plantes). Bien que 

dans ces communautés existent souvent un curandero, les sujets interrogés étaient 

l’ensemble des villageois. La communication s’est déroulée parfaitement, car ils parlent 

l’espagnol couramment et ont un certain degré de connaissances à propos des maladies 

étudiées. Tout cela nous a permis des créer un tableau des usages et préparations 

traditionnelles des 46 plantes médicinales. 

 

2.3.3. Collecte des plantes 

 

Les communautés où nous avons fait les enquêtes, sont situées à côté de la réserve 

nationale protégée Allapahuayo Mishana. Ces populations sont établies dans cette zone 

depuis longtemps, même avant la classification de ce territoire comme réserve. Afin de 

remédier aux difficultés rencontrées au cours de ce travail, comme l’obtention d’un droit de 

collecte dans la réserve nationale protégée Allpahuayo Mishana ainsi que l’identification 

botanique des espèces, nous avons décidé de collecter ces plantes dans deux endroits 

différents : sur la route Iquitos-Nauta, à proximité de ces communautés et dans un jardin 

appartenant au Centre de Recherche de l’Amazonie péruvienne (Instituto de investigaciones 

de la Amazonía Peruana - IIAP). L’identification de nos plantes a été réalisée par des botanistes 

au Muséum d’Histoire Naturelle de l’Université de San Marcos (UNMSM) à Lima. 

 

2.3.4. Résultats-Discussion 

 

Nous avons décidé pour des raisons de disponibilités des souches d’évaluer l’activité 

des extraits des plantes mentionnées sur trois parasites : Plasmodium falciparum (souches 

sensible et résistante), Leishmania donovani et Trypanosoma brucei brucei gambiense. 

Néanmoins ces parasites ne sont pas les parasites responsables de la plupart des cas 

d’infections parasitaires au Pérou voire ne se trouvent pas en Amérique : au Pérou, le 

paludisme est causé principalement par P. vivax, les leishmanioses cutanées par L. mexicana, 
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et L. amazonensis, les leishmanioses muco-cutanées par L. peruviana, L. braziliensis et L. 

guyanensis et la trypanosomiase par T. cruzi (Ministerio de Salud del Perú, 2015). Les parasites 

de la leishmaniose et la trypanosomiase partagent en partie des caractéristiques structurelles 

et biochimiques. L'analyse récente de leurs séquences génomiques a identifié des voies 

métaboliques communes, permettant une meilleure compréhension de leur pathogénie et a 

initié la recherche sur des cibles biochimiques/moléculaires communes pour des futurs 

médicaments (Barrett and Croft, 2012). Trouver des médicaments actifs sur un de ces 

parasites, et a fortiori sur une de leurs souches, peut contribuer à la découverte de traitement 

efficace pour d’autres souches ou d’autres espèces de la famille des Kinetoplastidae. 

Dans le cadre de ce travail, deux extraits éthanoliques se sont distingués : l’extrait 

éthanolique des feuilles de Costus curvibracteatus (Costaceae), et l’extrait d’écorces de Grias 

neuberthii (Lecythidaceae). Ces extraits présentent une forte activité antipaludique (souches 

sensible et résistante) et leishmanicide ainsi qu’une activité moyenne sur trypanosome. Les 

tanins, susceptibles d’être abondants dans les écorces, ne sont pas responsables de l’activité 

de l’extrait de G. neuberthii car ces derniers ont été retirés par filtration sur polyamide. Pour 

ces deux plantes une extraction liquide-liquide a été réalisée, donnant déjà une idée de la 

répartition des produits actifs en fonction de leur polarité. Les fractions acétate d’éthyle et 

butanol de G. neuberthii montrent une activité antiplasmodiale de 0.58 ± 0.07 µg/mL et une 

activité leishmanicide de 1.30 ± 0.11 µg/mL respectivement. Ces deux extraits montrent une 

cytotoxicité modérée et par conséquent des indices de sélectivité (21 et 37 respectivement) 

supérieurs aux autres extraits testés. L’activité sur T. b. gambiense était modérée et n’a pas 

été explorée plus avant. L’extrait aqueux de C. curvibracteatus a montré une activité 

antiplasmodiale et leishmanicide, IC50 = 3.02 ± 0.4 et 8.47 ± 1.58 µg/mL respectivement, 

cependant la cytotoxicité de cet extrait est très élevée, donnant un indice de sélectivité très 

bas de 6 et 1. La proximité chimiotaxonomique de la famille des Costaceae avec la famille des 

Zingiberaceae suggère la présence de saponosides dans l’extrait, qui sont vraisemblablement 

responsables de l’activité biologique de l’extrait de C. curvibracteatus. Cette hypothèse est 

renforcée par les premiers résultats par spectrométrie de masse de l’extrait (données non 

montrés dans l’article), indiquant des masses élevées de m/z > 800. L’activité moyenne sur 

T.b. gambiense de l’extrait éthanolique peut aussi être expliquée par la présence de ce genre 

de produits. Aucune de ces deux plantes n’ont jusqu’à présent pas été étudiées du point de 

vue chimique.  
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Conclusion du Chapitre 1 

Ce travail a permis de mettre en évidence deux plantes actives contre trois parasites différents 

et plusieurs plantes actives contre un ou deux parasites. Malgré les activités notables 

remarquées dans cette étude pour deux plantes, ces dernières n’ont pas été utilisées dans la 

suite de ce travail. En effet, C. curvibracteatus présente une forte activité cytotoxique liée 

probablement aux saponosides. Concernant G. neubertii, les résultats n’ont pas pu être 

reproduits et lors d’une deuxième collecte des écorces de G. neuberthii, l’activité a diminué 

d’un facteur 100 alors que le profil chimique évalué par LC-MS était identique. 

La suite de ce travail consiste en le développement d’une méthode adaptée pour identifier 

rapidement des produits actifs antiplasmodiaux directement dans les extraits. Nous avons 

donc décidé de travailler avec Piper coruscans (Piperaceae), plante utilisée en Amazonie 

péruvienne pour la phase de fièvre du paludisme. L’extrait éthanolique de la partie aérienne 

de cette plante montre une forte activité antiplasmodiale in vitro avec des IC50 de 1.36 ± 0.06 

et 2.33 ± 0.26 µg/mL, contre les souches sensible et résistante respectivement. Étant donné 

que la famille des Piperacées a été largement travaillée sur le plan chimique, nous avons 

également choisi cette plante dans l’espoir de pouvoir réaliser une déréplication rapide de 

l’extrait. 
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1 Le paludisme 

1.1 Cycle du Plasmodium et vecteur du paludisme 

Le paludisme est transmis par la piqûre des moustiques femelles du genre Anopheles 

infectées par Plasmodium spp. Pour leur repas sanguin, les moustiques cherchent un espace 

vasculaire et injectent en quelques instants, dans leur salive anticoagulante, environ 8-15 

sporozoïtes, parfois jusqu'à 100. Cette étape est dite infectieuse et mobile (Cook and Zumla, 

2003). Pendant la phase suivante dite pré-érythrocytaire, les sporozoïtes se déplacent via le 

système sanguin et entrent dans les hépatocytes (Figure 3). Entre 30 et 60 minutes après la 

piqûre du moustique, tous les sporozoïtes sont entrés dans les hépatocytes ou ont été 

dégradés. Chaque sporozoïte introduit dans les hépatocytes commence alors une phase de 

reproduction asexuée (fissions multiples ou schizogonie). Cette étape dure en moyenne 6-7 

jours pour P. falciparum et 15 jours pour P. malariae, avant la rupture des schizontes 

hépatiques qui libèrent les mérozoïtes dans la circulation sanguine (Phillips et al., 2017). À 

l'intérieur de l’hépatocyte, un seul sporozoïte peut produire des dizaines de milliers de 

mérozoïtes qui, une fois dans la circulation sanguine, pénètrent dans les érythrocytes pour se 

reproduire (Cook and Zumla, 2003; Phillips et al., 2017). Cette étape est appelée phase 

érythrocytaire asexuée et se déroule chez les humains ou d’autres hôtes vertébrés (Miller et 

al., 1994). L'attachement des mérozoïtes aux parois érythrocytaires se fait par l’intermédiaire 

d’un récepteur spécifique localisé dans le micronème du mérozoïte. Dans P. vivax ces 

protéines sont liées à l'antigène Duffy (Fya ou Fyb) (Miller et al., 1976). Dans P. vivax et P. ovale, 

l'invasion des globules rouges par les mérozoïtes peut être retardée de plusieurs mois ou 

années si des hypnozoïtes se forment (phase dormante) (CDC, 2018; Phillips et al., 2017).  

Pendant la première étape de développement de la phase sanguine (entre 24 et 72 

heures selon l’espèce), les petites formes anneaux des quatre espèces de Plasmodium, 

apparaissent souvent similaires sous le microscope (Cook and Zumla, 2003). Une partie des 

formes anneaux se différencie dans le sang et mûrit en gamétocytes mâles et femelle. Ce 

processus (gamétocytogonie) dure environ 4 jours chez P. vivax et de 10 jours chez P. 

falciparum (Phillips et al., 2017). C’est lors de cette étape que le parasite infecte le moustique 

vecteur lors d’un repas sanguin sur l’hôte (Baker, 2010; Waters, 2016). Seuls les gamètes 

matures sont infectieux. Ces derniers persistent pendant une semaine dans la circuation. 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Sporozo%C3%AFte
https://fr.wikipedia.org/wiki/Sporozo%C3%AFte
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Dans l’intestin du moustique les gamétocytes mâles subissent une division nucléaire 

rapide et chacun des huit noyaux formés s’orne d’un flagelle (20-25 µm de long). Les 

microgamètes mâles mobiles se séparent alors et cherchent les macrogamètes femelles. La 

fusion et la méiose ont alors lieu pour former un zygote. Pendant une courte période le 

parasite du paludisme devient diploïde. Au bout de 24 heures de croissance, le zygote devient 

mobile et cette forme, l'ookinète, pénètre la paroi de l’intestin moyen chez le moustique où il 

s’enkyste en un oocyste. L'oocyste éclate finalement pour libérer des myriades de sporozoïtes 

dans la cavité cœlomique du moustique. Les sporozoïtes migrent alors au niveau des glandes 

salivaires pour attendre leur inoculation dans un hôte humain lors d’un prochain repas sanguin 

du moustique vecteur (Cook and Zumla, 2003).  

 

 

Figure 3. Cycle de vie du Plasmodium sp (Phillips et al., 2017). 

 

Pour soutenir sa croissance et sa reproduction pendant la phase trophozoïte, les parasites 

infectent de grandes quantités d'érythrocytes et se developpent dans une vacuole 

parasitophore où ils digèrent l’hémoglobine, dans un organelle acide spécialisée appelé 

vacuole digestive (VD) ou vacuole alimentaire (Figure 4) (Goldberg, 2005; Olliaro and 

Goldberg, 1995). Le parasite ne semble apparemment pas dégrader d’autres macromolécules 
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que l'hémoglobine lors de son cycle intra érythrocytaire (Francis et al., 1997; Goldberg et al., 

1990). De grandes vacuoles contenant des pigments ont été d'abord décrites dans les études 

de microscopie électronique des coupes minces de P. knowlesi en 1956 (Fulton and Flewett, 

1956) et le rôle de cette structure dans la digestion de l’hémoglobine a été suggéré pour la 

première fois en 1957 (Rudzinska and Trager, 1957). La VD parasitaire présente un 

environnement complexe (Kapishnikov et al., 2013). Elle comprend des interfaces de 

membrane, une solution aqueuse acide de pH 4.8 - 5.5 (Gligorijevic et al., 2006) et des lipides, 

surtout mono- et diglycérides, résultant de la dégradation des membranes de la vésicule de 

transport qui fait pénétrer l'hémoglobine dans la VD (Egan, 2008; Kapishnikov et al., 2013, 

2012a, 2012b; Pisciotta et al., 2007). 

 

 

Figure 4. Image de microscopie électronique d'un érythrocyte infecté par P. falciparum à la phase 

schizonte contenant une vacuole digestive avec des cristaux d’hémozoïne (Wunderlich et al., 

2012). Nu : Noyau ; DV : vacuole digestive ; PM : membrane cellulaire du parasite; PVM : membrane 

de la vacuole parasitophore. 

 

Les parasites sont transmis aux humains par une quarantaine d’espèces de moustique 

exclusivement du genre Anopheles (du grec blessant, nuisible) (Bhatt et al., 2015). Le 

développement du parasite chez le moustique est nommé sporogonie et prend entre 8 et 35 
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jours selon la température ambiante et les espèces de parasites et de moustiques (Cook and 

Zumla, 2003). La capacité vectorielle des différentes espèces d’Anopheles, c’est à dire leur 

capacité à transmettre les parasites, est déterminée par des éléments multiples de la biologie 

du moustique. Ceux-ci incluent la longévité, les préférences d’alimentation pour le sang, les 

réactions immunitaires aux parasites et la densité de la population du moustique. Cette 

dernière est en grande partie déterminée par le succès reproducteur du moustique. La 

connaissance de la biologie reproductrice de ce genre de moustique provient principalement 

d'études sur Anopheles gambiae, le vecteur primaire du paludisme en Afrique (Mitchell et al., 

2015).  

Pendant l'accouplement d’Anopheles spp., les mâles transfèrent de grandes quantités 

d'hormone stéroïdienne 20-hydroxyecdysone (20E) aux femelles et la présence de cette 

hormone a été associée aux conditions favorables pour le développement de Plasmodium spp 

(Mitchell et al., 2015; Phillips et al., 2017). L'augmentation de l’oogenèse est obtenue par 

l’intermédiaire des transporteurs du lipide vitellogénique qui sont aussi régulés par les niveaux 

inférieurs de 20E produit par la femelle après un repas sanguin (Bai et al., 2010). De façon 

intéressante, ces transporteurs de lipides facilitent le développement de Plasmodium en 

réduisant la capacité de tuer le parasite par le système immunitaire du moustique, fournissant 

un lien entre les processus reproducteurs et immunitaires (Rono et al., 2010). 

La transmission du paludisme ne se produit qu’à des températures comprises entre 16°C et 

33°C et à des altitudes inférieures à 2 000 mètres car au-dessus de cette altitude, la sporogonie 

ne peut pas avoir lieu. Les conditions optimales pour la transmission sont une forte humidité 

et une température ambiante entre 20 et 30 °C (Cook and Zumla, 2003; Peters, 1989).  

Les femelles adultes pondent entre 50-200 œufs par oviposition. Les œufs sont déposés 

séparément directement sur l'eau et présentent la caractéristique d’avoir de chaque côté des 

flotteurs leur permettant de rester à la surface. Les œufs ne sont pas résistants à la sécheresse 

et l'éclosion a lieu au bout de 2-3 jours, bien que l'incubation puisse prendre entre 2 et 3 

semaines dans des climats plus froids (CDC, 2018). Une divergence considérable dans les 

phénotypes d’Anopheles a été étudiée à travers neuf espèces géographiquement dispersées 

et qui recouvrent trois de ses sous-genres majeurs (Cellia, Anopheles, et Nyssorhynchus). Cela 

inclut les vecteurs du paludisme les plus pertinents et comprend une gamme de distances 
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évolutionnaires par rapport à A. gambiae (Mitchell et al., 2015; Neafsey et al., 2015)(Figure 

5).  

Une des alternatives pour l’éradication du paludisme est la lutte contre le vecteur en 

utilisant des insecticides. Cependant des résistances à de multiples classes d'insecticides ont 

déjà été rapportées, y compris les organophosphorés, par exemple pour les cas d’Anopheles 

albimanus en Amérique Latine (Liebman et al., 2015). 

 

 

Figure 5. Géographie, statut vectoriel, phylogénie moléculaire, orthologie et aliénabilité 

génomique chez les Anopheles (Neafsey et al., 2015). 

 

1.2 La découverte de nouvelles molécules antiplasmodiales et antipaludiques 

Guidés par les connaissances ancestrales de l’ethnobotanique sud-américaine et 

chinoise, des pharmaciens ont isolé, à partir d’extraits de plantes médicinales soulageant les 

fièvres, deux classes majeures d’antipaludiques : la quinine et l’artémisinine (Wells et al., 

2015). L’usage pendant des décennies de ces molécules ont conduit à des résistances qui 

imposent leur association ou la recherche de nouvelles molécules (Figure 6). Diverses 

stratégies sont disponibles pour la découverte et le développement de nouveaux 

médicaments antipaludiques. Une stratégie commune consiste à tester de grandes 

bibliothèques chimiques sur des cultures in vitro de Plasmodium spp., typiquement en testant 
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l'inhibition de la croissance parasitaire (Vallières and Avery, 2017). Des efforts ont été faits 

aussi pour améliorer les molécules qui sont actuellement disponibles, par exemple, en 

modifiant leur squelette pour améliorer leur efficacité contre les parasites qui ont acquis une 

résistance au squelette parental. Avec cette approche, la dernière décennie a vu une 

transformation de cette classe thérapeutique, avec environ une douzaine de nouvelles entités 

chimiques entrant en phase de développement clinique (Engwerda et al., 2012). Parmi ces 

composés, beaucoup ont été découverts en utilisant le criblage haut-débit ou « high 

throughput screening » (Flannery et al., 2013). En plus de la découverte de nouvelles classes 

de molécules, de nouvelles façons de collaborer à l’interface chimie-biologie et la mise au 

point de méthodes pour accélérer le développement de médicaments ont émergé (Wells et 

al., 2015). Un facteur important a été aussi la meilleure compréhension de la biochimie du 

parasite du paludisme qui a mis en évidence de nombreuses cibles potentielles de 

médicaments, dont les mécanismes d'actions ont été éclaircis (Fidock et al., 2004). 

 

 

Figure 6. Histoire de l'introduction des principaux médicaments antipaludiques et des premières 

apparitions de résistance (Blasco et al., 2017). Les barres seules se réfèrent aux monothérapies ; 

les barres doubles et triples dénotent des thérapies combinées. Les couleurs se réfèrent aux 

classes chimiques auxquelles les médicaments antipaludiques appartiennent. AL = Artéméther + 

Luméfantrine; ASMQ = Artésunate + Méfloquine; ASAQ = Artésunate + Amodiaquine; DHA-PPQ = 

Dihydroartémisinine + Pipéraquine; PA = Artésunate + Pyronaridine; ASSP = Artésunate + 

Sulfadoxine–Pyriméthamine (SP). 
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1.3 Molécules antipaludiques et mécanismes d’action  

Les mécanismes d’action de chaque classe de molécules antipaludiques sont liés à un 

ou plusieurs sites spécifiques d’action et par conséquent aux phases du parasite (Phillips et 

al., 2017) (Figure 7). Dans cette partie nous nous proposons de décrire ces mécanismes 

d’action, en mentionnant un ou deux exemples par groupe et aussi de décrire les principaux 

mécanismes de résistance à Plasmodium. Les structures des médicaments abordés dans cette 

thèse sont données en annexe (Annexe 1, page 295). 

 

 

Figure 7. Cibles et mécanismes d’action principaux des médicaments antipaludiques (Phillips et al., 

2017). PfCyRPA= antigène protecteur riche en cystéine ; PfRH5= protéine liée au réticulocyte 

homologue 5 ; PfRipr= PfRH5-interaction de protéine ; PfAMA1= antigène apical de membrane 1 ; 

PfON2= protéine de rhoptries 2; PfATP4= transporteur de type ATPase4; PfDHFR= enzyme 

dihydrofolate réductase plasmodiale ; PYR= Pyriméthamine ; Hb= hémoglobine ; CQ= chloroquine ; 

PfCRT= transporteur de résistance à la chloroquine chez P. falciparum ; ATO= Atovaquone ; 

pfcytb= gène mitochondrial qui code pour le cytochrome b chez P. falciparum ; PfDHODH= enzyme 

dihydroorotate déshydrogénase; PfPI(4)K= phosphatidylinositol-4-OH-kinase.  
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1.3.1 Dérivés de quinoléines : cibler l’hème 

La gamme la plus ancienne et efficace de produits antipaludiques sont les dérivés de 

la quinine (QN), appelés dérivés des quinoléines, comme par exemple la chloroquine (CQ), 

l’amodiaquine (ADQ), la primaquine (PMQ), la piperaquine (PIP) et la méfloquine (MQ) 

(structures en Annexe 1, page 295). Deux autres antipaludiques importants, de structures plus 

éloignées que celle de la QN, sont l’halofantrine (HF) et la luméfantrine (LMF; benflumétol), 

basés sur un squelette aromatique phénanthrène et fluorène respectivement (Müller and 

Hyde, 2010). Les mécanismes d'action précis des antipaludiques du genre quinoléines ne sont 

toujours pas complètement compris, bien que divers mécanismes d'action aient été proposés 

pour la CQ et sont vraisemblablement reliés aux autres composés (Staines and Krishna, 2012). 

Il est établi que la CQ est active exclusivement dans la phase érythrocytaire, elle n’agit pas 

dans la phase pré-érythrocytaire ni sur les hypnozoïtes hépatiques ou sur les gamétocytes 

mûrs (Rocco, 2003). La CQ interfère dans le processus de digestion de l’hémoglobine dans la 

phase intra-érythrocytaire et conduisant à la libération de la molécule toxique 

ferriprotoporphyrine IX (FPP IX) (Fitch, 2004). L’importance de l’élimination de la FPP IX est 

discutée de façon plus détaillé plus loin (sous partie 1.4). Le succès de cette gamme de 

médicament est basé sur l’efficacité clinique, la toxicité limitée pour l’hôte, la facilité d'emploi 

et la synthèse rentable et relativement simple des produits (Staines and Krishna, 2012). 

Néanmoins la résistance à la CQ est attribuée à la mutation du gène PfCRT (transporteur de la 

chloroquine chez P. falciparum ; Figure 7) (Ecker et al., 2012; Roepe, 2011) dans la membrane 

de la VD, par changement des acides aminés d’une protéine spécifique (Staines and Krishna, 

2012; Warhurst et al., 2003). Les autres gènes associés à la résistance sont PfMDR1 (multidrug 

resistance), PfNHE1 (échangeur Na+/H+), PfMRP1 (multidrug resistance associée à la protéine 

1) (Müller and Hyde, 2010). 

 

1.3.2 Antifolates : bloquer la voie des folates 

Le deuxième groupe important d’antipaludiques sont les antifolates, première classe 

d’antimétabolites utilisée en thérapeutique il y a plus de 70 ans (Visentin et al., 2012). Les 

principaux médicaments antifolates sont la pyriméthamine (PYR), le proguanil (PG, métabolisé 

in vivo en sa forme active cycloguanil (CG) et les médicaments soufrés, dont les plus 
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importants sont les sulfamides dont la sulfadoxine (SDX) et une sulfone, la dapsone (Müller 

and Hyde, 2010). Les antifolates bloquent la synthèse ou la conversion de dérivés des folates. 

Les dérivés de folates sont des cofacteurs cellulaires importants pour la production de 

deoxythymidylate (dTMP) et donc la synthèse d'ADN. Chez les mammifères et les plantes, la 

voie des folates produit aussi la méthionine, également obtenue par l’intermédiaire du 

métabolisme de l’histidine, de l'acide glutamique et de la sérine, et qui contrôle l'initiation de 

la synthèse de protéines dans la mitochondrie (Nzila et al., 2005a, 2005b). Dans le cas de la 

PYR et du CG, il a été établi que leur mode d’action est l’inhibition de l’enzyme dihydrofolate 

réductase plasmodiale (PfDHFR). La PYR est 1000 fois plus active sur l’enzyme parasitaire que 

sur l’enzyme homologue mammifère (Kuhlmann and Fleckenstein, 2017). Cependant la 

résistance de P. falciparum aux antifolates est apparue rapidement. La résistance à la PYR est 

due à des mutations de l'ADN du parasite codant pour l’enzyme PfDHFR, impliquant des 

substitutions d'acides aminés sur des positions clés (S108N, N51I et C59R) (Plowe, 2009). La 

résistance à la CG est liée à un ensemble de mutations sur les gènes DHFR-S108T et A16V du 

parasite (Mharakurwa et al., 2011).  

 

1.3.3 Naphtoquinones et tétracyclines : cibler les fonctions mitochondriales 

Le troisième groupe d’antipaludiques sont les naphtoquinones, quinones dérivées du 

naphtalène. Le mécanisme d’action de ce groupe est basé sur l’inhibition de la chaîne 

électronique mitochondriale de transport (mtETC). À première vue, ce principe semble risqué 

étant donné que certains poisons puissants comme le cyanure affectent la respiration 

mitochondriale, en bloquant le transport électronique et aboutissant à une crise 

bioénergétique menant à la mort. Néanmoins, il a été démontré que l’atovaquone (ATO) par 

exemple inhibe sélectivement la mtETC parasitaire sans affecter les mitochondries de l’hôte 

(Staines and Krishna, 2012). L’absence d’action de ces molécules sur la chaîne respiratoire 

humaine se base sur les différences structurelles entre les coenzymes de l'homme et de 

Plasmodium (Kessl et al., 2005). Le mécanisme d'action détaillé de l’ATO consiste en 

l'inhibition du mouvement de la sous-unité de protéine de soufre-fer du cytochrome b (CYT b) 

dans le complexe III, qui est nécessaire pour le transfert d'électrons au CYT c1 

d'ubihydroquinone attaché au CYT b (Mather et al., 2005). L’ATO a été combinée avec le PG, 
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cette combinaison (Malarone®) est utilisé comme traitement prophylactique et curatif contre 

le paludisme (Kuhlmann and Fleckenstein, 2017; Nakato et al., 2007). 

Beaucoup d'antibiotiques comme les tétracyclines, qui ciblent le ribosome 30S dans la 

mitochondrie, sont souvent utilisés efficacement contre le paludisme, particulièrement contre 

les parasites CQ-résistants (Clyde, 1974). Néanmoins, en ne ciblant qu’une protéine, cela 

risque de mener rapidement au développement d’une résistance. En effet, parfois un seul 

point de mutation est suffisant pour complètement perdre l’efficacité du médicament, 

comme cela s’est produit lorsque l’ATO était utilisé en monothérapie (Müller and Hyde, 2010). 

 

1.3.4 Artémisinine et dérivés : encore cibler l’hème 

La découverte des propriétés antipaludiques de l’artémisinine (ART) par des 

scientifiques chinois au début des années 1970 a révolutionné le traitement du paludisme 

(Staines and Krishna, 2012) et sa contribution à la thérapie antipaludique a été valorisée en 

2015 avec le prix Nobel de médecine attribué à Youyou Tu (Nobel Prize.org, 2015). L’ART est 

une lactone sesquiterpénique avec un cycle caractéristique 1,2,4 triaxone dans sa structure (Li 

and Zhou, 2010). Le mécanisme d’action de l’ART est souvent rapporté à la VD du parasite, 

ayant pour rôle d’empêcher la cristallisation de l’hème résultant de la dégradation de 

l’hémoglobine de l’hôte (Staines and Krishna, 2012). Bien que la structure de "base" varie 

considérablement entre les divers dérivés de l'artémisinine naturels ou synthétiques, tous les 

composés actifs conservent un fragment endoperoxyde responsable de l’activité 

antipaludique (Li and Zhou, 2010). Ce groupe peroxyde rappelle la réaction de Fenton, où H2O2 

est décomposé par le cuivre ou le fer pour produire des radicaux libres HO. (Meshnick et al., 

1989). D’autres mécanismes d’action ont été proposés pour l’ART, comme l’alkylation de 

protéines (formation de radicaux libres), l’inhibition de l’enzyme PfATP6 (essentiel pour le 

métabolisme oxydatif du parasite) et l’altération des fonctions mitochondriales (Staines and 

Krishna, 2012), tous ces mécanismes étant vraisemblablement consécutifs à l’activation de 

l’endoperoxyde. 

Un des changements majeurs dans la thérapie du paludisme depuis 2012 a été 

l'utilisation croissante d'associations médicamenteuses contre P. falciparum CQ-résistant 

(Kuhlmann and Fleckenstein, 2017). Selon l’OMS, les traitements actuels du paludisme peu 

compliqués dépendent presque exclusivement des thérapies combinées avec l’ART (ACTs) 
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(Warsame Marian et al., 2010). Cependant les progrès réalisés pour l'élimination du paludisme 

avec l’utilisation d’ATCs est maintenant gêné par la diffusion d’une résistance 

médicamenteuse (Dondorp et al., 2009). La mutation de l’acide aminé à la position 263 (L263A 

ou L263S) de l’enzyme PfATP6 affecte énormément la sensibilité de l'enzyme à l’ART pouvant 

créer la résistance (Nagasundaram et al., 2016).  

La résistance à l’artémisinine, de profil atypique (c’est une diminution de la clairance 

sans diminution de l’IC50) est médiée par la protéine K13, une protéine chaperonne ubiquitaire 

lié au maintien des fonctions vitales cellulaires. Malgré les efforts pour comprendre le 

mécanisme de résistance à l’ART, il reste encore très partiellement compris (Suresh and 

Haldar, 2018). 

 

1.3.5 Candidats antipaludiques et cibles potentielles  

Le récepteur érythrocytaire «basigin» du ligand parasitaire PfRH5 (protéine liée au 

réticulocyte homologue 5) a été identifié comme essentiel pour l'invasion de l’érythrocyte par 

toutes les souches testées de P. falciparum (Zenonos et al., 2015). La PfRH5 interagit avec la 

protéine parasitaire PfRipr et l’antigène protecteur riche en cystéine (PfCyRPA) (Phillips et al., 

2017; Volz et al., 2016). Pendant la phase de liaison PfRH5-PfRipr-PfCyRPA-basigin, d’autres 

voies s'ouvrent entre le parasite et le globule rouge, déclenchant la sortie de Ca2+ et 

permettant aux protéines libérées du parasite d'être insérées dans la membrane de globule 

rouge. Ces protéines sont sécrétées par les micronèmes (rhoptries) et incluent la protéine 

PfRON2 (Figure 7) (Srinivasan et al., 2011). Le blocage du récepteur basigin, permettant 

d’éviter l’invasion érythrocytaire par P. falciparum (Crosnier et al., 2011), peut être une 

stratégie thérapeutique (Aditya et al., 2015). L'attache entre PfRON2 et l'antigène apical de 

membrane 1 (PfAMA1) peut être un mécanisme à explorer (Remarque et al., 2008). 

Une autre cible importante pour le développement de nouveaux candidats 

antipaludiques est le transporteur de type ATPase4 (PfATP4) chez P. falciparum (Spillman and 

Kirk, 2015). Ce transporteur est déterminant pour la régulation de l’homéostasie de Na+ 

pendant la nutrition du parasite (Phillips et al., 2017). Deux potentiels futurs médicaments, 

actuellement en phase clinique ou préclinique utilisent ce mécanisme : la spiroindolone 
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KAE609 (Cipargamin, actuellement en phase II) (Huskey et al., 2016; White et al., 2014) et le 

SJ (557) 733 (stade préclinique) (Jiménez-Díaz et al., 2014).  

L’enzyme PfPI(4)K (phosphatidylinositol-4-OH-kinase) est une enzyme qui régule la 

signalisation et le trafic des lipidides phosphorylés. Cette enzyme a été identifiée comme une 

nouvelle cible pour le développement de médicaments avec un profil d'activité idéal pour la 

prévention, le traitement et l'élimination du paludisme (McNamara et al., 2013). Les 

imidazopyrazines sont une nouvelle classe de composés antipaludiques qui ciblent le PfPI(4)K 

et inhibent le développement intracellulaire de Plasmodium dans la phase hépatocytaire 

(Zeeman et al., 2014; Zou et al., 2014). La classe des molécules dérivées de l’aminopyridine 

ciblent aussi la PfPI(4)K comme c’est le cas du candidat clinique de phase I MMV (390) 048 

(Ghidelli-Disse et al., 2014). 

 

1.4 La ferriprotoporphyrine IX (FPIX) comme cible 

L'exigence-clé pour les antipaludiques curatifs est leur capacité à éliminer les parasites 

dans la phase intra-érythrocytaire asexuée. Chez P. falciparum, le cycle intra-érythrocytaire 

dure environ 48 h post-invasion (Blasco et al., 2017). Pendant ce cycle, 60 à 80 %  de 

l'hémoglobine cellulaire est dégradée dans la vacuole digestive du trophozoïte (Krugliak et al., 

2002). La partie protéique de l'hémoglobine est hydrolysée pour libérer des acides aminés par 

l'action de diverses protéases parasitaires (plasmepsines I, II et IV, protéase histoaspartique, 

falcipaines 2 et 3 et falcilysin) (Banerjee et al., 2002; Chugh et al., 2013; Eggleson et al., 1999; 

Rosenthal et al., 2002). L’hème résiduel sous forme réduite Fe(II) est aussi libéré et 

immédiatement oxydé en FPIX-Fe(III) (Foley and Tilley, 1998; Olafson et al., 2017). L’O2 est 

probablement impliqué comme principal oxydant, du fait du pH bas de la VD. Pendant ce 

processus, des quantités énormes de superoxyde (O2
.-) sont supposées être produites (Egan, 

2008). La FPIX libre cause des changements aux membranes et aux protéines, mortels pour le 

parasite, et sa neutralisation efficace est cruciale pour la survie du parasite. La FPIX n'est pas 

détruite de manière enzymatique (contrairement à ce qui se passe dans les cellules 

mammifères par l’hème oxygénase) (Choi and Alam, 1996), mais est convertie en une 

substance solide cristalline appelée hémozoïne ou « pigment paludique » qui est inoffensif 

pour le parasite (Hempelmann et al., 2003) (Figure 8). 
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Des études spectroscopiques et de cristallographie ont révélé que la structure de l’hémozoïne 

est formée par la coordination directe entre le groupe propionate d’une molécule d’hème et 

l’atome de fer d'une autre unité d’hème (Pagola et al., 2000). Ces dimères forment des liaisons 

hydrogène avec leurs voisins via un autre groupe propionate. La structure unique de 

l’hémozoïne a mené à l’hypothèse que la formation des liens entre les molécules d’hème 

monomériques est une étape cruciale dans la production d’hémozoïne (Bendrat et al., 1995; 

Fitch et al., 1999). La forme synthétique de l’hémozoïne, structurellement identique mais 

appelée β-hématine, peut être obtenue par de nombreuses méthodes dans des conditions 

non-physiologiques. Dans le parasite, il a été suggéré que la cristallisation de l’hème est 

catalysée par des protéines riches en histidine (Chugh et al., 2013; Nakatani et al., 2014; 

Sullivan et al., 1996) ou par la présence d’un environnement lipidique. Ce dernier point a été 

exploré par plusieurs groupes de recherche dans le but de répondre à la question : pourquoi 

et comment l'interface eau-lipide facilite-t-elle la formation de l’hémozoïne ? (Olafson et al., 

2015; Pisciotta et al., 2007). Plusieurs résultats montrent que la formation de cristaux 

d’hémozoïne se localise à l’interface hydro-lipidique qui détermine leur morphologie 

structurelle et leur taille (Figure 8) (Hoang et al., 2010; Ketchum et al., 2013; Olafson et al., 

2014; Vekilov et al., 2015). Ces résultats ont permis de répondre à plusieurs questions 

ouvertes de longue date sur la cristallisation de l’hématine et la détoxification de l’hème, qui 

était au préalable suggérée comme étant un phénomène enzymatique (Olafson et al., 2015a, 

2015b). 

Une autre question critique liée à la détoxification de l’hème est de comprendre 

comment la dégradation de l’hémoglobine et la cristallisation de l’hème sont coordonnées 

dans le parasite de telle façon que la concentration d’hème libre reste à tout moment 

négligeable. Il est certain que si la dégradation d'hémoglobine se produit plus rapidement que 

la cristallisation, l’hème libre s'accumulera dans la VD et tuera le parasite (Kapishnikov et al., 

2017). Cette synchronisation est donc déterminante et la perturber est précisément le 

mécanisme d’action des dérivés de quinoléines et d’artémisinine (Bilia et al., 2002; Fitch, 2004; 

Foley and Tilley, 1998; Loria et al., 1999; Staines and Krishna, 2012) (Voir sous-partie 1.3). Ce 

mécanisme est aussi envisagé comme une cible potentielle pour la recherche de futurs 

médicaments antipaludiques en utilisant plusieurs méthodes de criblage à haut débit (Fong 

and Wright, 2013; Huy et al., 2017; Sandlin et al., 2014; Tekwani and Walker, 2005).  
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Figure 8. Représentation du mécanisme de cristallisation de l’hème en hémozoïne. A) 

Arrangement chimique de l’hémozoïne : 1) les monomères de l’hémozoïne avec le fer, montré en 

gris, se joignent pour former un dimère ; 2) les dimères formant une liaison H avec les atomes 

d'oxygène contigus (en rouge) (Butykai et al., 2013). B) Illustration schématique du mécanisme 

hydrolipidique proposé pour la cristallisation de l’hématine dans la VD chez Plasmodium. C) Images 

de microscopie de force atomique et de transmission d'électron des cristaux extraits de P. 

falciparum (Vekilov et al., 2015). 
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2 Interactions ou forces intermoléculaires 

Les Grecs furent les premiers à considérer des forces ou interactions d'une façon non 

religieuse. Cette idée d'abord a été  proposée par Empédocle autour de 450 av. n. è. ; elle a 

été très "améliorée" par Aristote et a formé la base de la théorie chimique pendant 2000 ans 

(Israelachvili, 2011). Le concept général d'interactions ou forces moléculaires consiste en 

l’interaction électrostatique de courte durée entre des distributions de charge 

complémentaires, positives ou négatives, soit attractive ou répulsive (Clary and Orr, 1997). 

L’intensité des forces intermoléculaires impliquées s'élève seulement à une énergie de 2-20 

kJ.mol-1 (Hoffman, 2004) parce que ces forces sont beaucoup plus faibles que les forces de 

valence habituelles comme les liaisons covalentes (300-400 kJ.mol-1) (Walther et al., 2003). 

D'une façon générale, le point d'ébullition des liquides reflète la puissance des forces 

intermoléculaires : en effet, le processus d’ébullition sépare les molécules les unes des autres, 

et donc dissocie les interactions existantes (House and House, 2016). Les interactions 

intermoléculaires sont à la base des propriétés physiques de la plupart des substances et la 

compréhension détaillée de ces interactions est donc fondamentale pour l'interprétation et 

la prévision des relations entre la structure chimique et le comportement de ces molécules 

dans leur environnement immédiat (Hunter et al., 2001). Ces interactions sont généralement 

admises comme étant extrêmement importantes en biochimie et en biologie (Walther et al., 

2003). Dans cette sous-partie, notre objectif est d'illustrer pourquoi les interactions ou forces 

intermoléculaires ont une importance fondamentale et pourquoi leur compréhension est une 

condition sine qua non pour la conduite d’études de nature biomoléculaires. 

 

2.1 Interactions de Van der Waals 

Il existe plusieurs types d’interactions électrostatiques impliquant des ions et des dipôles. 

Parmi elles, les interactions de type van der Waals sont des interactions électrostatiques entre 

dipôles (Riffet, 2014). Ces interactions se produisent quand des atomes adjacents se 

rapprochent assez et que leurs nuages électroniques extérieurs se touchent à peine. Cette 

action incite des fluctuations de charge qui aboutissent à une attraction non spécifique et non 

directionnelle (Pollard et al., 2017). Ces forces résultant de la combinaison de trois effets : 
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l’orientation (interaction de Keesom), l’induction (interaction de Dedye) et de dispersion 

(interaction de London) (Figure 9). 

 

Avec : 

0 la constante diélectrique du vide ; 

h la constante de Planck ; 

kB la constante de Boltzmann ; 

T la température absolue ; 

r la distance moyenne entre les molécules considérées ; 

μ les moments dipolaires des molécules considérées ; 

ν la fréquence électronique d'absorption (Hz) ; 

α les polarisabilités électroniques. 

 

L’énergie potentielle globale, dite de Van der Waals, est négative ; elle correspond à une force 

F de Van der Waals attractive entre des atomes éloignés d’une distance d et proportionnelle 

à 
1

𝑑6
, donc à très faible distance. Celle-ci s’équilibre avec les forces de répulsion qui ont une 

énergie potentielle de la forme : 𝑉′ =
𝑘′

𝑑𝑛
 (avec n entier et 10 ≤ n ≤ 16 ; k’ > 0). L’énergie 

résultante 𝑉 =
𝑘′

𝑑𝑛
−

𝑘

𝑑6
 est minimum pour une valeur de de la distance entre molécules, 

appelée distance d’équilibre. L’énergie d’interaction correspondante Ve est, en valeur absolue, 

de l’ordre de quelques kJ.mol-1 (1 à 10 kJ.mol-1) (Senon, 1998) 
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Figure 9. Représentation des interactions de van der Walls, des plus fortes (polaire/polaire) aux 

plus faibles (apolaire/apolaire). 

 

2.1.1 L’effet d’orientation (Interaction de Keesom) 

Deux molécules ayant des moments dipolaires permanents peuvent interagir si elles sont 

situées dans une proximité suffisante. Ces interactions (anciennement appelée dipôle-dipôle) 

se produisent principalement entre molécules polaires et sont directionnelles (Hadjittofis et 

al., 2017). L'énergie de ce genre de liaison varie entre 0,5 et 3 kJ.mol-1. Un exemple de ces 

interactions (dipôle-dipôle) entre un ∂+ et un ∂- est celle formée par les lipides membranaires 

(comme le phosphatidylinositol et les glycolipides) avec l’eau, par les nombreux groupes 

hydroxyles des résidus osidique (Ishizuka and Yamakawa, 1985; Wohlert and Edholm, 2004) 

 

2.1.2 L’effet d’induction (Interaction de Debye) 

Une molécule polaire crée un champ électrique qui peut polariser d’autres molécules 

(polaires ou non). L’interaction se produit donc entre le dipôle permanent et le dipôle induit.  

 

2.1.3 L’effet de dispersion (Interaction de London) 

Il concerne les molécules non polaires, pour lesquelles on considère l’existence d’un 

moment dipolaire instantané, non nul, défini à chaque instant par la position des électrons 

https://en.wikipedia.org/wiki/Phosphatidylinositol
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autour de la molécule (la valeur moyenne du moment dipolaire étant nulle), et qui induit un 

moment dipolaire sur une molécule voisine. La dispersion de London a été mentionnée 

comme étant en partie responsable de l'entassement des nucléobases dans l’ADN, du 

repliement de protéine et de la liaison protéine-ligand (Kolář et al., 2011). Ces interactions 

constituent aussi les forces attractives entre des molécules non ioniques et non polaires, 

comme la paraffine et beaucoup de médicaments (Hadjittofis et al., 2017). 

 

2.2 « Liaison » d’hydrogène 

Les principes de base des liaisons hydrogène ou ponts hydrogène ont été formulés par 

Linus Pauling en 1930 (Pauling, 1931). La « liaison » hydrogène se réfère à une formation 

obligatoire faible entre 1) un atome d’hydrogène attaché à un atome fortement électronégatif 

et 2) un autre atome de plus haute électronégativité (Figure 10). En pratique, l'atome 

d’hydrogène, qui est connecté à un atome fortement électronégatif (par exemple, l'oxygène, 

l'azote ou le soufre) via une liaison covalente développe une charge positive partielle et est 

attiré par un autre atome électronégatif fort (par exemple, l'oxygène, le fluor, l'azote ou le 

soufre), qui a développé une charge négative partielle en raison de l'attraction entre le nuage 

électronique et son atome voisin (Roy et al., 2015). 

 

Cette interaction, qui a lieu entre un dipôle ( ) et une charge (localement, l’atome Bδ- peut 

être considéré comme chargé) est maximum lorsque A, H et B sont alignés. La distance (d) de 

liaison prend une valeur d’équilibre de, correspondant à la distance pour laquelle l’énergie 

potentielle de liaison est la plus faible : Vliaison = Ve (Senon, 1998).  

Les « liaisons » d’hydrogènes sont des interactions relativement faibles (elles varient entre 20 

et 40 KJ.mol-1), mais qui sont néanmoins cruciales pour des macromolécules biologiques 

comme l'ADN et des protéines (Berg et al., 2002).  
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Figure 10. Représentation de la formation de la « liaison » hydrogène par un ligand avec un site de 

récepteur (Roy et al., 2015). 

 

2.3 Interactions π-π (π-stacking) 

Les interactions π-π ou π-stacking sont des interactions attractives fortes entre les 

systèmes aromatiques π et ont été identifiées il y a une cinquantaine d’années (Hunter and 

Sanders, 1990). Expliquée de manière simple, cette interaction est formée par deux molécules 

organiques plates, dont une est de préférence aromatique et contient des électrons π, et 

conduit à un complexe en empilement et impliquant des forces de liaisons non covalentes 

(Roy et al., 2015). Ce genre d’interaction est décrit comme un type d'attraction 

intermoléculaire spécifique des molécules aromatiques. Bien que la terminologie 

d’interaction π-π ou π-stacking est largement utilisée et comprise, certains auteurs ont 

argumenté contre l'utilisation de ces expressions. Cela est dû au fait que la plupart de ces 

interactions sont à l’origine de type « forces de dispersion » entre molécules aromatiques 

(Martinez and Iverson, 2012). La participation de ces interactions est essentielle dans la 

structure de biomolécules comme les protéines et les acides nucléiques (Hobza and Muller-

Dethlefs, 2009). Nous pouvons citer comme exemples les interactions porphyrine-porphyrine 

(Hunter and Sanders, 1990), l’hydrosolubilité très basse de certains médicaments (Hadjittofis 
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et al., 2017), les interactions intra-ADN (paires de bases) (Ishida et al., 1988; Wakelin, 1986). 

Elles sont également la cible de nouveaux médicaments intercalant de l’ADN pouvant avoir 

des applications en cancérologie (Figure 11) (Zhu et al., 2016). 

 

 

 

 

Figure 11. Docking de la molécule THPDTPI {(2’S,5’S)-tetrahydropyrazino[1’,2’:1,6]- di{2,3,4,9-

tetra-hydro-1H-pyrido[3,4-b]indole}-1’,4’-dione)} entre le double brin d’ADN. THPDTPI est 

représentée selon le modèle de bâtonnets, les liaisons hydrogènes sont représentées avec des 

lignes pointillées vertes, tandis que le π- π stacking entre THPDTPI et les bases d'ADN sont 

représentées avec des lignes solides vertes (Zhu et al., 2016). 

 

3 La spectrométrie de masse comme moyen de détection des interactions 

intermoléculaires 

Les interactions non covalentes citées dans la sous-partie précédente peuvent être 

étudiées par plusieurs méthodes. Ces méthodes incluent l’ultracentrifugation, la résonance 

des plasmons de surface, la calorimétrie, la fluorescence, le dichroïsme circulaire, la dispersion 

de la lumière, la spectroscopie infrarouge, la spectroscopie Raman, la spectroscopie 

électronique de spin, la résonance magnétique nucléaire (RMN) et la cristallographie (Hensley, 

1996; Lakey and Raggett, 1998; Smith David L. and Zhang Zhongqi, 1994). Cependant la 
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spectroscopie de masse (SM) présente plusieurs avantages par rapport aux autres méthodes 

(Hofstadler and Sannes-Lowery, 2006). John B. Fenn (prix Nobel de chimie 2002), définit de 

manière simple la SM comme l’attribution d’une masse aux molécules individuelles en les 

transformant en ions dans le vide et en mesurant ensuite la réponse de leur trajectoire aux 

champs électriques et magnétiques ou les deux (Fenn et al., 1989; Fenn, 2003). Néanmoins 

cette définition peut être plus large, incluant la capacité de cette technique à déterminer 

directement la masse nominale d'un analyte puis à produire et détecter des fragments 

correspondant à des groupes discrets d'atomes qui révèlent des caractéristiques structurales 

de la molécule-mère (Watson and Sparkman, 2007). Au cours des années 1990, l’évolution 

instrumentale de la SM (design des sources d’ionisation, des analyseurs, de l’électronique et 

de l’informatique associées) a révolutionné la chimie et la biochimie, principalement l’analyse 

des protéines (Aebersold, 2003), en permettant d’explorer leur expression, leur localisation, 

leur interaction, leur structure de domaine, leur modification et leur activité (Han et al., 2008). 

Ces changements ont été catalysés par deux techniques développées à la fin des années 1980 : 

les méthodes d'ionisation par électronébulisation (electrospray ionization - ESI) (Fenn et al., 

1989) et par désorption-ionisation laser assisté par matrice (matrix-assisted laser 

desorption/ionization - MALDI) (Karas and Hillenkamp, 1988).  

 

Dans le domaine de la découverte de médicaments, la capacité d’automatisation des 

spectromètres de masse peut être exploitée pour examiner rapidement des bibliothèques de 

candidats médicaments par leurs interactions spécifiques avec une cible d'intérêt. Ces 

approches peuvent être classées en deux principales catégories : 

- les approches qui quantifient la fraction de ligand libre après interaction avec une 

cible ; 

- les approches qui quantifient directement les complexes non covalents ligand-cibles 

dans la phase gazeuse. 

Dans les deux cas, ces approches permettent de déterminer l'affinité (et/ou la spécificité) 

de l'interaction ligand-cible. Ces deux approches sont de plus en plus utilisées dans le 

processus de découverte de médicaments (Hofstadler and Sannes-Lowery, 2006). 
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Les principaux avantages de la SM par rapport aux autres méthodes conventionnelles 

sont les suivants :  

1) elle n'exige pas du ligand ou de la cible d’être modifié au préalable en les étiquetant 

ou en les liant à une surface, ces étapes pouvant avoir des effets délétères sur les propriétés 

de la liaison (Hofstadler and Sannes-Lowery, 2006) ;  

2) la sensibilité de la SM permet l’utilisation de la cible, qui est typiquement une 

protéine difficile à isoler, en concentrations très basses (de l’ordre du microgramme), ou en 

tout cas inférieures par rapport aux quantités exigées par la RMN ou les méthodes basées sur 

la cristallographie (Chen Fan et al., 2015) ;  

3) les méthodes basées sur la spectrométrie de masse sont rapides et automatisables 

(Hofstadler and Sannes-Lowery, 2007) ;  

4) les contraintes de pureté des cibles et ligands sont significativement réduites avec 

l’ESI-MS, parce que les éventuels intermédiaires de réaction, produits de dégradation et 

autres impuretés sont différenciés par leur masse moléculaire (à l’exception des impuretés 

isobares ou stéréoisomèriques) (Hofstadler and Sannes-Lowery, 2006).  

 

Les premiers rapports de l’utilisation de la SM pour la détermination d’interactions non 

covalentes datent des années 1990, et se focalisaient sur l’identification rapide des complexes 

protéine-ligand (Lakey and Raggett, 1998; Loo, 1997). Néanmoins les deux dernières 

décennies ont montré une amélioration des techniques par SM, notablement en protéomique 

et en métabolomique (Hilton and Benesch, 2012; Marcoux and Robinson, 2013). Ces 

améliorations ont permis d’augmenter les applications liées aux interactions non covalentes 

avec différentes cibles biologiques dans le but de la découverte de médicaments (Tableau 1).  
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Tableau 1. Techniques par SM utilisées dans le processus de découverte de médicaments (adapté de Hofstadler and Sannes-Lowery, 2006). 

Technique Méthodologie Application Avantages Inconvénients 

Affinité multi-
cible/screening spécificité 

(MASS) 

Détection directe de 
complexes cibles de 

médicament non 
covalents 

Criblage à haut débit 
(HTS) pour la découverte 
primaire de médicaments 

Peut identifier des 
composés d'affinité basse 
manqués par des criblages 

traditionnels 

La taille des cibles par le 
criblage haut débit est 

limitée par la gamme de 
masse du SM 

Relation structure-
activité (RSA) 

Détermination 
d’interactions 
compétitives, 

coopératives ou 
simultanées de ligands 

avec une cible 

Découverte de 
composants pouvant être 
liés ensemble pour former 

une meilleure liaison 
entre ligands 

Façon rapide d'optimiser 
les ligands utilisant la RSA 

Fournit moins 
d'informations sur les 

sites de liaison des ligands 
que la RSA par RMN 

Détection de complexes 
oligonucléotide-ligand 
par ionisation ESI-SM 

Détection directe de 
complexes non-covalents 

entre ligand et 
oligonucléotides simple et 

double brin 

Différenciation entre vrais 
hits et faux - positifs 

obtenus lors des essais 
biologiques traditionnels 

Technique rapide, robuste 
et sensible 

La solubilité du composé 
peut limiter l'applicabilité 

Nanopulvérisation Utilisation de l'ionisation 
par nanopulvérisation à la 

place de l’ionisation 
classique par 

electronébulisation 

Mêmes applications 
générales que l’ionisation 

par electronébulisation 

Aucun transfert de type 
échantillon-à-échantillon, 

petits volumes 
d’échantillon (1-3 µL) 

Le coût par échantillon 
peut être prohibitif pour 
des applications de HTS 

Détermination de la 
constante de dissociation 

(Kd) 

détermination des 
quantités relatives de 

cibles libres et liée pour le 
calcul de valeurs de Kd 

Déterminer la constante 
de dissociation absolue et 

relative de ligands 

Possibilité de déterminer 
la Kd à partir du HTS 

Résultats approximatifs 
pour les ligands 

interagissant 
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électrostatiquement avec 
les cibles 

Dissociation activée par 
collision (DAC) ou 

dissociation induite par 
collision (CID) 

dissociation de complexes Fournit des informations 
structurelles sur des 

complexes aussi bien que 
la structure et l'identité 

de ligands 

Utile pour la 
différenciation de ligands 

isobares mais avec des 
modes ou des sites de 

liaison différents 

Seule la dissociation de 
ligands chargés est 

détectable 

Dissociation utilisant le 
photon multiple 

infrarouge (IRMPD-MS) 

IRMPD de complexes 

Mobilité ionique (IMS) Utilisation des temps de 
dérive d'ion pour 

déterminer la surface de 
section de complexes 

Informations sur 
conformation de la cible 

et le site de liaison du 
ligand 

Fournit des informations 
structurelles sur les 

complexes 

Exige une modélisation 
théorique assez 

sophistiquée 

Forme d'onde inverse 
stocké par transformée 

de Fourier 

Excitation de la trajectoire 
d'ions dans la cellule d'ion 

Sélection du précurseur 
par SM/SM 

sélection très précise des 
ions précurseurs 

Exige la transformation de 
Fourrier par résonance 

cyclotronique d’ions 
(FTICR-MS), onéreuse 
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4 Applications de l’analyse des interactions intermoléculaires par spectrométrie de masse 

Nous avons utilisé la spectrométrie de masse pour l’analyse de complexes non-

covalents entre des ligands et l’hème. Ces travaux font suite aux travaux du laboratoire de 

Pharmacognosie dans ce domaine depuis quelques années, ayant démontré la pertinence 

d’interpréter l’interaction ligand-hème comme un révélateur d’une probable activité 

antiplasmodiale in vitro. En outre, selon les projets dans lesquels cette approche a été utilisée, 

cette analyse a été complétée soit d’une étude de relation structure-activité de flavonoïdes, 

soit d’une étude de stabilité des sondes fluorescentes basée sur le squelette de l’artémisinine. 

 

4.1 Application d’interactions hème-extrait : l’exemple de Pentzia monodiana 

(Asteraceae) 

4.1.1 Taxonomie de Pentzia monodiana 

Tableau 2. Classification taxonomique de l’espèce Pentzia monodiana (gbif, 2018a).  

Pentzia monodiana Maire 

Phylum Tracheophyta 

Classe Magnoliopsida 

Ordre Asterales 

Famille Asteraceae 

Genre Pentzia Thunb. 

Espèce Pentzia monodiana Maire 

 

4.1.2 Généralités sur le genre Pentzia : 

L’espèce P. monodiana (Figure 12) est connue sous le nom Tehatit dans le langage 

Tamasheq (Afrique saharienne). Le genre Pentzia comprend actuellement 27 espèces avec 

une distribution fortement disjointe (Magee and Manning, 2010). Presque toutes les espèces 

sont limitées à l’Afrique du sud, avec une forte diversité dans la région Karoo-Namib, 

seulement trois espèces sont décrites en Afrique du Nord et une quatrième au Yémen. Les 

espèces de Pentzia sont toutes des buissons fortement aromatiques et beaucoup sont des 
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plantes de fourrage importantes dans la région aride de Karoo en Afrique du Sud (Magee and 

Tilney, 2012). Les espèces du genre Pentzia sont relativement bien connues dans la médicine 

traditionnelle. Le jus des tiges fraîches de certaines espèces comme P. incana et P. punctata 

sont particulièrement utilisées pour soigner le mal de ventre, les affections hépatiques, les 

douleurs d'estomac et les refroidissements (Van Wyk et al., 2008). La caractérisation 

phytochimique du genre est ancienne et n’est pas très étendue. Cependant il existe quelques 

études comprenant l’isolement de lactones sesquiterpéniques (dérivés de guaianolide et 

germacranolide) à partir d’extrait des parties aériennes de P. calva, et l’isolement de flavones, 

énol éther polyynes, et sesquiterpènes (dérivés de germacranolide, glaucolide, guaianolide) à 

partir de P. eeni (Zdero and Bohlmann, 1990). Les espèces des deux genres sud-africains 

Athanasia et Pentzia (tribu Anthemideae), sont morphologiquement semblables et la 

délimitation de deux groupes est très difficile. Au niveau chimiotaxonomique, les espèces qui 

synthétisent des furanes sesquiterpéniques sont considérées comme faisant partie du genre 

Athanasia sp, tandis que ceux produisant des spiroketal énol éthers ou des composés 

biogénétiquement liés aux acétylènes en C14 appartiennent au genre Pentzia. Les lactones 

sesquiterpéniques peuvent aussi être typiques d'espèces de Pentzia (Annexe 2, page 296) 

(Bohlmann and Zdero, 1978, 1972). Dans le cadre d’une collaboration existante entre le 

laboratoire de Pharmacognosie de l’Université Paris-Descartes et l’Université de Tlemcen, en 

Algérie, le choix de cette plante pour la recherche de molécules antipaludiques a été fait sur 

des critères chimiotaxonomiques. En effet, les lactones sesquiterpéniques sont une classe 

phytochimique montrant une activité biologique importante. De plus, les Asteraceae peuvent 

permettre d’explorer les effets de synergie connus entre les lactones et les flavonoïdes. 
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Figure 12. A) Pentzia monodiana (http://www.sahara-

nature.com/plantes.php?aff=nom&plante=pentzia%20monodiana). B) Herbier de l’espèce P. 

monodiana déposée au Museum d’Histoire Naturel de Paris 

(https://science.mnhn.fr/taxon/species/pentzia/monodiana?lang=fr_FR). 

 

  

http://www.sahara-nature.com/plantes.php?aff=nom&plante=pentzia%20monodiana
http://www.sahara-nature.com/plantes.php?aff=nom&plante=pentzia%20monodiana
https://science.mnhn.fr/taxon/species/pentzia/monodiana?lang=fr_FR
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4.1.3 Article 2 : liaison à l’hème des méthoxyflavones de Pentzia monodiana 

(Asteraceae) 

Article publié dans Fitoterapia 

 

4.1.3.1 Résumé 

Le test de liaison à l’hème a été réalisé par spectrométrie de masse pour les extraits 

de Pentzia monodiana Maire (Asteraceae) dans le but d’identifier des métabolites formant 

des adduits avec l’hème, et donc potentiellement antiplasmodiaux. Plusieurs adduits ont été 

identifiés et leur stabilité mesurée de façon relative. L’isolement en parallèle de plusieurs 

constituants de P. monodiana a permis l’indentification de deux méthoxyflavones, la 3’-O-

méthyleupatorine (7) et l’artemétine (8) identifiées comme formant des adduits avec l’hème. 

Quatre seco-tanapartholides (1-4), un guaianolide (5), un germacranolide (6) et deux autres 

méthoxyflavones (9, 10) ont été aussi caractérisés. L’évaluation des composés isolés sur 

Plasmodium falciparum et Trypanosoma brucei ont montré une activité antiprotozoaire 

moyenne des deux méthoxyflavones (7, 8). 
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4.1.3.2 Article 
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4.1.3.3 Commentaires et discussions  

L’intérêt de travailler avec Pentzia monodiana réside dans le peu d’information sur la 

chimie et l’activité prometteuse sur P. falciparum de l’extrait à l’acétate d’éthyle (IC50 = 3.5 

µg/mL).  Une collaboration avec le laboratoire de Pharmacognosie de l’Université Paris 

Descartes (UMR CNRS 8638 COMETE) a permis de tester la liaison à l’hème de 10 produits 

isolés en utilisant des techniques modernes comme l’extraction automatisée pressurisée et la 

chromatographie de partage centrifuge (CPC). L’incubation de l’hème avec l’extrait acétate 

d’éthyle montre la formation d’adduits pour tous les produits (spectre 2a sur l’article), avec 

de faibles abondances néanmoins, suggérant une faible stabilité. Les produits formant des 

adduits ont permis d’avoir une première approche de déréplication de l’extrait, bien que 

l’isolement ait été réalisé par un fractionnement bioguidé mené préalablement. Concernant 

les paramètres de SM, le fragmenteur a été réglé à 150V afin d’éviter la formation de faux 

négatifs observés avec des valeurs plus élevées pour ce paramètre, du fait de la dissociation 

des adduits faibles avant leur détection, en particulier les flavonoïdes (Muñoz-Durango et al., 

2012). Toutes les molécules isolées ont été testées en mode MSMS afin de quantifier 

relativement la stabilité de la liaison à l’hème dans chaque complexe. Les paramètres CID-

MSMS utilisés sont : mode cible (targeted), largeur d’isolement = 1,3 m/z ce qui permet 

l’enregistrement de la masse exacte des adduits ciblés. Parmi toutes les molécules testées, 

nous avons pu obtenir des courbes satisfaisantes pour les méthoxyflavones 7 et 8 (Figure 3 

dans l’article), avec des valeurs de DV50 de 3,23 et 3,09 eV respectivement. Ces valeurs de DV50 

obtenues sont plus faibles que celle de la chloroquine (4.87 eV), utilisée comme contrôle 

positif. Les faibles activités biologiques de ces deux produits (50 µM et 10 µM respectivement) 

n’ont pas de corrélation stricte avec les données de DV50. Les composés 1 (dérivé séco-

guaianolide) et 10 (chrysosplenétine) sont les produits les plus actifs (69 % d’inhibition) à 10 

µM, cependant ils n’ont pas donné de valeurs exploitables de DV50. Les interactions des 

molécules avec l’hème sont connues pour être de type π-stacking (Voir sous-partie 1.3). 

L’affinité des flavonoïdes pour de nombreuses protéines ou récepteurs est connue (Li et al., 

2010), cependant les interactions avec l’hème sont peu explorées. En connaissant les 

interactions des méthoxyflavones 7 et 8 à l’hème et le manque de liaison forte de la 
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méthoxyflavone 10, nous pouvons envisager de futurs travaux de relation structure-activité. 

Par exemple les substitutions méthoxy en position 4’ et 5’ de l’anneau B et les substitutions 5-

hydroxy et 7-méthoxy dans l’anneau A pour les composés 7 et 8 semblent être des 

substitutions nécessaires pour la liaison à l’hème (Figure 13). 

 

Figure 13. Structure générale des méthoxyflavones.  

 

4.2 Bio-activité de méthoxyflavones hémisynthétiques  

4.2.1 Généralités et pertinence biologique des méthoxyflavones 

Les flavonoïdes appartiennent à un grand groupe diversifié de métabolites spécialisés, 

comprenant jusqu’à l’année 2008 de près de 9000 représentants (Ferrer et al., 2008). Ce sont 

au sens large des pigments universels des végétaux ; ils tirent leur nom du latin flavus : blond, 

jaune (Bruneton, 2016). Le squelette de base d’un flavonoïde est l’enchaînement C6-C3-C6, 

formé par la condensation progressive d'une molécule initiale comme le p-coumaroyl-CoA, 

avec trois unités Malonyl-CoA, dont chacune subit une décarboxylation, et par cyclisation 

ultérieur de l’enchaînent polyketide pour former un anneau de phloroglucinol (Figure 14) 

(Berim and Gang, 2016). Selon les modèles de substitution sur l'anneau hétérocyclique 

(anneau C), les flavonoïdes sont classés en chalcones, flavones, flavonols, flavanols, flavanes, 

flavanones, anthocyanidines, isoflavonoïdes et autres (Nijveldt et al., 2001). 
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Figure 14. Origine biosynthétique et types de flavonoïdes. CHS = chalcone synthase ; FNS I = flavone synthase (2-oxoglutarate dépendant de 

di-oxygénases) ; FNS II = flavone synthase (cytochrome P450 dépendant de mono-oxygénases) (Berim and Gang, 2016). 
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Dans ce sous-chapitre, nous nous sommes concentrés sur les (poly) méthoxyflavones, 

composés lipophiles dont la dénomination est traditionnellement réservée aux composés 

avec quatre ou plus résidus méthoxy (Wudtiwai et al., 2011). La méthylation du groupe 

hydroxyle des flavonoïdes se produit en présence d’une méthyltransférase qui lie les 

fragments méthyle à l’aglycone. La méthylation peut avoir lieu sur l'oxygène ou un carbone 

pour former des composés O-methylés ou C-methylés, respectivement (Koirala et al., 2016). 

La présence de ces composés sensu stricto est plutôt limitée. Cependant, des familles 

botaniques appartenant aux angiospermes sont connues pour la production de (poly) 

méthoxyflavones telles que les Lamiaceae (Scutellaria spp., espèces du genre Coleus et 

Plectranthus…), les Asteraceae (Praxelis clematidea, Euryops arabicus…) et les Rutaceae 

(Casimiroa spp, Citrus spp…) (Figure 15) (Berim and Gang, 2016). L’O-méthylation est une voie 

métabolique commune dans le métabolisme des plantes où les flavonoïdes méthoxylés sont 

largement présents, bien que leur présence soient d'habitude beaucoup plus faible en 

concentration que celle des flavonoïdes non méthoxylés (Wen et al., 2017). Les rôles de ces 

produits dans la plante sont la protection contre le rayonnement UV, une activité 

antimicrobienne, la reproduction de la plante, des répulsifs contre des herbivores (Falcone 

Ferreyra et al., 2012). La bio-activité in vitro et in vivo de ces molécules a été reportée dans 

plusieurs travaux. Koirala et collaborateurs ont fait un travail de révision sur l’occurrence et 

les bio-activités des principaux flavonoïdes méthoxylés (O- et C-méthoxyflavones) (Koirala et 

al., 2016). Au cours des dernières années, les activités préventives anti-cancérigènes de 

certaines méthoxyflavones ont été démontrées. La tricine (5,7-dihydroxy-2-(4-hydroxy-3,5-

diméthoxyphényl) chromène-4-one) inhibe la prolifération de cellules murines gastro-

intestinales tumorales (Li et al., 2016) et la diosmétine atténue les oxydes nitriques induits par 

les polysaccharides et le facteur de nécrose tumoral (TNF) (Chen et al., 2015; Shanmugam 

Kirubakaran et al., 2008). Comme attendu, la biodisponibilité des (poly) méthoxyflavones est 

bonne en raison de leur lipophilie et la protection des fragments hydroxyles par des groupes 

méthyles. Cependant leur solubilité est pauvre dans l’eau, ce qui peut se révéler être un 

facteur limitant pour déterminer la bonne dose (Walle, 2007).  
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Figure 15. Occurrence de (poly) méthoxyflavones dans les plantes terrestres (Berim and Gang, 

2016).   
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4.2.2 Relations structure-activité de méthoxyflavones évaluées pour leur 

activité antiplasmodiale et leur liaison à l’hème. 

 

4.2.2.1 Résumé 

Plasmodium falciparum est considéré comme un des parasites les plus dangereux à l’échelle 

mondiale. La recherche visant à caractériser la biologie et la biochimie du paludisme reste 

nécessaire pour comprendre les mécanismes d’action des molécules antipaludiques. Le 

principal mécanisme d’action de la plupart des antipaludiques consiste en l’interruption de la 

cristallisation de l’hème au cours de la phase érythrocytaire, perturbant le processus de 

détoxification du parasite. Ce mécanisme implique l’interaction de ces médicaments avec 

l’hème libre pour former des adduits pouvant être suivis par spectrométrie de masse. La 

formation des adduits est utilisée comme criblage d’activité antipaludique. Nous proposons 

de déterminer la nature des corrélations entre l’activité antiplasmodiale in vitro et le profil de 

liaison à l’hème sur une série de 33 methoxyflavones choisies pour représenter un large panel 

de substitutions. Les résultats montrent que les propriétés physicochimiques et géométriques 

induites par les méthoxylations impactent la liaison des méthoxyflavones avec l’hème. Le 

panel de flavones testées n’a pas permis d’établir des relations structure-activité entre la 

liaison à l’hème et l’activité antipaludique in vitro. 
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4.2.2.2 Proposition d’article (décrit ci-dessous « article 3 ») 
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Abstract 1 

Plasmodium falciparum is considered as one of the most dangerous parasite worldwide. 2 

Research in malaria biology and chemistry remains important to understand mechanisms of 3 

action of active molecules against Plasmodium. The principal antimalarial drug mechanism 4 

consists in the interruption of heme crystallization during erythrocytic phase, perturbating 5 

parasite waste-sorting strategy. This mechanism involves interaction of drugs with free heme 6 

to form adducts that can be monitored by mass spectrometry. Formation of heme adducts is 7 

used as an antiplasmodial screening assay. We propose to determine the nature of the 8 

correlation between in vitro antiplasmodial activity and heme-binding profile of a set of 33 9 

methoxyflavones chosen to represent a wide range of chemical substitutions. Results showed 10 

that physicochemical and geometrical properties induced by methoxylation impacts binding 11 

of methoxyflavones with heme. 12 

 13 

Keywords: methoxyflavone, heme, docking.  14 
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1. Introduction 1 

 2 

Malaria is the most important and dangerous parasitic disease affecting human beings [1]. In 3 

2016, an estimated 216 million cases of malaria occurred worldwide and an estimated US$ 2.7 4 

billions were invested globally in malaria control and elimination efforts by governments of 5 

malaria endemic countries and international partners [2]. Malaria is transmitted by the bite 6 

of female mosquitoes of the Anopheles genus infected by Plasmodium spp. [3,4]. During the 7 

trophozoite stage of the intraerythrocytic life cycle, P. falciparum internalizes up to 80% of the 8 

host hemoglobin through a phagocytic organelle known as the cytostome [5]. The cytostome 9 

then transports hemoglobin into an acidic digestive vacuole (pH 5.2) [6]. There it is digested 10 

by proteolytic enzymes into small peptides used as nutrients by the parasite [7]. For every 11 

consumed molecule of hemoglobin, four molecules of heme (ferriprotoporphyrin IX) are 12 

released. Free heme-Fe(III) is toxic, and cells usually degrade it by heme oxygenase. In 13 

Plasmodium, free heme-Fe(III) is crystallized into an insoluble crystal (hemozoin) [8]. 14 

Hemozoin has been described as being responsible for multiple deleterious in vitro and ex vivo 15 

immunomodulating effects [9]. Methods of quantification of free or crystallized heme-Fe(III) 16 

have been investigated, however the knowledge about its accumulation in vivo remains 17 

limited [10]. 18 

Heme detoxification pathway is specific from the parasite and is the target of many 19 

antimalarial drugs including quinoleines [11,12] and artemisinin [13,14]. Several 20 

methodologies have been described to assess compounds for their binding to heme [15–17].  21 

Our previous work has identified flavones as mild antiplasmodial compounds and heme 22 

binders, and suggested that the methoxylation pattern could be of some significance for 23 

antiplasmodial activity [18]. We tested a serial of 33 methoxyflavones both in vitro on two 24 

strains of Plasmodium falciparum and on the heme binding assay by mass spectrometry. 25 

Docking studies were used to characterize the binding of methoxyflavones to heme. 26 

 27 

 28 

 29 
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Results and discussion  1 

 2 

2.1. Preparation of the flavonoids library 3 

Construction of the flavonoids library resulted from previous phytochemical works on exudate 4 

of Gardenia species (G. oudiepe and G. urvillie) and aerial parts of Pentzia monodiana [18,19]. 5 

Compounds 23 (5,7-dihydroxy-3,3’,4’,6-tetramethoxyflavone) and 30 (3’,5,7-trihydroxy-6 

3,4’,5’,6-tetramethoxyflavone) were previously isolated from G. oudiepe. Compounds 7 7 

(3’,5,7-trihydroxy-3-methoxyflavone), 11 (viscosine: 5,7-dihydroxy-3,6-dimethoxyflavone), 8 

12, (santine: 5,7-dihydroxy-3,4’,6-trimethoxyflavone) and 31 (5,7-dihydroxy-3,3’,4’,5’,6-9 

pentamethoxyflavone) were previously isolated from G. urvillie. Compounds 20 10 

(chrysoplenetin), 21 (artemetin), 24 (cirsilineol) and 25 (3’-O-methyleupatorine) were 11 

previously isolated from P. monodiana. 12 

A total of 33 methoxyflavones were obtained and subjected to heme-binding assay, in vitro 13 

antiplasmodial evaluation on 3D7 (chloroquine-sensible) and W2 (chloroquine-resistant) 14 

strains and cytotoxic activity against HUVEC cell. 15 

 16 

 17 

Figure 1. Methoxyflavones skeleton 18 

 19 
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Table 1. In vitro biological activity and heme-test of methoxyflavones  1 

Derivatives 
methoxyfla
vones sub-

families 

Compounds 

Substitutions P. 
falciparum 

3D7 
sensitive 

strain, IC50 

± SD, µM 

P. 
falciparum 

W2 
resistant 

strain, IC50 ± 
SD, µM 

HUVEC cells 
cytotoxicity
, CC50 ± SD, 

µM 

DV50 
(eV) 

cLogP 
(ACD/Che
mSketch) 

tPSA 
(Å2) 

(FAF-
Drug4) 

Selecti
vity 

index, 
IC50/ 
CC50 

C ring A ring B ring 

R3 R5 R6 R7 R3' R4' R5' 

Chrysin 
derivatives 

1 -H -OH -H -OH -H -H -H >50 >50 >50 7.79 2.88±0.53 70,34 ≤1 

2 -H -OH -H -OCH3 -H -H -H >50 >50 25.45±1.99 7.81 3.13±0.49 59,67 ≤1 

Apigenin 
derivatives 

3 -H -OH -H -OH -H -OH -H >50 >50 >50 7.93 2.10±0.56 90,57 ≤1 

4 -H -OH -H -OCH3 -H -OCH3 -H 11.94±2.07 30.61 ± 6.3 27.89±2.42 8.09 3.40±0.60 68,9 2.33 

5 -H -OCH3 -H -OCH3 -H -OCH3 -H >50 >50 30.12±2.85 15.94 3.53±0.95 57,9 ≤1 

Kaempferol 
derivatives 

6 -OH -OH -H -OH -H -OH -H 3.78±0.88 0.18 ± 0.05 >50 NA 2.05±0.60 110,8 13.22 

7 -OCH3 -OH -H -OH -H -OH -H >50 >50 >50 NA 2.22±1.41 99,8 ≤1 

8 -OCH3 -OH -H -OCH3 -H -OH -H 26.46±3.14 30.95 ± 3.48 >50 7.95 2.79±1.41 89,13 1.89 

9 -OCH3 -OH -H -OCH3 -H -OCH3 -H >50 >50 30.18±2.20 7.95 2.97±1.25 78,13 ≤1 

10 -OCH3 -OCH3 -H -OCH3 -H -OCH3 -H >50 >50 >50 15.77 2.49±1.37 67,13 ≤1 

Viscosine 
derivatives 

11 -OCH3 -OH -OCH3 -OH -H -OH -H 6.06±0.96 10.01 ± 1.19 23.98±2.07 7.85 1.80±1.46 109,03 3.96 

12 -OCH3 -OH -OCH3 -OH -H -OCH3 -H 30.29±4.69 >50 14.60±2.04 7.91 1.98±1.41 98,03 ≤1 

13 -OCH3 -OH -OCH3 -OCH3 -H -OCH3 -H >50 >50 >50 8.16 2.67±1.41 87,36 ≤1 

14 -OCH3 -OCH3 -OCH3 -OCH3 -H -OCH3 -H 24.97±3.53 >50 >50 15.83 2.30±1.45 76,36 ≤1 

Quercetin 
derivatives 

15 -OH -OH -H -OH -OH -OH -H 8.52±2.25 10.02 ± 3.53 >50 4.11 2.07±0.72 131,03 2.0 

16 -OCH3 -OH -H -OH -OH -OH -H 3.33±0.63 29.66 ± 3.96 17.81±0.81 7.93 2.02±1.44 120,03 5.35 

17 -OCH3 -OH -H -OCH3 -OH -OCH3 -H 7.99±1.03 >50 18.45±1.22 8.05 2.43±1.37 98,36 2.31 

18 -OH -OCH3 -H -OCH3 -OH -OCH3 -H 6.88±0.58 >50 >50 8.04 3.06±1.14 98,36 7.27 

19 -OCH3 -OCH3 -H -OCH3 -OCH3 -OCH3 -H 3.96±1.36 9.51 ± 1.51 >50 15.89 2.37±1.37 76,36 12.63 

Chrysoplen
etin 

derivatives 

20 -OCH3 -OH -OCH3 -OCH3 -OCH3 -OH -H >50 >50 15.50±2.03 11.96 2.26±1.46 107,59 ≤1 

21 -OCH3 -OH -OCH3 -OCH3 -OCH3 -OCH3 -H >50 >50 18.45±2.45 11.72 2.55±1.41 96,59 ≤1 

22 -OCH3 -OCH3 -OCH3 -OCH3 -OCH3 -OCH3 -H 12.7±1.34 9.51±1.51 >50 12.25 2.18±1.45 85,59 3.94 

23 -H -OH -OCH3 -OH -OCH3 -OCH3 -H 29.31±3.58 14.52 ± 2.36 6.25±2.03 8.03 2.46±1.22 98,03 ≤1 



Chapitre 2 : Le paludisme et les interactions intermoléculaires par spectrométrie de masse 

 

98 
 

Eupatilin 
derivatives 

24 -H -OH -OCH3 -OCH3 -OCH3 -OH -H >50 >50 31.25±2.35 8.29 1.67±1.14 98,36 ≤1 

25 -H -OH -OCH3 -OCH3 -OCH3 -OCH3 -H >50 16.38 ± 4.81 25.91±1.02 11.98 2.83±1.20 87,36 ≤1 

Myricetin 
derivatives 

26 -OCH3 -OH -H -OH -OCH3 -OCH3 -OH >50 >50 15.02±1.26 8.01 1.85±1.37 118,26 ≤1 

27 -OCH3 -OH -H -OCH3 -OCH3 -OCH3 -OH >50 >50 >50 8.15 2.43±1.38 107,59 ≤1 

28 -OCH3 -OH -H -OCH3 -OCH3 -OCH3 -OCH3 28.04±3.76 11.08 ± 1.26 >50 8.09 2.62±1.26 96,59 17.83 

29 -OCH3 -OCH3 -H -OCH3 -OCH3 -OCH3 -OCH3 >50 >50 >50 16.01 2.13±1.38 85,59 ≤1 

5'-
Hydroxyque
rcetagetin 
derivatives 

30 -OCH3 -OH -OCH3 -OH -OCH3 -OCH3 -OH 30.29±4.63 >50 >50 8.03 1.43±1.45 127,49 ≤1 

31 -OCH3 -OH -OCH3 -OH -OCH3 -OCH3 -OCH3 18.5±3.91 >50 >50 7.99 1.62±1.41 116,49 2.7 

32 -OCH3 -OH -OCH3 -OCH3 -OCH3 -OCH3 -OCH3 7.28±3.34 9.93±0.68 >50 11.76 2.32±1.42 105,82 6.87 

33 -OCH3 -OCH3 -OCH3 -OCH3 -OCH3 -OCH3 -OCH3 12.94±1.68 >50 >50 15.96 1.95±1.45 94,82 3.86 

 Chloroquine        0.02± 3.14 0.13±32.29 NT 15.86 NT NT NT 

 1 

NA= not adducts; NT= not tested. 2 

 3 

 4 
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2.2. Correlation of methoxylation and affinity to heme 

For each flavone subfamily, and also an overall correlation can be observed between the 

degree of methoxylation and the stability of the binding to heme (Figure 2). 

 

Figure 2. Positive correlation between LogP values and DV50. Compound methoxylated 

on position 5 are excluded, see discussion. 

 

Heme is hydrophobic in nature, and hydrophobic interactions are involved in the 

formation of adducts with heme [20]. As methoxylation increases hydrophobicity of the 

flavones, an effect of methoxylation can be expected on the ability to bind to heme. 

Indeed, a higher hydrophobic interaction can easily explain the increasing stability of 

adduct with increasing cLogP through methoxylation. Nevertheless, the R5 position does 

not follow this trend: its methoxylation decreases cLogP, but systematically increases 

the stability of the binding to heme, by a factor 2. This drop of hydrophobicity for the 

methoxylated analog is at first sight surprising, but it is well known for flavonoids: the 5-

OH is engaged in a strong intramolecular hydrogen bound with the carbonyl in position 

4 [21]. This bound effectively diminishes the partial negative charge on the carbonyl 

oxygen atom and partially blocks the carbonyl group from dipolar interactions with 

other polar molecules. At the contrary and paradoxically, a methoxy group remains the 

electron pairs of the oxygen atoms free to form hydrogen bounds. If the 5-OH is 

substituted by a methoxy group, this effect is cancelled and even if the hydrophobicity 
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is partly increased by the addition of a methoxy group, the total hydrophobicity 

decreases. This effect is obvious when comparing the following pairs of compounds: 

9/10, 13/14, 21/22, 28/29 and 32/33. For compounds 18/19 show that either hydroxyl 

on position 3 or 5 can form hydrogen bound with the carbonyl. This effect also has an 

effect on the binding to heme: unexpectedly, methoxylation of position 5 significantly 

increases the binding to heme. In each methoxyflavone family, an increased DV50 is 

observed for the 5-OMe derivative (Figure 3). 

 

Figure 3. DV50 of the viscosine derivatives. 

 

This suggests a specific positional role beyond lipophilicity. In order to 

understand the observation, we performed computational studies. The first simulations 

undertaken involved docking of kaempferol on the structure of a simplified derivative 

of heme. Early results seem to indicate that ligand might position itself parallel to the 

average plane of heme, and that endocyclic oxygen might lie in close proximity to 

metallic center (Figure 4). (Work under process at this date). 
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Figure 4. Preliminary theoretical model of kaempferol-heme complex obtained by 

molecular docking. 

 

Flavonoids are known ligands for CYP450 enzymes, which bear a heme in their 

active site. Shimada et al. docked several flavonoids in cytochrome P450 enzymes, and 

outlined that surrounding amino acids have an important effect on the interaction of 

flavonoids with these enzymes, and also that there are several binding site and 

inhibition/induction mechanisms involved to explain effects of flavonoids. Nevertheless, 

it appeared that hydroxylation in positions 3 and 5 increase the inhibiting effect, 

suggesting that hydrophobicity might be involved in the binding [22]. Authors did not 

explore the effect of the methoxylation of positions 3 and 5. Another unexpected result 

in our work is the absence of adduct formation with the poorly methoxylated derivative 

of kaempferol 6, although this compound is the most active of the whole set. 

Undergoing computational data may help to explain this experimental result. 

One of the goal of this was to determine whether the heme binding assay by MS 

would allow to predict in vitro antiplasmodial activity based on DV50 values. Ideally, 

Higher DV50 values should be correlated to lower IC50 values. The set of flavonoids tested 

in this work did not allow to establish such a correlation. Among 33 methoxyflavones, 

only the quercetin derivative 19 (3′,4′,5′,5,7-pentamethoxyflavone) showed a good 

activity associated to a significant stability of the adduct. Interestingly, all the tested 

quercetin derivatives showed good activity on P. falciparum 3D7 strain. This absence of 

correlation can be explained by the fact that 1) many mechanisms can account for 
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antiplasmodial activity beside heme binding, 2) heme-binding compounds may not 

penetrate the parasite or cross the digestive vacuole membranes. 

Kaempferol (6) showed the lowest IC50 value of 0.18 µM against W2 and 3.78 µM 

on 3D7 strains, without being methoxylated and without being able to form adduct with 

heme. These data suggest that the antiplasmodial activity of kaempferol is not mediated 

by an association with heme, and that it could be explained by another type of 

antiplasmodial mechanism. Literature data corroborates this assumption. Indeed, 

kaempferol and quercetin (15) present inhibitory activity on FabG, FabZ and FabI 

enzymes, involved in the type II fatty acid biosynthesis (FAS-II) of P. falciparum [23]. 

Kaempferol was also reported to be active against Leishmania donovani to 9.7 ± 0.3 µM, 

a parasite which does not rely on hemoglobin for its metabolism [24]. 

According to the WHO guidelines, antiplasmodial activity is considered as good 

for IC50 values of 10 μM. Among the 33 compounds tested, only 8 could be considered 

as active. In most cases, activity was decreased on W2 strain. W2 strain is a multi-drug-

resistant line originating from the Indochina III/CDC isolate, which contains point 

mutations in pfcrt as well as amplifications in pfmdr1 and GTP cyclohydrolase [25]. 

Kaempferol, the most active compound of 3D7 strain surprisingly showed an activity on 

W2 strain 20 times higher than its activity on 3D7 strain. This has also been described by 

Lopez et al [24].  

The diversity of natural flavonoids is mainly due to their substitution pattern in 

the A, B and C rings by hydroxylation, methoxylation, prenylation, or glycosylation. 

Polymethoxylated flavones (PMFs) are a general term for flavones bearing four or more 

methoxyl groups on their benzo-γ-pyrone (15 carbon, C-6−C-3−C-6) skeleton with a 

carbonyl group at the C-4 position [26]. SAR studies of PMFs were reported for 

antibacterial and antioxidant activities [26,27]. In addition methylated flavonoids are 

suggested to be protective against cancer cells proliferation [28]. 
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2. Conclusions 

 

Impairment of hemozoin formation is the major mechanism of action of most 

antimalarial drugs. Their binding of heme is the “achilles hell” of the parasite. The 

thorough assessment of a series of methoxyflavones for their in vitro antiplasmodial 

activities, their affinity for heme and their physicochemical characteristics allowed to 

establish that the number and location of methoxylated phenols has a significant 

influence on heme binding, principally methoxylation in position 5. Nevertheless this set 

of methoxyflavones did not allow to establish a clear structure activity relationship. Only 

compound 19 showed simultaneously a significant biological activity and a strong 

interaction with heme. At the contrary, compound 6 (kaempferol) showed a surprising 

antiplasmodial activity especially on the resistant W2 strain, without binding to heme. 

Docking studies allowed to understand the role of position 5 in the formation and the 

stability of flavones adducts with heme. 

 

3. Material and methods 

 

3.1. Chemical and reagents 

Mass spectrometry analyses of compounds was performed on a Waters ZQ 2000 mass 

spectrometer (Saint-Quentin, France). Silica gel 60 25-40 µm (Macherey-Nagel GmbH & 

Co, Düren, Germany) was used for column chromatography (CC). 1H and 13C NMR 

experiments were performed in deuterated chloroform on a Bruker AC 300 MHz or a 

Bruker 400 MHz spectrometer (Wissembourg, France). All the reagents and solvents 

were purchased from Carlo Erba-SDS (Chaussée Du Vexin, France). Cyclohexane and 

ethyl acetate were distilled before us. Deionized water was used for all experiments. 

Compounds 1 and 3 were purchased from Sarsyntex (Merignac, France); 6 and 15 from 

Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA). 

 

3.2. Flavonoids library  

Flavonoids library is composed of either isolated, commercial or semi-synthetic 

derivatives. Compounds 23, 30 and 31 were previously isolated from bud exudates of 
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Gardenia oudiepe (Rubiaceae); 7, 11 and 12 from G. urvillei; and 20, 21, 24 and 25 from 

Pentzia monodiana (Astearceae) [18,19]. Compounds 26 and 27 were isolated from bud 

exudates of G. oudiepe (Rubiaceae). Coumpounds 1, 3, 6 and 15 were purchased from 

Sarsyntex (Merignac, France) or Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA). Compounds 7-8, 13-

14 and 32-33 were previously synthetized [19]. Compound 2 was obtained by 

methylation from 1; 4 and 5 from 3; 9 and 10 from 6; 16-19 from 15; 22 from 20 and 28-

29 from 27 (see section 4.5). 

 

3.3. Plant material  

G. oudiepe budswere collected in October 2008 in Forêt Plate, North Province of New 

Caledonia. Voucher specimens (POU-0290 respectively) were deposited at the 

Herbarium of the Botanical and Tropical Ecology Department of the IRD Center, 

Noumea, New Caledonia.  

 

3.4. Extraction and isolation  

55 g of G. oudiepe exudate were subjected to silica gel chromatographic separation 

using cyclohexane/DCM, EtOAc/DCM and DCM/MeOH mixtures of increasing polarity as 

eluent. Fraction obtained with AcOEt/DCM 60/40 (3.28 g) was subjected to another 

silica gel chromatography with AcOEt/DCM as eluent and allowed the isolation of 

compound 26 (15 mg) and 25 (2.1 g, previously isolated). 27 g of exudate of G. urvillei 

were also subjected to silica gel chromatography with cyclohexane/DCM and 

DCM/MeOH as eluent. Fraction obtained with cyclohexane/DCM (65:35) (128 mg) was 

subjected to another silica gel chromatography with cyclohexane/DCM mixture as 

eluent, allowing the isolation of compound 27 (20 mg). Identification of isolated 

compounds was confirmed by NMR analysis and MS spectrometry data and by 

comparison with literature data: 3',5,7-trihydroxy-3,4',5'-trimethoxyflavone (compound 

26) [29] and 5,5’-dihydroxy-3,7,3’,4’-tetramethoxyflavone (compound 27) [30].  
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3.5. Synthesis of the compounds 2, 4-5, 9-10, 16-19, 22, 28 and 29 

Hemisynthesis of compounds 8 from 7; 13 and 14 from 12; 32 and 33 from 31 were 

previously reported, using dimethyl sulfoxide (Me2SO4, 4 equiv.) and 1,8-

diazobiciclo[5.4.0]undec-7-en (DBU, 2 equiv.) in dried acetone as solvent at room 

temperature [19]. Furthermore, methylation of isolated compounds 20 and 27 and 

synthesis of compounds 2, 4-5, 9-10, 16-19 from the commercial available compounds 

1, 3, 6 and 15 were performed. Methylation consisted in stirring the substrate with 

methyl iodide (MeI, 135 equiv.) and carbonate of potassium (K2CO3, 66 equiv.) in dried 

acetone at room temperature for 1 h. The crudes reaction were precipitated and washed 

with ice water. The resulting residue were solubilized with ethyl acetate (EtOAc, 10 mL) 

and treated with 1N HCl solution (3 mL). The final products were extracted with EtOAc 

(3x10 mL) and the organic phases were washed with saturated NaCl solution and dried 

over Na2SO4. After filtration, and solvent evaporation, methylated compounds were 

purified by silica gel chromatography column, using a mixture of DCM/MeOH (99.1/0.1 

to 95/5 v/v) as eluent [31]. Identification of resulting pure compounds were confirmed 

by comparison of 1H, 13C NMR and MS analysis with literature data.  

Methylation of 50 mg (0.20 mmol) of 5,7-dihydroxyflavone (chrysin, 1) afforded 2 (48.5 

mg, 92 % of yield) [32].  

Methylation of 50 mg (0.19 mmol) of 5,7,4’-trihydroxyflavone (apigenin, 3) gave 4 (31.6 

mg, 60 %) and 5 (8.3 mg, 15 %) with a ratio of 4/1 [32]. 

Methylation of 100 mg (0.35 mmol) of 5,7,3’,4’-tetrahydroxyflavone (kaempferol, 6) 

gave 9 (71.1 mg, 62 %) and 10 (14.3 mg, 12 %) with a ratio of 5/1 [33]. 

Methylation of 150 mg (0.5 mmol) of 3,5,7,3’,4’-pentahydroxyflavone (quercetin, 15) 

gave 16 (15.6 mg, 10 %), 17 (15.6 mg, 9.5 %), 18 (97.8 mg, 55 %) and 19 (17.0, 9.2 %) 

with a ratio of 1/1/6/1 [34–37]. 

Methylation of 6 mg (0.017 mmol) of isolated compound 20 gave 22 (5.5 mg, 85 %) [38]. 

Methylation of 12 mg (0,032 mmol) of isolated compound 27 gave 28 (7.5 mg, 61 %) and 

29 (3.9 mg, 28 %) in ratio of 2/1 [39]. 
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3.6. Heme-binding assay by MS 

Hemin and compounds were dissolved in DMSO at 5 mM. An auto sampler (G1367E 

1260 Hip ALS, Agilent Technologies, Les Ulis, France) was used to realize the automatic 

mixing in 384 well-plates of: compound 5 µL + heme 5 µL + tween 20 (10 µM in water) 5 

µL + CBSO (citric buffer saturated octanol, pH = 5.2) 85 µL. Citric buffer saturated octanol 

(CBSO) was prepared by mixing 5 mL of citric acid 50 mM pH 5.2 and 15 mL of n-octanol 

(anhydrous, ≥99%) and letting it to settle at 23 °C for 30 min. Upper phase of CBSO was 

used. Five microliter of the sample were injected in a 6530 Accurate-Mass Q-ToF LC/MS 

instrument (Agilent Technologies). Positive ESI (electrospray ionization) was used, in 

1700 range / 2 GHz mode. Ionization source conditions were: drying gas temperature 

325 °C, drying gas flow 11 L/min, nebulizer 35 psig, fragmentor 175 V, skimmer 65 V. 

Mass range for MS acquisition was m/z 200-1700. Masses were detected for heme at 

m/z 616.16 and for adducts of compound of mass “X” at m/z (616.16 + “X”)+. 

Chloroquine diphosphate (5 mM in water) was used as positive control.  

 

3.7.  Collision induced dissociation of non-covalent adducts 

Dissociation voltage at 50% was determined by means of applying increasing collision 

energy from 0 to 32 eV. MSMS targeted mode, with isolation width of ~1.3 m/z and flow 

injections analyses (FIA) were used. MSMS parameters in source were the same as 

described above. Results were plotted and sigmoidal regression curve was calculated 

using GraphPad Prism software. DV50 is the collision energy dissociating 50% of the initial 

adduct [15]. 

 

3.8. Parasite culture of Plasmodium falciparum 

The chloroquine-sensitive 3D7 P. falciparum strain and W2 chloroquine-resistant stain 

were obtained from Malaria French National Reference Center (CNR Paludisme, Hôpital 

Bichat Claude Bernard, Paris). The strains were maintained in O+ human erythrocytes in 

albumin supplemented RPMI medium under continuous culture using the candle-jar 

method [40]. The parasites were synchronized to the ring stage by repeated sorbitol 

treatment [41]. 
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3.9.  In vitro antiplasmodial activity on Plasmodium falciparum 

A 2.5% (V/V) erythrocytes suspension with 1% parasitemia was incubated with the 

compounds. Compound concentrations ranged between 48.5 nM and 1 μM, obtained 

by serial dilution, in duplicates. After 44 h of incubation at 37 °C, the plates were 

subjected to 3 freeze-thaw cycles to achieve complete hemolysis. The parasite lysis 

suspension was diluted 1:5 in lysis buffer. Monitoring of in vitro susceptibility uses the 

concentration that inhibits 50% of the parasite's growth (IC50). Parasite growth was 

determined by using SYBR® Green I, a dye showing strong fluorescence enhancement 

upon contact with parasite DNA. Incorporation of SYBR® Green I (Applied Biosystems, 

Strasbourg, France) in parasite DNA was measured using the Mastercycler epRealplex 

(Eppendorf, France) according to the following program to increase the SYBR® Green I 

incorporation: 90 °C (1 min), decrease in temperature from 90 °C to 10 °C (during 5 min), 

followed by fluorescence reading. Untreated infected and uninfected erythrocytes were 

used as controls and chloroquine diphosphate (Sigma, France) as reference drug [42,43]. 

IC50 was calculated by IC-estimator online software (http://www.antimalarial-

icestimator.net). 

 

3.10. Cytotoxic activity 

For determination of cytotoxicity IC50, human umbilical vein endothelial cells (HUVECs) 

were cultured in Dulbecco's Modified Eagle medium/nutrient mixture F-12 (DMEM-F12) 

medium in the presence of 10% fetal bovine serum (FBS) plus 1% streptomycin and 

incubated in 5% CO2 at 37 °C. The cytotoxicity of compounds (starting concentration of 

10 mM) was evaluated using MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium 

bromide) colorimetric method [44]. HUVECs were seeded in a 96-well plate at 15,000 

cells per well and incubated for 24 h until cells reached >80% confluence. After 

discarding the old medium, the cells were incubated in the medium containing test 

solutions at eight concentrations ranging from 0.78 to 100 μg/mL. After 24 h incubation, 

20 μL MTT (5 mg/mL) was added to each well and cells were incubated for another 3 h. 

Finally, the culture medium containing MTT solution was removed and 100 μL DMSO 

were added to dissolve formazan crystals. Absorbance was read with an Eppendorf plate 

reader at 546 nm. CC50, defined as extract concentration that reduces the number of 

http://www.antimalarial-icestimator.net/
http://www.antimalarial-icestimator.net/
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viable cells by 50%, was calculated using GraphPad Prism Software (Version 5.0, San 

Diego, CA, USA) [43]. 

 

3.11. ADMET Prediction 

FAF-Drugs4 [45] and ChemSketch (ACD/Labs Products) software were used to screen the 

flavonoids library in order to predict their ADMET proprieties. For FAF-Drugs4 on line 

service, the input structures (previously generated SDF files) were formatted according 

to FAF-Drugs4’s requirements using Bank-Formatter. XLOGP3 was chosen as the clogP 

computation program to estimate the lipophilicity and the derived ADMET descriptors. 

For ChemSketsh software, the input file were previously generated as SK2 files and 

prediction of clogP were estimated for all compounds. 

 

3.12. Molecular docking studies: 

Starting coordinates of heme and kaempferol were obtained by minimization using a 

molecular mechanics force field implemented by MarvinSketch v17.28 software 

package [www.chemaxon.com]. Resulting structure of kaempferol was then docked 

against heme using AutoDock Vina 1.1.2 software package [46]. Depiction of the highest 

ranked solution was performed using UCSF Chimera v1.11 software package [47]. 
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Table 1: 1H-NMR Chemical shift of synthetized (2, 4-5, 9-10, 16-19, 22 and 28-29) and isolated (26-27) compounds. 1 

Pos. 2(a) 4(a) 5(a) 9(a) 10(a) 16(b) 17(b) 18(a) 19(a) 22(a) 26(a) 27(a) 28(a) 29(a) 

3 6.65 s 6.56 s 6.63 s            

6 6.49 d 2.0 6.35 d 2.1 6.37 d 2.0  6.34 d 2.2 6.25 d 2.2 6.23 d 2.0 6.35 d 2.1 6.35 d 2.5  6.21 s 6.37 s 6.34 d 2.2 6.35 d 2.5 

7               

8 6.36 d 2.0 6.47 d 2.1 6.57 d 2.0 6.46 s 6.50 d 2.2 6.49 d 2.2 6.69 d 2.0 6.44 d 2.1 6.44 d 2.5 6.75 s 6.45 s 6.46 s 6.43 d 2.2 6.50 d 2.5 

2’ 
7.87 dd 7.7, 

1.6 
7.00 d 9.1 7.00 d 9.0 7.05 d 9.2 7.01 d 9.6 7.70 d 2.2 7.66 d 2.0 7.69 d 2.0 7.70 d 2.7 

7.70 dd 7.9, 

2.4 
7.24 s 7.37 s 7.35 s 7.36 s 

3’ 

7.56-7.48 m 

7.83 d 9.1 7.82 d 9.0 8.23 d 9.2 8.06 d 9.6          

4’              

5’ 7.83 d 9.1 6.57 d 2.0 7.05 d 9.2 8.06 d 9.6 6.99 d 8.9 7.14 d 9.0 6.97 d 9.0 6.96 d 8.7 6.99 d 7.9 7.18 s 7.35 s 7.35 s  

6’ 
7.87 dd 7.7, 

1.6 
7.00 d 9.1 7.00 d 2.0 7.05 d 9.2 7.01 d 9.6 

7.58 dd 

8.9, 2.2 

7.70 dd 9.0, 

2.0 

7.71 dd 9.0, 

2.0 

7.69 dd 

8.7, 2.7 

7.69 dd 7.9, 

2.4 
   7.36 s 

OMe-3    3.99 s 3.96 s 3.86 s 3.86 s 3.87 s 3.89 s 3.87 s 3.82 s 3.90 s 3.86 s 3.88 s 

OMe-5   3.92 s  3.88 s   3.99 s 3.95 s 4.01 s    3.97 s 

OMe-6          3.92 s     

OMe-7 3.87 s 3.87 s 3.88 s 3.89 s 3.89 s  3.96 s  3.95 s 3.97 s  4.01 s 3.86 s 3.91 s 

OMe-8               

OMe-3’         3.95 s 3.97 s 3.86 s 3.96 s 3.93 s 3.94 s 

OMe-4’  3.89 s 3.91 s 3.89 s 3.87 s  3.93 s 3.87 s 3.87 s 3.98 s 3.77 s 3.89 s 3.94 s 3.93 s 

OMe-5’             3.93 s 3.94 s 

 2 

(a) 1H-NMR (400 MHz, CDCl3). 3 

(b) 1H-NMR (400 MHz, CD3COCD3). 4 

 5 
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Proton NMR of 2 in CDCl3. 1 
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 1 

Proton NMR of 4 in CDCl3. 2 

 3 

 4 

 5 

 6 

 7 

 8 

 9 

 10 

 11 

 12 

 13 

 14 

 15 

 16 

 17 

 18 

 19 

 20 



Chapitre 2 : Le paludisme et les interactions intermoléculaires par spectrométrie de masse 

 

117 
 

 1 

Proton NMR of 5 in CDCl3. 2 
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 1 

 2 

Proton NMR of 9 in CDCl3. 3 
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 1 

Proton NMR of 10 in CDCl3. 2 
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Proton NMR of 16 in CDCl3. 1 
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Proton NMR of 17 in CDCl3. 1 
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Proton NMR of 18 in CDCl3. 1 
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Proton NMR of 19 in CDCl3. 1 
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Proton NMR of 22 in CDCl3. 1 
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Proton NMR of 26 in CDCl3. 1 
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Proton NMR of 27 in CDCl3. 1 
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Proton NMR of 29 in CDCl3. 1 

 2 

 3 

 4 

 5 

 6 

 7 

 8 

 9 

 10 

 11 

 12 

 13 

 14 

 15 

 16 



Chapitre 2 : Le paludisme et les interactions intermoléculaires par spectrométrie de masse 

 

128 
 

4.2.2.3 Commentaires et discussions  

La caractérisation systématique de l’activité antiplasmodiale et de l’affinité pour l’hème d’une 

série de méthoxyflavone a permis d’identifier le rôle important de la position 5 dans la 

formation de l’adduit non-covalent des flavones avec l’hème. La méthoxylation de cette 

position conduit à l’annulation de la liaison hydrogène entre ce phénol et le carbonyle voisin. 

Cet effet a des conséquences d’ordre physicochimique puisque le LogP de l’analogue 

méthoxylé diminue quand bien même la méthoxylation d’un phénol augmente son caractère 

lipophile. Certaines observations de terrain suggèrent que la méthoxylation en 5, peu 

courante à l’état naturel, augmente significativement la fluorescence. Un tel effet pourrait 

avoir des conséquences d’ordre écologique (attraction de certains insectes, comme on peut 

l’observer sur des espèces de Nepenthes par exemple). La méthoxylation a également des 

conséquences sur l’affinité des flavones avec l’hème, ce qui peut laisser envisager un impact 

sur une éventuelle activité antiplasmodiale, même si cette hypothèse n’est pas vérifiée sur la 

série de flavones examinée. Cela peut s’expliquer par la localisation très restreinte de la 

formation d’hémozoïne dans le parasite. En effet, la cristallisation de l’hème en hémozoïne ne 

se produit que dans la vacuole digestive, délimitée par une membrane à l’intérieur du cytosol 

du parasite, lui-même caché dans le tissu sanguin de l’hôte. Une étape intermédiaire 

permettant d’explorer plus finement l’effet des molécules se liant à l’hème pourrait consister 

en la mesure de la quantité d’hémozoïne produite par le parasite, pour déterminer si des 

molécules de forte affinité à l’hème diminuent l’hémozoïne produite, indépendamment de 

l’effet antiplasmodial global. La nature de la corrélation entre l’affinité pour l’hème et l’effet 

biologique pourrait ainsi être précisée. Par ailleurs, les causes exactes de la modification du 

LogP per se, la détermination expérimentale de la solubilité dans l’eau et les conséquences 

sur la biodisponibilité des molécules devraient être étudiées. 
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4.3 Profilage de protéine selon l’activité (ABPP)  

Les défis majeurs dans le domaine de la recherche de médicament sont le 

développement et l’identification des cibles biologiques (Schenone et al., 2013). Les 

approches expérimentales comme des techniques génomiques et protéomiques sont les 

outils primaires pour l'identification de cibles. En complément à ces techniques, des 

approches métabolomiques, notablement celle du profilage de protéine selon l'activité 

(activity-based protein profiling-ABPP), ont été proposées (Ismail et al., 2016). Le principe de 

cette technique est l’utilisation de sondes chimiques orientées vers les sites actifs (activity-

based probes - ABP) pour déterminer l'état fonctionnel des enzymes dans des protéomes 

complexes, par exemple la distinction des enzymes actives de leurs précurseurs inactifs 

(Speers and Cravatt, 2004). Ces sondes sont destinées au site actif d'une protéine cible 

particulière (ou à une famille de protéines) où ils réagissent en fonction de son mécanisme 

enzymatique et s’associent à un résidu du site actif (Willems et al., 2014). En général, une 

sonde ABP contient trois éléments structurels essentiels : un groupe réactif, qui réagit avec le 

site actif de l'enzyme cible (aussi appelé "l'ogive") ; un élément de reconnaissance, qui impose 

la sélectivité de l'ogive pour une enzyme spécifique ou une classe d'enzymes ; et un agent 

détectable (ou groupe rapporteur) qui permet la récupération ou la visualisation par imagerie 

de l’enzyme en question (Figure 16). Les agents détectables généralement utilisés sont des 

groupes fluorescents, la biotine, des alkynes ou des azides, qui peuvent être modifiés par des 

méthodes également appelée aussi chimie clic «click chemistry ou tagging». Selon les agents 

détectables choisis, des expériences ultérieures peuvent être effectuées. Par exemple, des 

groupes fluorescents peuvent être utilisés pour le dépistage rapide sur gel et l'identification 

de sondes dans des cellules ou des animaux, et la biotine peut être utilisée pour 

l'enrichissement de protéine-cibles par affinité et ensuite détection par SM (Wang et al., 

2018). Pour la formation de sonde d'ABPP, des groupes réactifs électrophiles, y compris des 

époxydes, des accepteurs de Michael, des disulfures, lactones, ß-lactams et des quinones ont 

été utilisés (Böttcher Thomas and Sieber Stephan A., 2008). Parmi les méthodes de détection 

utilisées en ABPP, la migration sur gel (SDS-PAGE) permet d’analyser de façon commode un 

ensemble raisonnablement divers d'enzymes dans des systèmes biologiques et est 

typiquement exécutée avec un fluorophore conjugué et la MS pour l'identification et la 

quantification de protéines étiquetées pour la sonde (Figure 17) (Niphakis and Cravatt, 2014). 
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Un exemple d’application avec une série d’insecticides modifiés dérivés des pyréthrinoïdes 

(alkyne/azide) qui a permis d’identifier plusieurs enzymes (cytochromes P450 notamment) 

responsables de leur métabolisation dans des microsomes de foie de rat (Ismail et al., 2013). 

 

 

Figure 16. Représentation schématique des stratégies ABPP en une ou deux étapes. A) 

Composition générale d’un ABP direct (à gauche) et à deux étapes ABP (à droite) ; B) Marquage 

d'activité enzymatique par ABP direct ; C) marquage par ABP à deux étapes. SDS-PAGE : 

électrophorèse sur gel de polyacrylamide-sodium dodecyl sulfate ; MS : spectrométrie de masse 

(Willems et al., 2014).  

 

http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search/ProductDetail?ProdNo=71727&Brand=FLUKA
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Figure 17. Workflow typique d'une expérience de profilage de protéine à base d'activité (ABPP). a) 

Les sondes chimiques ciblées vers les sites actifs (ABP) ou l’inhibiteur de choix sont d'abord 

administré à un système biologique comme une cellule ou un animal. À l’exception des applications 

en imagerie (lignes pointillées rouges), les cellules ou les tissus sont lysés ou homogénéisés avant 

un traitement par chimie clic. b) En exécutant l’ABPP dans un mode compétitif avec un inhibiteur, 

les protéomes de ces systèmes biologiques sont ensuite traités avec un ABP qui est approprié pour 

les cibles d'intérêt aboutissant à l'étiquetage sélectif d'enzymes actives. c) Pour la détection de 

cibles de protéine, les protéomes sont soit directement préparés pour le gel ou l'analyse par SM 

d) ou, en utilisant une sonde cliquable comme un alcyne. d) La chimie clic ABPP (CC-ABPP) fournit 

une mesure directe de l’étiquetage, tandis que l'ABPP compétitif mesure des réductions de 

signaux. e) les ABP permettent la localisation de l’activité enzymatique dans des systèmes vivants 

quand ils sont associés avec la microscopie de fluorescence (Niphakis and Cravatt, 2014). 
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4.3.1 Sondes d’artémisinine 

L’artémisinine est efficace non seulement contre les souches multi-résistantes de P. 

falciparum via une activité contre le cycle de vie asexué du Plasmodium, mais possède aussi 

une activité contre la phase sexuée au sein des gamétocytes, pouvant réduire la diffusion de 

la maladie dans les zones de transmission basse. Cependant même après plusieurs décennies 

d'études intensives sur le mécanisme d'action de l’ART, deux questions critiques restent 

pourtant non résolues. Le premier point concerne l'origine des sources de fer exigées pour 

l’activation de l’artémisinine (Wang et al., 2015). L’ion ferreux libre et l’hème ont été proposés 

comme pouvant être les sources de fer de cette activation, mais les résultats de ces recherches 

sont controversés (O’Neill et al., 2010). Un des mécanismes d'action suggéré implique le 

clivage du pont endoperoxyde par le Fe(II) de l’hème (Accardo et al., 2007; Robert et al., 2005, 

2001; Robert and Meunier, 1997) (Figure 18). Ce clivage aboutit à la formation d'oxyradicaux 

qui se réarrangeraient en des radicaux centrés sur des carbones primaires ou secondaires 

(Eckstein-Ludwig et al., 2003; Ismail et al., 2016). La deuxième question concerne les cibles 

exactes de l’activité de l’artémisinine. En raison à la fois de la proximité de l’hème lors de la 

catalyse, de la réactivité de l’ART activée et de l’activité intrinsèque de l’hème, il est logique 

que ce dernier subisse une alkylation, et cela a été démontré de façon univoque. Ce 

mécanisme se rapprocherait donc de celui des quinoléines en empêchant la cristallisation de 

l’hème. Concernant les protéines, bien que plusieurs protéines aient été rapportées pour être 

des cibles de médicaments, aucune d'entre elles ne peut à elle seule et d'une manière 

satisfaisante expliquer le puissant effet de lyse rapide de l’ART (Wang et al., 2015). Il est 

possible que l’ART activée puisse avoir beaucoup d'autres cibles directes en raison de la nature 

très réactive des radicaux libres (alkylation des protéines parasitaire qui aboutissent d'une 

façon ou d'une autre à la mort du parasite) (O’Neill et al., 2010). Jusqu'à présent, une cible 

protéique démontrée pour l’ART est l’enzyme PfATP6 (Eckstein-Ludwig et al., 2003). 
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Figure 18. Mécanisme d’alkylation de l’hème après l’activation réductrice d'artémisinine.
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Ces dernières années, des avancées ont été faites en utilisant la technique ABPP, en 

incorporant des groupes (« tags ») alcyne et azide au niveau du carbone 10 de la structure de 

l’ART (Figure 19), dans le but d’identifier la cible moléculaire de l’ART dans la phase asexuée 

de Plasmodium (Ismail et al., 2016). Les tags fluorescents liés de façon covalente à leur cible 

peuvent être visualisés sur un gel d'électrophorèse et cette protéine peut être purifiée et 

identifiée par spectrométrie de masse (Wang et al., 2015). Cette méthodologie permet aussi 

de comprendre les types d’interactions sonde-protéine, mais pour cela il est impératif de 

connaitre auparavant la stabilité de la liaison d’un fluorophore à des sondes fluorescentes 

dans le milieu biologique. 

 

Figure 19. Design logique de l’ART-ABPPs. A) La conversion d'ART en ART-ABPPs implique l'addition 

d'une poignée cliquable (par exemple un alcyne ou azide au pharmacophore de l’ART). B) 

Workflow général de la chimie clic du cuivre catalysé et du cuivre libre utilisée dans l'identification 

de protéines alkylées après le traitement in situ de P. falciparum avec l'ART-ABPPs alcyne et azide. 

Les protéines modifiées par azides et alcynes sont étiquetés avec la biotine azide et la biotine 

dibenzocyclooctyne (Biotine-DIBO), respectivement, par des réactions clic suivies par la 

purification et l‘identification de protéines par LC-MS/MS. 
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4.3.2 Développement d’une sonde fluorescente chimiquement stable 

mimant l’artéméther et l’artéether, pertinente du point vue 

mécanistique en conservant l’activité biologique et la spécificité. 

 

4.3.2.1 Résumé 

Trois nouveaux traceurs fluorescents imitant les médicaments antipaludiques dérivés 

de l’artémisinine ont été conçus à partir de la dihydroartémisinine. Un analogue aminal-

lactone unique résultant d'un réarrangement intramoléculaire spécifique du type Kornblum-

DeLaMare a été obtenu ; un mime d’artémether/artéether a montré une combinaison de 

propriétés physicochimiques et biologiques satisfaisantes : i) stabilité chimique, ii) activité 

inhibitrice élevée contre la phase sanguine du parasite, supérieure aux activités des sondes 

dérivées de l’ART conçues jusqu’à au présent, iii) valeur du test en phase anneau similaire aux 

médicaments cliniques, iv) étiquetage covalent pléiotropique et spécifique du protéome de P. 

falciparum compatible avec l’action multi-cible connue pour ces médicaments, une bonne 

cytopermeabilité et un étiquetage spécifique des cellules de P. falciparum. Notre étude 

démontre que des sondes dérivées d’artémisinine imitant le mécanisme de liaison covalent à 

l’hème sont des outils pertinents pour déchiffrer les mécanismes d'action complexes de ces 

médicaments antipaludiques. 
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4.3.2.2 Proposition d’article (décrit ci-dessous « article 4 ») 
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Abstract 

Three novel fluorescent tracers mimicking the very structural units of artemisinin-derived 

antimalarial drugs were designed and synthesized from dihydroartemisinin. In addition to a 

unique aminal-lactone analogue arising from a specific intramolecular Kornblum-DeLaMare 

rearrangement, one artemether / arteether mimic showed a combination of excellent 

physicochemical and biological properties such as chemical stability, high inhibitory potency 

against blood-stage parasites that was stronger than that of all ART-derived probes designed 

so far, conservation of ring-stage assay value compared to the clinical drugs, specific 

pleiotropic covalent labelling of P. falciparum proteome consistent with a multi-target action 

of these drugs, as well as high cytopermeability and specific labelling of P. falciparum cells. 

Our study demonstrates that mechanism-based probes mimicking the very structural units of 

artemisinin derivatives are relevant tools to decipher the complex mechanisms of action of 

these frontline antimalarial drugs. 

 

Introduction 

Artemisin (ART) and its derivatives (ARTDs) continue to be the frontline antimalarials 

prescribed worldwide. They are estimated to have saved millions of lives along the last two 

decades due to their fast curative action against malaria parasites, particularly the most 

deadly and African-prevalent Plasmodium falciparum.1 This major achievement is currently 

threatened by the current spread of ARTD-resistant parasite strains in South-East Asia, which 

emerged one decade ago in the greater Mekong region.2 Resistance to ARTDs is conferred by 

mutations on the K13 kelch-containing protein and manifests as delayed clearance of young, 

ring stage parasites.3,4 The protection mechanisms confered by mutant K13, resulting in 

increased parasite survival, are poorly understood. Even more alarming is the fact that P. 

falciparum K13 mutants exhibit a decreased sensitivity to several ARTD companion drugs (e. 

g., piperaquine).5 The possible spread or emergence of these resistance mutations in Sub-

Saharan Africa, where ca. 90 % malaria cases and deaths occur, would have dramatic sanitary 

consequences. These facts underline the urgency to understand which are the biological 

targets of ARTDs and why these drugs specifically select for K13 mutations. This knowledge 

could facilitate the chemical design of target-specific ARTDs against P. falciparum K13 

mutants, and contain resistance. One of the major current modalities for investigating drug 
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targets are proteomic probes. Recently, a small number of structurally similar ARTD-mimicking 

proteomic probes were demonstrated to covalently bind up to 124 plasmodial proteins, 

including important enzymes.6,7 These results validated the long-suspected protein alkylation 

mechanism for ART8–10 via Fe(II)-dependent  reductive cleavage of the endoperoxide of 

ARTand generation of carbon-centered, protein-reactive radicals,11–14 although the source of 

activating iron (heme or free ferrous iron) remains controversial up to now.6,7,13,15,16 The 

apparently low-specificity, pleiotropic-type covalent modification of the parasite proteome by 

ARTDs is consistent with earlier reports that ART was a powerful alkylator of isolated 

proteins10,17 but also heme iself,11,18,19 hemozoin,20 and lipids. In comparison to this direct 

inhibition and/or modification of targets, the generation of reactive oxygen species (ROS) by 

ART radicals might turn out to be a minor phenomenon,21 as the known oxidative toxicity of 

ART22–24 could be attributed be the undirect result of redox homeostasis disruption within the 

parasite following proteome-wide alkylation. Indeed, ART is irreversibly bioactivated and 

therefore cannot possibly act as a redox cycler; second, experimentally-detected ROS were 

observed at very high drug concentrations (> 100 µM), whereas the plasmocide action of 

ARTDs takes place at concentrations classically 1,000 fold lower.21 Therefore, target alkylation 

seems to correspond to a major physiological scenario for the bioactivity of ARTDs. However, 

the pharmacological relevance of promiscuous protein alkylation by ARTDs remains difficult 

to delineate for a number of reasons: 

(i) ARTDs behavior remains poorly characterized in biochemical and cellular contexts where a 

great bulk of malaria research is conducted. ARTDs are sensitive to mild chemical25–27 and 

biochemical27,28 hydrolysis with release of dihydroartemisinine (DHA) 1, in addition to being 

in vivo prodrugs of 1 mainly through liver CYP 3A4 metabolization.26,29–31 For these reasons, 

their biological action is believed to recapitulate that of DHA 1. However, their distinct IC50 

values could reflect a combination of time-dependent hydrolysis and ARTD-specific 

plasmocidal action. 

(ii) in order to tackle the potential unstability of ARTDs at their C-10 center -presence of an 

acetal group for artemether (ARTMT) and arteether (ARTET), aminal group for artemisone 

(ARTMS),31 acetal ester group for artesunate (ARTS)- all the proteomic probes designed so far 

are generic tetrahydropyrane analogues at C-10 of DHA 1 (Fig. 1).6,7,32 While these probes have 

proven highly suitable for establishing a pleiotropic protein alkylation mechanism for ARTDs, 
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their specific binding (i. e., assessed with radiolabelled ART or ARTDs17,33) and relevance to the 

parents drugs remains to be demonstrated; 

(iii) most of identified target candidates are abundant proteins of the trophozoite stage of P. 

falciparum.16 Among these, the identity of key targets accounting for the inhibitory activity of 

the clinical drugs remain to be established, relatively to abundant protein ballast not relevant 

in parasite killing; 

(iv) covalent inhibition of protein targets by ARTD-mimicking probes has only been 

documented in ART-sensitive P. falciparum lines,6–8 and remains to be fully investigated in 

ART-resistant genotypes;  

(v) parasite persistance in Ring Survival Assay (RSA) provides up to now the most robust in 

vitro assay assessing K13-mediated ART resistance, correlating with clinical resistance.4 RSA 

values of P. falciparum K13 mutants exposed to ARTD-mimicking proteomic probes need to 

be similar to that of the clinical ARTDs to establish their clinical relevance, but this has never 

been assessed so far;  

For these reasons, we designed and synthesized the first true fluorescent surrogates of ARTDs 

retaining the key heteroatomic linkages at C-10 (Fig. 1), studied their stability by monitoring 

fluorophore release in conditions relevant to proteome and cell labelling experiments, then 

investigated their full biochemical and biological profile in comparison with parent ARTDs. 
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Figure 1. Comparison of the generic tetrahydropyrane probes in the ART series with designed 

ARTDs-mimicking probes integrating exo-heteroatomic linkages at C-10 (F = fluorophore). 

 

Synthesis. All fluorescent analogues of ARTDs consisted in derivatives of (α,β)-DHA 1. We used 

4-nitrobenzoxadiazole (NBD) and related 4-dimethylsulfamoylbenzoxadiazole (SBD) 

fluorophores due to their compact size, aiming to keep to a minimum the pharmacological 

alteration of the tracers in comparison with the mimicked drugs (Fig. 1 and 2). NBD and SBD 

also feature strong fluorescence emissions in the green-yellow region of the visible spectrum, 
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allowing specific analytical (i. e., UV-HPLC), biochemical (e. g., SDS-PAGE) and imaging (e. g., 

cell microscopy) detection of the probes in systems where biological autofluorescence could 

be an issue. We chose a spacer size of 4-5 atoms to properly separate the endoperoxide 

pharmacophore and the fluorescent labels without implementing excessive lipophilicity. 3-

Amino-1-propanol 5 reacted regioselectively with NBD-Cl by a SNAr reaction under basic 

conditions, yielding the fluorophore-spacer moieties 6 with a 23 % yield. Similarly, N-BOC-

diaminopropane 7 yielded the amino congener 8 under its trifluoroacetate (TFA) salt with a 

15 % yield by a two-steps, “one-pot” sequence (Fig. 2). When DHA 1 was reacted under acidic 

conditions with alcohol 6, clean acetalization occurred at C-10 to furnish 2 as the desired β 

diastereoisomer (3JH10-H9a = 3.6 Hz),34 which was isolated with a 22 % yield. Following a general 

two-steps procedure for introducing secondary amines at C-10,35 DHA 1 was firstly activated 

into a trimethylsilyloxyl intermediate by action of TMS-Cl in pyridine, with a quantitative yield. 

The latter was then allowed to react with N-piperazino-SBD 9 in presence of TMS-Br and 

hexafluoro-2-propanol, to yield tertiary aminal 4 as the desired α diastereoisomer (3JH10-H9a = 

10.4 Hz)35 with a 18 % yield over a two-steps, “one-pot” sequence (Fig. 2). Unexpectedly, when 

1 was allowed to react with 8 in precisely buffered conditions (triethylamine / 8 10:1 mol/mol), 

a single derivative formed that did not possess the awaited structure of C-10 secondary aminal 

3. Instead, 1-deoxyartemisinin derivative 10, featuring an ether bridge at C-3, aminal linkage 

at C-12 and oxidation at C-10, was produced with a 34 % yield (Fig. 2). The structure of 10, 

possessing to our knowledge an unprecedented aminated skeleton among all ART analogues 

described, was elucidated from extensive 1D and 2D NMR including N-H HMBC, HRMS and IR 

analysis (see Supporting Information). In particular, a strong 3J coupling between the first 

methine group of the fluorophore spacer and C-3 in HMBC excluded the alternative 

heteroatomic aminal-lactame linkage, found in derivatives of ART with primary amines,36–38 

relatively to the aminal-lactone of 10. 
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Figure 2. Synthesis of ARTDs-mimicking probes 2, 4 and 10. Reagents and conditions: (i) NBD-Cl, 

NEt3, CH2Cl2, 0 °C -> RT (23 %); (ii) NBD-Cl, NEt3, CH2Cl2, 0 °C -> RT then CF3COOH, 0 °C -> RT (15 %, 

two steps); (iii) 6, p-TsOH.H2O, Na2SO4, CHCl3, RT (22 %); (iv) TMS-Cl, Pyridine, 0 °C (93 %); (v) TMS-

Br then N-piperazino-SBD 9, hexafluoropropan-2-ol, CH2Cl2, 0 °C -> RT (18 %, two steps); (vi) 8, 

NEt3, CHCl3, RT (34 %).  

 

Formation of 10 can be rationalized by the nucleophilic attack of the amino group of 8 onto 

the masked aldehyde at C-3 of DHA 1. Indeed, 1 consists of a tricyclised (“zipped”) 

endoperoxyde cetal (C-3)-acetal (C-12)-hemiacetal (C-10) sesquiterpene, which can 

potentially equilibrate (“unzip”) with its keto (C-3) dialdehyde (C-10 and C-12) hydroperoxide 

open form I in protic medium26 (Fig. 3). Intermediate I is prone to an intramolecular 

dismutation to 1-desoxy-ART 11 by hydroperoxide reprocessing via a Kornblum-DeLaMare 

rearrangement26 that would explain the oxidized state of C-10 found in 10. However, no ART 
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could be detected in this reaction mixture. To investigate the mechanism accounting for the 

formation of 10, DHA 1 was submitted to the same reaction conditions (triethylamine / 

trifluoroacetic acid 10:1 mol/mol) in absence of nucleophile. We found that 1 was fully stable 

under these conditions and did not lead to any detectable amount of ART, suggesting that 

primary amino 8 itself rather than triethylamine was the necessary base to induce the skeletal 

rearrangement of 1 to 10. To validate this hypothesis, we found that pentylammonium 

trifluoroacetate as a surrogate for 8 was not yielding any detectable amount of the N-pentyle-

1-desoxy-ARTanalogue 12 in the same conditions indicating that the NBD moiety present in 8 

possessed a key role in the reaction. To confirm this assumption, DHA 1 was reacted with the 

reduced (Pd-C, H2) anilino derivative of fluorophore 8, featuring an electrodonating function 

instead of the strongly electro-withdrawing nitro group on the benzoxadiazole ring. Again, no 

formation of the corresponding 1-desoxy-DHA derivative 13 was observed in the same 

conditions than those used to obtain 10, demonstrating that the acid N-H proton present in 

fluorophore 8 was necessary for the transformation of DHA 1 into 10 (Fig. 3).  Based on these 

observations, we propose a Kornblum-DeLaMare rearrangement driven by the intramolecular 

acido-basic catalysis by 8 to account for for the formation of 10. Accordingly, 8 would form an 

imine by reacting with the most electrophilic carbonyle at C-12, followed by lactonisation at 

C-12 then aminalization at C-3 (Fig. 3). Importantly, 10 was obtained as a unique 

diastereoisomer consistent with the predicted stereochemical control upon re-cyclisation 

(“re-zipping”) of I from C-3 to C-12 to C-10,26 which is also reminiscent of the biogenesis of (+) 

ART from dihydroartemisinic acid in absence of enzymatic control.39 
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Figure 3. Formation of aminal-lactone 10 from DHA 1 according to a Kornblum-DeLaMare 

rearrangement and evidence for intramolecular acido-basic catalysis by 8. 

 

Kinetic stability study. We evaluated the hydrolytic stability of the obtained ARTDs probes 2, 

4 and 10 over time at 23 °C in three different conditions, in order to select the optimal tracer 

for subsequent biological validation. These conditions were: (i) PBS buffer pH 5.2 (to mimic 

the digestive vacuole of P. falciparum,40 where ARTDS are supposed to be mainly activated to 

exert their antiplasmodial effects,33,41 (ii) PBS buffer pH 1 defined as the harshest hydrolytic 

conditions to detect even low susceptibility to hydrolysis, and (iii) fresh parasite lysate 

containing most putative protein targets as well as various hydrolases. This study was 

performed by LC-DAD-MS monitoring of both the disappearance of native 2, 4 and 10 and the 

release of the corresponding fluorophore-spacer moieties 6, 8 and N-piperazino-SBD 9, 
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respectively. Results are expressed as the ratio of absorbance areas at a given time over the 

initial absorbance areas The molar attenuation coefficient of the probe and the corresponding 

free fluorophore have not been measured, therefore areas of these species cannot be 

compared, but we assumed that they would remain in the same order of magnitude. ARTMT 

/ ARTET mimic 2 (Fig. 4, pannels A and B, red curves) was very stable at vacuolar pH and 

expectedly (being an acetal) unstable at pH 1. The profile of sheer disappearance of 2 in the 

lysate does not seem to correspond to a release of fluorophore 6, as this latter remains in low 

concentrations throughout time. This suggested that 2 reacted with proteins from the cell 

lysate, an effect that was faster for 2 than for the two other ARTDs probes synthesized 4 (Fig. 

4, pannels A and C, blue curves) and 10 (Fig. 4, pannels A and D, red curves). Indeed, while 2 

was fully hydrolyzed into DHA 1 and fluorophore 6 in PBS at pH 1 (fig. 4, pannel B, red and 

orange curves and Supporting Information for the monitoring of DHA 1 by MS), the decrease 

of 2 in the parasite lysate was not accompanied with a corresponding increase of 6 (Fig. 4, 

pannel B, red and orange curves). This is consistent with covalent attachment of 2 to a fraction 

of the lysate proteins in absence of hydrolysis of the C-10 acetal function, as the protein 

content of each sample being precipitated with acetonitrile prior to LC-DAD-MS analysis and 

therefore excluded from quantification. In this case, it appeared that the small amount of free 

heme present in the P. falciparum lysate was sufficient to induce Fe(II)-dependent 

endoperoxide reductive cleavage and protein alkylation according to the established 

mechanisms.8–10 Small amounts of novel fluorescent species distinct from fluorophore 6 were 

formed over time in the lysate (Fig. 4, pannel B, clear blue and pink curves), which can be 

attributed to soluble proteins and/or peptides covalently tagged by 2. Regarding ARTD probes 

4 and 10, we found that the ARTMS analogue 4 was prone to hydrolysis in every condition and 

consistently released the N-piperazino-SBD fluorophore 9 along with DHA 1 (Fig. 4, pannel D, 

blue and purple curvesand Supporting Information for the monitoring of DHA 1 by MS). 

Compound 4 thus behaved as a genuine ARTMS mimic and DHA prodrug, but its pending 

fluorophore lability precluded its use as a biological tracer. This result is somewhat 

contradictory with data showing that ARTMS itself was not releasing free DHA 1 when 

undergoing in vitro metabolization by recombinant CYPs or microsomes.31 However, several 

ARTMS analogues do undergo hydrolysis into 1,42 indicating that metabolization kinetics in 

vitro may compensate the otherwise hydrolytic liability in the ARTMS series. On the other 
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hand, 10 was quite stable in every condition (Fig. 4, pannel C) as the result of its C-10 lactone 

group and lack of endoperoxide bridge, with absence of detectable release of fluorophore 8. 

At pH 1, some decrease of 10 was observed but mostly in the first 15 min, suggesting that the 

loss of 10 is rather due to a saturable, thermodynamic process than chemical hydrolysis (see 

Supporting Information). Altogether, the ARTD presented with the best physicochemical 

profile (stability in physiological conditions and covalent reaction with proteins). 

 

 

Figure 4. LC-DAD (455 nm)-monitored stability over time of ARTDs probes 2 (red curves), 4 (blue 

curves) and 10 (green curves) at 23 °C in various conditions with concomitant detection of their 

corresponding released (if any) fluorophore 6 (orange curves), 8 (black curves) and N-piperazino-

SBD 9 (purple curves). A) Stability of the three fluorescent probes 2, 4 and 10, B) stability of probe 
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2 and its fluorophore 6, C) stability of probe 4 and its fluorophore 9, D) stability of probe 10 and its 

fluorophore 8. Intensity ratios were calculated as the ratios of absorbance areas of a given peak 

over the total peak areas at the same wavelength. Probes and free fluorophores do not have the 

same molar absorption coefficient, therefore intensities for ARTDs probes 2, 4 and 10 and free 

fluorophores 6, 8 and 9 cannot be quantitatively compared on these figures, but we assumed they 

were of the same order of magnitude. Standard deviations are systematically shown on the plots 

but are often invisible due to their close-to-zero values. Experimental conditions are detailed in 

the Supplementary Information. 

 

Evaluation of IC50 and RSA values. The ARTDs-mimics 2, 4 and 10 were evaluated in vitro 

against blood-stage ART-sensitive and ART-resistant P. falciparum strains using both standard 

growth inhibitory assays and RSA, in comparison with the clinical ARTDs DHA 1, ARTMT and 

ARTS, as well as preclinical ARTMS (Table 1). We first evaluated the inhibitory potency of the 

ARTDs-mimics using growth inhibitory assays. Regarding ART-sensitive reference strains 

carrying wild-type k13 gene, the ARTMT / ARTET mimic 2 maintained a high level of inhibitory 

potency, being 9-fold less active (3D7 and W2 lines) or equally active (NF54 line) than ARTMT, 

with IC50 of ca. 10-20 nM. Clearly, connecting a bulky spacer-fluorophore unit onto DHA 1 was 

responsible for 10-fold decrease of inhibitory potency relatively to both 1 and ARTMT against 

the standard laboratory 3D7 and W2 lines, although still in the low nanomolar range (Table 1). 

On the other hand, ARTMS mimic 4 was moderately active against the NF54 line, with a 17-

fold loss of potency compared to ARTMS, and inactive (IC50 ≥ 250 nM) against the 3D7 and W2 

lines. Regarding ART-resistant strains carrying mutant k13 gene, 2 exhibited similar or even 

superior activity than ARTMT against the two lines studied (Dd2 and NF54), with again IC50 of 

ca. 10-20 nM. Partial conservation of the bioactivity of ARTMS was observed for 4, which was 

17-fold less active than the reference ARTD against the CRISPR-Cas9-edited, k13 mutant NF54 

line, but however poorly active against Dd2, with IC50 of ca. 500 nM. In all cases, compound 

10 was totally devoid of inhibitory activity against all tested strains with IC50 ≥ 500 nM, a fact 

that was unambiguously correlated to the absence of endoperoxide pharmacophore (1-

deoxyartemisinin derivative).7,37,38,43 Importantly, the absence of difference in IC50 between 

wild-type and mutant k13 parasites obtained with growth inhibitory assays is fully consistent 

with published studies.4,44 
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Table 1. Antiplasmodial activity of ARTDs mimics 2, 4 and 10 against ART-sensitive (wild type k13) 

and ART-resistant (mutated k13) P. falciparum cell lines. Experimental conditions are detailed in 

the Supplementary Information. NA = not active (IC50 > 500 nM). 

IC50 (nM) DHA ARTMT ARTMS ARTS Cpd. 2 Cpd. 4 Cpd.10 

3D7WT 2.25 ± 0.55 2.52 ± 0.35 0.93 ± 0.07 3.44 ± 0.22 22.61 ± 0.64 348.05 ± 3.31 NA 

W2 WT 1.07 ± 0.13 1.03 ± 0.23 0.53 ± 0.01 0.66 ± 0.40 9.59 ± 1.22 249.42 ± 35.70 NA 

NF54 WT 1.5 ± 0.14 10.72 ± 1.79 0.94 ± 0.01 1.52 ± 0.19 11.16 ± 1.09 16.45 ± 4.12 NA 

Dd2C580Y 1.41 ± 0.18 16.44 ± 2.52 1.41 ± 0.05 2.28 ± 0.17 19.62 ± 2.05 497.06 ± 19.28 NA 

NF54C580 1.08 ± 0.21 14.33 ± 1.84 0.69 ± 0.08 1.13 ± 0.12 9.55 ± 2.54 13.53 ± 1.76 NA 

 

ART efficacy and resistance are not evaluated by IC50 measurements only. Indeed, clinical 

isolates from patients with either fast- or slow-clearing infections do not show any difference 

in terms of sensitivity (clearance time) when exposed to ARTDs in standard growth inhibition 

assays.4,44,45 Thus, because of their short half-lives time (1-6 hours), resistance to ARTDs, which 

is observed only in early ring stage (0-3 hours), is assessed by a specific test called Ring-stage 

Survival Assay (RSA). RSA corresponds to the experimental signature of the parasite clearance 

delay in case of K13 mutations, and correlate with clinical resistance.4 To the best of our 

knowledge, none of the described ART probes described up to know have been profiled 

regarding RSA values, yet constituting critical characteristics to assess probe validity and 

relevance to the clinical ARTDs. RSA performed on the ARTDs mimics 2, 4 and 10 showed that 

2 and 4 had excellent RSA values of respectively 8.1 % and 15.0 %, similar to the values of 

model ARTMT (10.3 %) and ARTMS (9.0 %). These values were also similar to those of DHA 1 

(11.9 %) and ARTS (12.5 %). On the other hand, compound 9 showed high RSA value of 87.3 

%, emphasizing its profound lack of similarity with the archetypal ARTDS (Table 2). 
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Table 2. RSA values of the ARTDs mimics 2, 4 and 10 against ART-sensitive (wild type K13) and ART-

resistant (mutated K13) P. falciparum cell lines.  

Conditions 3D7 Dd2R539T 

Average survival (%) Average survival (%) 

Non exposed 100 100 

DMSO 89.6 74.2 

DHA 1.3 11.9 

ARTS 1.3 12.5 

ARTMs 1.2 9.0 

ARTMT 2.6 10.3 

Cpd. 2 4.0 8.1 

Cpd. 4 12.9 15.0 

Cpd. 10 50.1 87.3 

 

RSA results (Table 2) showed that Dd2R539T has better survival rates than 3D7 in all the 

conditions tested excepted for the control DMSO. In our case, we choose 1.5% RSA survival 

cutoff to denote resistance as proposed by Witkowski and colleagues4. Therefore, 3D7 has 

proven to be sensitive as expected to all ART (1.3% for DHA and artesunate and 1.2% for 

artemisone) excepted artemether, which showed 2.6% survival rates. It also showed different 

level of decrease in survival rates to all three probes (4%, 50.1% and 12.9% for 2, 10 and 4 

respectively) compared to the controls DMSO (89.6%) and non-exposed (100%) conditions 

(Table 2). The reference ART-resistant Dd2R539T showed as expected, survival rates over 1.5% 

(8.1-87.3%) to ART and probes. It also showed different level of susceptibility to ART (11.9% 

for DHA, 12.5% for artesunate and 9% for artemisone) compared to the controls DMSO 74.2%) 

and non-exposed (100%) conditions. Comparing by conditions, Dd2R539T has proven to survive 

to ART and probes exposition 9.1 times (DHA), 9.6 times (artesunate), 7.5 times (artemisone), 

3.9 times (artemether), 2 times (2), 1.7 time (10) more than 3D7. Both Dd2R539T and 3D7 

responded almost similarly to 4 (15% and 12.9% respectively). Compared to ART, 2 showed 3 

times less of killing effect than DHA and ARTS, 3.3 times less than ARTMS and 1.5 time less 

than ARTMT on reference ART-sensitive 3D7 strain. 10 showed 38.5 times less of killing effect 

than DHA and ARTS, 41.7 times less than ARTMS and 19.6 times less than ARTMT on the same 



Chapitre 2 : Le paludisme et les interactions intermoléculaires par spectrométrie de masse 

 

150 
 

strain. For the third probe 4, it also showed lesser killing effect than DHA and ARTS (9.9 times 

lesser), 10.7 times less than ARTMS and 4.9 times less than ARTMT on the same strain. 

Different results were observed for reference ART-resistant Dd2R539T strain. In fact, 2 has 

shown to have the same, if not better killing effect than ART (1.4 time better than DHA, 1.5 

time than ARTS, 1.1 time than ARTMS and 1.2 time better than ARTMT). 10 showed 7.3 times 

less killing effect than DHA, 6.9 times than ARTS, 9.7 time than ARTMS and 8.4 times than 

ARTMT on the same resistance strain. 4 showed slightly lesser antiparasitic effect than DHA 

and ARTS (1.2 time less), 1.6 time less than ARTMS and 1.4 time lesser than ARTMT. 

Together, those results showed that 2 is most effective probe compared to the two others (10 

and 4) on either strain (3D7 and Dd2R539T) and has nearly the same killing effect than ART on 

reference ART-resistant Dd2R539T strain.  

 

Overall, the ARTMT / ARTET mimic 2 exhibited the strongest antiplasmodial activity of the 

three ARTDs probes obtained, possessing highly similar activity than ARTMT on parasite lines 

harboring either wild-type or mutated K13 genes, as well as similar RSA values than the clinical 

ARTDs. Being both a successful structural and functional mimic of the drug ARTMT and a very 

stable compound in physiological conditions, 2 was selected for further biological evaluation 

on P. falciparum model systems. 

 

Native fluorescent labelling of target proteins in a P. falciparum cell lysate. The covalent 

modification of proteins by the ARTMT / ARTET mimic 2 upon Fe(II)-mediated endoperoxide 

cleavage, suggested by our stability study, was fully confirmed by SDS-PAGE analysis. When 

incubated in fresh parasite lysates from either ART-sensitive (3D7) or ART-resistant (Dd2R539T) 

strains, 2 induced extensive yellow-fluorescent labelling of parasite proteins from low to high 

molecular weights (Fig. 5). The fact that the labelling was maintained in denaturing conditions 

(SDS) implies the covalent labelling of proteins, consistent with the heme-dependent 

bioactivation of the endoperoxide pharmacophore.6,7 Again, it appeared that the small 

amount of free reducing heme present in the cell lysate was enough to induce protein 

alkylation via generation of carbon radicals from 2. The labelling profiles were similar between 

the ART-sensitive and ART-resistant strains, constituting a novel strong presumption that 

ARTDs targets do not significantly differ between these strains. This observation is consistent 
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with the hypothesis that ART resistance arises from deregulated metabolism and /or signaling 

pathways in the malaria parasite rather than differences in target(s).16 Discrimination of key, 

specifically-alkylated clinical targets of ARTDS within this pleiotropic covalent labelling of the 

parasite proteome, remains to be performed. Indeed, while the covalent labelling of both P. 

falciparum strains by ARTMT / ARTET mimic 2 was pharmacologically specific, being 

competitively inhibited by 20-fold excess of DHA 1 at constant protein quantity (Fig. 5), this 

labelling appears chemically non-specific by nature: we demonstrated that bovine serum 

albumin (BSA) was also alkylated by 2 when incubated in presence of artificially-generated 

heme (Fe(III)-protoporphyrin IX / sodium ascorbate),6,17 suggesting that the high reactivity of 

the radical species generated by ARTDs could induce the alkylation of virtually any surrounding 

proteins (Fig. 5). 

 

 
 

Figure 5. ARTMT / ARTET mimic 2 induces native fluorescent labelling of target proteins in both 

ART-sensitive and ART-resistant P. falciparum cell lysates, as well as fluorescent labelling of BSA in 

presence of artificially-generated heme. Noteworthy, certain proteins within P. falciparum lysate, 

as well as BSA, shows slight blue autofluorescence in absence of 2. Reagents and conditions: [cell 

lysate] = 5 mg / mL; [BSA] = 1 mg / mL; [probe 2] = 50 µM; [DHA 1] = 1 mM; [PPIX] = 500 µM; [SA] 

= 500 µM. Abbreviations used: MWM, molecular weight marker; BSA, bovine serum albumin; PPIX, 

protoporphyrin IX; SA, sodium ascorbate. 
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Characterization of covalent binding of 2 to heme. The mechanism of heme alkylation by ART 

upon cleavage of the endoperoxide ring by heme-Fe(II) has been extensively described, and is 

considered to contribute to its antiplasmodial activity by preventing hemozoin 

crystallization.46,47 We assessed the ability of the ARTMT / ARTET mimic 2 to covalently modify 

heme under biomimetic condition (buffer-octanol interface at pH 5.2), using heme-Fe(II) 

produced by the in situ reduction of hemin (syn. Fe(III)-ferriprotoporphyrin IX) with 

glutathione. 48 2-heme covalent adduct can be observed on the HRMS spectrum at m/z 

1120.3778, along with the rearranged product following loss of an acetate moiety at m/z 

1060.3586 (Fig. 6 and Electronic Supplementary Information). The covalent adduct shows a 

MS-MS fragmentation similar to the covalent adduct of ART with heme (see Electronic 

Supplementary Information), suggesting that the mechanism of action of ART is maintained 

for 2. However, the easier fragmentation (slightly lower DV50 value) observed for the 2-heme 

adduct relatively to the ART-heme adduct in collision-induced dissociation MS (Fig. 7) suggests 

that the bulky fluorophore moiety in 2 compared to ART leads to a stronger strain on the ethyl 

bond formed between in the 2-heme adduct. 
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Figure 6: Alkylation and fragmentation pathway for heme-compound 2 adduct. GSH = 

reduced glutathione. 
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Figure 6. Decrease of adduct of heme with ART or compound 2. DV50 = value of the voltage 

applied in collision cell (in eV) corresponding to a 50% decrease of the adduct area. 

 

In conclusion, three original ARTDs-mimicking fluorescent tracers 2, 4 and 10 were designed 

and synthesized from DHA 1, among which 10 possessed a novel aminal-lactone structure 

arising from the acid-catalyzed ring-opening / ring closing nucleophilic addition of a primary 

amine. Despite the inactivity of 10 against P. falciparum due to the destruction of the 

endoperoxide pharmacophore, this original incorporation of nitrogen nucleophiles during the 

“unzipping” of DHA 1 into reactive aldehyde species could open exciting synthetic directions 

in related chemical series. Among the obtained probe, the ARTMT / ARTET mimic 2 showed a 

combination of excellent physicochemical and biological properties such as (i) stability at the 

parasite digestive vacuole pH of 5.2 as well as in fresh parasite lysate, (ii) high inhibitory 

potency against asexual blood-stage parasites, that was stronger than that of all ART-derived 

probes designed so far, (iii) retension of RSA value of ARTMT and other ARTDs, (iii) specific 

pleiotropic covalent labelling of P. falciparum proteomes consistent with a multi-target 

antiplasmodial action of ARTDs, as well as (iv) high cytopermeability and specific labelling of 

P. falciparum cells. In particular, the specific action of the ARTMT / ARTET mimic 2, exemplified 

by the first RSA values described for ART-derived probes, was unambigously demonstrated  by 

the competitive inhibition of fluorescent labelling by native DHA in biochemical (i. e. covalent 

proteome labelling) and biological (i. e. cell imaging labelling) context, a crucial assessment 

not systematically validated in previous studies. Overall, our study demonstrated that probes 

mimicking the very structural units of acetal ARTDs are relevant tools to decipher the intricate 

mechanisms of action and targets of these frontline, yet threatened, antimalarial drugs. 
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Capitalizing on our results, we are currently evaluating 10-propargyloxy-DHA as the ideal 

ARTMT / ARTET mimic, a probe designed for “click-chemistry”-based target visualisation and 

semi-quantitative profiling.  
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Supporting Information 

A chemically-stable fluorescent mimic of artemether and arteether with 

conserved biological activity and specificity shows high mechanistic relevance 

to the clinical antimalarial drugs 

A. Sissoko1,2, P. Vásquez-Ocmín3,4, A. Maciuk3,4, G. Neveu5,6, D. Barbieri5,6, R. Grougnet7,8, M. 

Blaud9,10, S. Michel7,8, C. Lavazec5,6, J. Clain1,2, S. Houzé1,2 and R. Duval1,2,* 

 

Synthesis. 

Chemical reagents and equipment.  

Reagents and anhydrous solvents were of high grade (Merck-Sigma) and used as received. 

Column chromatography was performed with silica gel 60 (9385 Merck). Thin Layer 

Chromatography (TLC) was performed on aluminium plates coated with silica gel 60F254 (554 

Merck), visualized with UV light (254 and 366 nm) and revealed with sulfuric vanillin and/or 

ninhydrin. NMR spectra (1H and 13C) were recorded on a 400 MHz Avance Bruker 

spectrometer, using solvent signal as an internal standard (CDCl3:  7.24 and 77.2 ppm, d6-

DMSO:  2.50 and 39.5 ppm, CD3OD:  3.31. and 49.1 ppm). High-Resolution Mass spectra 

(HRMS) was recorded in the ESI mode on a LCT Mass Spectrometer (Waters) equipped with a 

TOF analyser. 

 

Compound 6. 

HO N
H

N O

N

NO2

6
   

 

To a stirred solution of 3-amino-1-propanol 5 (115 µL, 1.50 mmol) in dichloromethane (6.0 

mL) at 0°C, placed under an atmosphere of argon, was added triethylamine (232 µL, 1.65 

mmol) then 4-chloro-7-nitrobenzofurazan (300 mg, 1.50 mmol). The mixture was stirred at 

room temperature for 15 hrs then evaporated under reduced pressure. The crude residue was 

purified by column chromatography (CH2CH2 / toluene / propanol 85 : 10 : 5 v/v/v), yielding 6 

(83 mg, 23 %) as a yellow resin. Rf (silica TLC) = 0.37 (CH2CH2 / toluene / propanol 85 : 10 : 5 
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v/v/v); 1H NMR (400 MHz, d6-DMSO)  9.44 (s, 1H), 8.46 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 6.35 (d, J = 9.0 Hz, 

1H), 4.64 (bs, 1H), 3.52 (t, J = 6.0 Hz, J = 6.0 Hz, 2H, 2H), 1.83 (tt, J = 13.0 Hz, J = 6.2 Hz, 2H); 13C 

NMR (100 MHz, d6-DMSO)  145.1, 144.3, 144.1, 137.9, 120.5, 99.0, 58.2, 40.8, 30.8; ESI-HRMS 

[M+Na]+, m/Z 261.0600 (calculated), 261.0589 (found); [M+K]+, m/Z 277.0339 (calculated), 

277.0386 (found). 

 

 
1H NMR spectrum of Cpd. 6 (d6-DMSO) 
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13C NMR spectrum of Cpd. 6 (d6-DMSO) 
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Compound 8. 

TFA. H2N N
H

N O

N

NO2

8
 

To a stirred solution of N-Boc-1,3-propanediamine 7 (262 mg, 1.50 mmol) in dichloromethane 

(6.0 mL) at 0°C, placed under an atmosphere of argon, was added triethylamine (232 µL, 1.65 

mmol) then 4-chloro-7-nitrobenzofurazan (300 mg, 1.50 mmol). The mixture was stirred at 

room temperature for 15 hrs then cooled again to 0 °C, and trifluoroacetic acid (2.7 mL, 35.2 

mmol) was added dropwise. After 5 hrs at room temperature, the mixture was evaporated 

under reduced pressure. The crude black residue was purified by column chromatography 

(CH2CH2 / MeOH / triethylamine 85 : 15 : 1 v/v/v), yielding 8 (80 mg, 15 %) as an orange solid. 

Rf (silica TLC) = 0.63 (CH2CH2 / MeOH / TEA 95 : 5 : 1 v/v/v); 1H NMR (400 MHz, d6-DMSO)  

9.50 (bs, 2H), 8.49 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 7.97 (s, 3H), 6.43 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 3.56 (bs, 2H), 2.94 

(bs, 2H) , 1.97 (tt, J = 14.2 Hz, J = 7.0 Hz, 2H); 13C NMR (100 MHz, d6-DMSO)  158.6, 145.1, 

144.5, 144.1, 137.8, 121.0, 117.1, 99.3, 40.5, 36.7, 25.8; ESI-HRMS [M+H]+, m/Z 238.0940 

(calculated), 238.0932 (found); [M+Na]+, m/Z 260.0760 (calculated), 260.0759 (found); 

[M+K]+, m/Z 276.0499 (calculated), 277.0499 (found). 

 

 

1H NMR spectrum of Cpd. 8 (d6-DMSO) 
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13C NMR spectrum of Cpd. 8 (d6-DMSO) 

 

Compound 2. 

O

O
HH

O

O

H

O

2

HN

N

O N

NO2

10
11

3
1

2

12

 

To a stirred solution of DHA 1 (20 mg, 70.3 mol) and 6 (17.0 mg, 71.4 mol) in chloroform 

(350 µL) at room temperature, placed under an atmosphere of argon, was added p-

toluenesulfonic acid monohydrate (14 mg, 73.6 mol) and anhydrous sodium sulfate (45 mg, 

0.32 mmol). The mixture was stirred for 24 hrs at room temperature, filtered, and evaporated 

under reduced pressure. The crude residue was purified by preparative thin layer 

chromatography (Merck, SiO2 2 mm thickness, CH2Cl2 / MeOH 98 : 2 v/v), yielding 2 (8 mg, 22 

%) as an orange solid. Rf  (silica TLC) = 0.65 (CH2Cl2 / MeOH 98 : 2 v/v);  1H NMR (400 MHz, 

CDCl3)  8.47 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 6.48 (bs, 1H), 6.16 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 5.37 (s, 1H), 4.82 (d, J = 

3.6 Hz, 1H), 3.59 (m, 3H), 2.69 (m, 1H), 2.36 (td, J = 13.7 Hz, J = 3.6 Hz, 1H), 2.09 (m, 2H), 1.96 

(dt, J = 13.7 Hz, J = 3.6 Hz, 1H), 1.89 (m, 2H), 1.69 (ddd, J = 17.2 Hz, J = 13.7 Hz, J = 3.6 Hz, 2H), 
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1.57 (m, 1H), 1.49 (dt, J = 13.7 Hz, J = 4.4 Hz, 2H),  1.41 (s, 3H), 1.24 (m, 2H), 0.95 (d, J = 7.6 Hz, 

3H), 0.94 (m, 1H), 0.93 (d, J = 6.0 Hz, 3H); 13C NMR (100 MHz, CDCl3)  144.2, 143.9, 143.7, 

136.3, 124.3, 104.3, 102.4, 98.5, 87.9, 80.9, 66.6, 53.4, 52.4, 44.2, 37.6, 36.3, 34.5, 30.8, 28.5, 

26.1, 24.8, 24.7, 20.3, 13.1; ESI-HRMS [M+Na]+, m/Z 527.2118 (calculated), 527.2108 (found); 

[M+K]+, m/Z 543.1857 (calculated), 543.1846 (found). 

 

 
1H NMR spectrum of Cpd. 2 (CDCl3) 

 

 
13C NMR spectrum of Cpd. 2 (CDCl3) 
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Compound 4. 

O

O
HH

O

O

H

N

N

4

N

O

N

SO2NMe2

10
11

3
1

2

12

                                             

To a stirred solution of DHA 1 (30 mg, 105 mol) in pyridine (5 mL) at 0°C, placed under an 

atmosphere of argon, was added chlorotrimethylsilyl chloride (105 µL, 0.83 mmol) dropwise. 

The mixture was stirred for 4 hrs at 0°C and the reaction was quenched by the addition of ice-

cold water (5 mL). Following extraction with ethyle acetate (10 mL), washing of the organic 

phase with ice-cold water (3 x 5 mL) and drying on anhydrous sodium sulfate, 10-

trimethylsilyloxy-dihydroartemisinin (35 mg, 93 %) was obtained as a white powder. Rf (silica 

TLC) = 0.56 (ethyl acetate / cyclohexane 10:90 v/v). The NMR of this product was identical to 

that described previously.1 To a solution of 10-trimethylsilyloxy-dihydroartemisinin (10 mg, 

28.0 mol) in CH2Cl2 (750 µL) at 0°C, placed under an atmosphere of argon, was added 

trimethylsilyl bromide (4.5 L, 34.1 mol), and the mixture was stirred for 30 min, before 4-

(N,N-dimethylsulfamoyl)-7-piperazino-benzofurazan (38 mg, 122.0 mol) then 

hexafluoropropan-2-ol (15 L, 142 mol) were added. The mixture was stirred for 2 hrs at 

room temperature then evaporated under reduced pressure. The orange residue was purified 

by column chromatography (SiO2, CH2CH2 / MeOH / triethylamine 99.5 : 0.5 : 1 v/v/v), yielding 

4 as an orange solid (3 mg, 18 % over two-steps “one-pot”). Rf (silica TLC) = 0.43 (CH2Cl2 / 

MeOH / triethylamine 99.5 : 0.5 : 1 v/v/v); 1H NMR (400 MHz, CDCl3)  7.84 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 

6.26 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 5.28 (s, 1H), 4.09 (d, J = 10.4 Hz, 1H), 3.90 (m, 4H), 3.19 (m, 2H), 2.90 

(m, 1H), 2.86 (s, 6H), 2.61 (m, 1H), 2.33 (td, J = 13.8 Hz, J = 4.0 Hz, 1H), 1.99 (m, 2H), 1.85 (m, 

1H), 1.70 (m, 2H), 1.57 (m, 1H), 1.45 (m, 1H), 1.34 (m, 4H), 1.23 (s, 3H), 0.94 (d, J = 6.0 Hz, 3H), 

0.85 (d, J = 7.2 Hz, 3H); 13C NMR (100 MHz, CDCl3)  147.3, 145.3, 143.1, 138.6, 104.3, 104.1, 

91.9, 90.6, 80.5, 77.4, 51.9, 49.2, 47.2, 46.0 (2x), 38.0, 37.6, 36.4, 34.4, 28.7, 26.2, 24.9, 21.8, 

20.5, 13.7; ESI-HRMS [M+Na]+, m/Z 600.2468 (calculated), 600.2472 (found); [M+K]+, m/Z 

616.2207 (calculated), 616.2242 (found). 
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1H NMR spectrum of Cpd. 4 (CDCl3) 

 

 
13C NMR spectrum of Cpd. 4 (CDCl3) 
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Compound 10. 

O
HH

O

O

H

N

NH

N

O
NO2N

O

9

10
11

3
1

2

12

 

To a stirred solution of DHA 1 (5 mg, 17.6 mol) and 8 (6.5 mg, 18.5 mol) in chloroform (200 

µL) at room temperature, placed under an atmosphere of argon, was added triethylamine (24 

L, 171.0 mol). The mixture was stirred for 48 hrs at room temperature then evaporated 

under reduced pressure. The crude orange residue was purified by preparative thin layer 

chromatography (SiO2, Merck, ethyle acetate / cyclohexane 50 : 50 v/v), yielding 10 (3 mg, 34 

%) as an orange solid. Rf  (silica TLC) = 0.39 (ethyle acetate / cyclohexane 50 : 50 v/v);  1H NMR 

(400 MHz, CDCl3)  8.48 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 7.72 (bs, 1H), 6.17 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 5.11 (s, 1H), 

3.65 (m, 2H), 3.50 (m, 1H), 3.15 (dt, J = 12.9 Hz, J = 3.4 Hz, 1H), 2.78 (td, J = 12.9 Hz, J = 2.4 Hz,  

1H), 2.33 (m, 1H), 1.98-1.86 (m, 4H), 1.82-1.74 (m, 2H), 1.63 (m, 1H), 1.30 (s, 3H), 1.25 (m, 2H), 

1.21 (d, J = 7.2 Hz, 3H), 1.05 (m, 2H), 0.91 (d, J = 6.0 Hz, 3H), 0.84 (m, 1H); 13C NMR (100 MHz, 

CDCl3)  173.7, 144.5, 144.2, 144.1, 137.1, 123.7, 98.4, 96.7, 94.4, 81.4, 45.7, 43.9, 43.3, 35.2, 

33.8, 33.6, 31.5, 29.9, 27.1, 24.2, 23.6, 22.7, 18.6, 12.7; ESI-HRMS [M+Na]+, m/Z 508.2172 

(calculated), 508.2169 (found); [M+K]+, m/Z 524.1911 (calculated), 524.1904 (found). 
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1H NMR spectrum of Cpd. 10 (CDCl3) 

 

 

 
13C NMR spectrum of Cpd. 10 (CDCl3) 
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IR spectrum of Cpd. 10 (solid film) 

 

Stability studies. 

Sample preparation.  

Kinetic analysis was carried out on 1.2 µL of solution of probes 2, 4 and 10 (10 mM in DMSO) 

at 23 ° C in 120 µL of the studied medium (PBS pH 5.2 or 1, and fresh P. falciparum lysate 

adjusted to a protein concentration of 1 mg / mL). At each point of the monitoring, 10 µL of 

the solutions were injected in the pre-equilibrated HPLC system. In case of the parasite lysate, 

15 µL of the solution were vortexed with 30 µL of acetonitrile for LC-MS to precipitate 

proteins, centrifuged at 5000 rpm, then 10 µL of the supernatant was injected. Analyses were 

performed at 0, 5, 15, 30, 60, 90 and 120 min. Each incubate was analyzed by LC-DAD-MS in 

triplicated, and the signal intensity was calculated for each probe as the ratio of absorbance 

(455 nm) areas at a given time over the initial absorbance area at t0. 

 

LC-MS analysis.  

LC-MS analysis was performed on an Agilent Technologies 6530 Accurate-Mass Q-TOF LC/MS, 

equipped with an Agilent Poroshell EC-C18 column (50 x 4.6 mm, 2.7 µm). Mobile phase 

consisted of water containing 0.1 % (v/v) of formic acid (solvent A) and acetonitrile (solvent 

B), in a gradient elution as follows: from 95 % A to 100 % B in 10 min and maintained for 1 
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min, with a flow rate at 1 mL/min, oven temperature of 25 °C. UV-Visible absorption was 

monitored at 254 and 455 nm. Source ionization conditions were as follows: positive ESI, 

drying gas at 11 L/min and 320 °C, nebulizer 40 Psi, fragmentor at 120 V, skimmer at 65 V. The 

instrument was used in 2 GHz mode (extended dynamic range) and scanned from m/z 100 to 

1700. 

 

Biological studies. 

Chemicals and reagents.  

Dihydroartemisinin (DHA 1) was obtained from Merck-sigma. Artesunate (ARTS) and 

artemether (ARTMT) were kindly provided by Dr. Sandrine Cojean (Université Paris-Sud 11, 

Châtenay-Malabry, France). Artemisone (ARTMS) was a generous gift from Dr. Gordon 

Langsley (Institut Cochin, Paris, France). HEPES and PBS buffers, D-glucose, sodium 

bicarbonate, hypoxanthine, L-glutamine and methanol were purchased from Merck-Sigma. 

RPMI 1640 medium and AB human serum were purchased from Gibco. 

 

Parasite culture. 

Chloroquine and ART-sensitive (3D7), ART-resistant (Dd2R539T) and chloroquine-resistant 

strains (W2) were obtained from the Malaria Research and Reference Reagent Resource 

Center (MR4). The Dd2R539T strain is a Cambodian K13-propeller mutant of the Dd2 laboratory 

line. The other reference ART-sensitive NF54K13WT line and ART-resistant NF54K13C580Y strain 

were kindly provided by Dr. Sandrine Cojean. The transfected NF54/HSP70 strain was kindly 

provided by Dr. Catherine Lavazec (Institut Cochin, Paris, France). All P. falciparum lines and 

strains were maintained in human erythrocytes (O+, provided by Etablissement français du 

sang, EFS, France) at 5 % haematocrit, suspended in complete culture medium RPMI 1640 

medium supplemented with 25 mM HEPES, 20 mM D-glucose (Merck-Sigma), 25 mM sodium 

bicarbonate (Merck-Sigma), 0.4 mM hypoxanthine, 5 mM L-Glutamine and 10 % AB human 

serum. Parasite cultures were kept at 37 °C in a gaseous environment composed of 5 % CO2, 

5 % O2 and 90% N2. The culture medium was changed daily, with control of parasitaemia using 

light microscopy (Axioskop microscope, ZEISS, Germany) under oil immersion, after fixing thin 

blood smears by methanol and staining with Diff-QuikTM stain Set (RAL DIAGNOSTICS, France). 
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IC50 measurement. 

50% inhibitory concentrations (IC50) determination test was carried out by isotopic 42 hrs 3H-

hypoxanthine incorporation assays as previously described2 with minor modifications. Briefly, 

P. falciparum cultures at ring-stage were highly synchronized by two consecutive treatments 

with 5 % sorbitol (Merck-Sigma) in PBS (v/v) at 40 hrs intervals and diluted down to 0.3-0.5 % 

parasitaemia and 2 % haematocrit. Parasites were dispensed into 96-well plates containing 14 

serially diluted concentrations of drug ranging from 0-952 nM for DHA 1, ARTMT, ARTMS, 

ARTS and probes 2, 4 and 10, and incubated as described above in presence of 5 % 3H-

hypoxanthine (Perkin Elmer, USA) for 42 hrs. 3H-hypoxanthine uptake was then evaluated by 

scintillation counting (Top Count NXT, Perkin Elmer, USA) and results were expressed as the 

inhibitory concentrations IC50 and IC90, defined as drug concentrations at which 50 % or 90 % 

of 3H-hypoxanthine incorporation was inhibited compared with drug-free controls. IC values 

were established by non-linear regression with ICEstimator software 

(http://www.antimalarial-icestimator.net/).3-4 All tests were done in triplicates.   

 

In-vitro ring-stage 0-3 h survival assay (RSA0-3 h)  

This test was carried out as previously described5 with minor modifications. Briefly, parasite 

cultures were first synchronized as described previously and once synchronous 10-12 nuclei 

schizonts reached, those last were enriched and purified on 75 % Percoll (Merck-Sigma) in 90 

% RPMI 1640 – phosphate buffered saline PBS 1X (v/v). Purified 10-12 nuclei schizonts were 

cultured for 3 hrs with fresh erythrocytes (2 % haematocrit), treated with 5 % sorbitol to 

remove remaining schizonts, adjusted to 2 % haematocrit and 0.3-0.5 % parasitaemia (0-3 h 

early ring-stage parasites) by adding fresh uninfected erythrocytes. The suspension was then 

dispensed in a 24-well (1 mL per well) and exposed to 700 nM of DHA 1, ARTMT, ARTMS, ARTS 

or probes 2, 4 and 10, 0.1 % DMSO (control) or nothing (second control) for 6 hrs. Then, 

parasite cultures were washed with 10 mL RPMI-1640 to remove drug and DMSO, 

resuspended in complete culture medium RPMI 1640 medium supplemented with 25 mM 

HEPES, 20 mM D-glucose, 25 mM sodium bicarbonate, 0.4 mM hypoxanthine, 5 mM L-

Glutamine, 10 % AB human serum and cultured for 66 hrs at 37°C in gaseous atmosphere (5 

% CO2, 5 % O2 and 90 % N2). Survival rates were assessed microscopically with Giemsa-stained 

thin blood smears by counting the proportion of viable parasites that developed into second-
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generation parasites possessing normal morphology. The RSA work-flow and mean of value 

determination are shown below. 

 

 

Parasite lysate preparation. 

Unsynchronized P. falciparum (NF54K13WT and NF54K13C580Y) parasites (5% haematocrit) were 

cultured in several 75 cm2 flask (Life Science) in gassed incubation chamber as described 

previously. Medium was changed daily until parasitaemia reached 7-10 %. Cultures were 

transferred to 50 mL Falcon tubes and centrifuged at 500G for 5 min. The pellets were washed 

once with 25 mL PBS 1X before saponin lysis as previously described previously with minor 

modifications briefly, the pellets were resuspended in 25 mL saponin lysis buffer freshly made 

(wish consisted of 0.03 % saponin w/v in PBS 1X kept at 4°C) and incubated on ice for 15 min. 

Erythrocyte-free parasites were pelleted by centrifugation at 13,000G for 5 min to discard the 

supernatant and repeatedly washed thrice with PBS 1X until no red colour could be detected 

with the naked eye. The pellet was then resuspended in 500 µL parasite lysis buffer (HEPES 50 

mM pH 7.5, NaCl 150 mM, CHAPS 0.5%, NaF 1 mM, sodium ortho-vanadate 100 µM) 

supplemented with 10 % protease inhibitor cocktail 10X (ThermoFisher, USA) before a brief 

sonication on ice (50 % amplification, 20 s on, 40 s off, twice-thrice). The homogenate was 

centrifuged at 4000G for 30 min at 4°C to obtain a clear lysate. Protein concentration was 

determined by Coomassie PlusTM Protein Assay (ThermoFisher, USA) and the lysate 

concentration was adjusted to 5 mg/mL. After lysate quality verification by SDS-PAGE on 4-12 

% gradient gel (NuPAGETM 4-12% Bis-Tris Gel, Life technologies, USA), equal amounts (90 µg) 

of the lysate was used for each individual covalent labelling experiment. Equal amounts of PBS 

(negative controls) or bovine serum albumin BSA (positive control) were used for labelling 

according to adapted protocols6 with modifications as followed: lysates, BSA or PBS were pre-

incubated with or without different pre-treatments that involve L-ascorbic acid (Merck-Sigma) 

at 500µM and haemin (Merck-Sigma) at 500 µM before adding probe 2 at 50 µM or DMSO 

(control), and incubated with shaking at 37 °C for 15 min. For the competition assay, lysates 
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or BSA were pre-treated with excess DHA 1 (1 mM) in combination with L-ascorbic acid and 

haemin as aforementioned for 15 min, before adding probe 2 at 50 µM, and incubated for 

another 15 min. All labellings were stopped by adding Laemmli buffer 5X (1X final 

concentration) and heated at 95 °C for 10 min before cooling down to room temperature. 

Labelled proteins were separated by SDS-PAGE on 4-12% gradient gel and fluorescence 

visualization was carried out with E-Box VX2 scanner (Vilber-Lourmat, France). 

 

Fluorescence microscopy.  

To assess the localization of probe 2 in P. falciparum, we used the transfected NF54/HSP70 

strain. Infected erythrocytes were treated with 2 (1 M) or free fluorophore-spacer 6 (10 M) 

or DMSO 0.1 % as controls for 30 min at 37 °C. For the competition assays, cells were pre-

treated with excess DHA 1 (20 µM) for 30 min before incubation with 2 for 30 more min. Cells 

were fixed for 10 min at room temperature with 1 % paraformaldehyde (Merck-Sigma) in PBS 

and then incubated with Hoechst 33342 (Life technologies) (1/20,000, v/v) for 30 min at room 

temperature, protected from light. After three washes with PBS 1X containing 2 % Bovine 

Serum Albumin (Sigma, France), infected cells were resuspended in the same solution and 

observed at X100 magnification using a Leica DMi8 microscope. 

 

Flow Cytometry. 

To evaluate the uptake percentage and the pharmacological specificity of probe 2, the 

transfected NF54/HSP70 culture was synchronized at trophozoite stage using MACS® Columns 

(Miltenyi Biotec) following the supplier’s recommendations before treating with 2 (10 M) or 

free fluorophore-spacer 6 (10 M) or DMSO 0.1 % as controls for 30 min at 37 °C. For the 

competition assay, the culture was pre-treated with DHA 1 (200 µM) for 30 min before 

incubation with 2 for 30 more min. Cells were then washed with PBS 1X, fixed as described 

above and stained with Hoechst 33342 (1/10,000, v/v) for 30 min at room temperature, 

protected from light. After another wash step, cells were resuspended in 500 µL PBS 1X and 

immediately injected in a FACS Cytometer. 
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Characterization of covalent binding of 2 to heme 

Heme-binding assay by MS. 

To obtain Fe(II)-heme from hemin (Fe(III)-heme), glutathion (50 mM in water) was mixed with 

hemin (5 mM in DMSO) in a ration 1:1 and let to incubate 40 min. Cpd. 2 were dissolved in 

DMSO at the concentration of 5 mM. Citric buffer saturated octanol (CBSO) was prepared by 

mixing 5 mL of citric acid 50 mM pH 5.2 and 15 mL of n-octanol (anhydrous, ≥99%) and letting 

it to settle at 23 °C for 30 min. Upper phase of CBSO was used. Auto sampler 1260 infinity 

G1367E 1260 Hip ALS (Agilent Technologies) was used to do the automatic mixing of aliquots 

in a 384 well. Incubation mixture was as follows: 5 µL of Cpd. 2 + heme-Fe(II) 5 µL + tween 20 

(10 µM) 5 µL + organic phase of CBSO 85 µL. Samples were injected in infusion mode in a 6530 

Accurate-Mass QToF LC/MS instrument (Agilent Technologies) with the following settings: 

positive ESI mode, standard 50-3200 mass range calibration, 2 GHz acquisition rate. Ionization 

source conditions were: drying gas temperature 325 °C, drying gas flow rate 11 L/min, 

nebulizer 35 psig, fragmentor 150 V, skimmer 65 V. Range of m/z was 200-1700.  

On the same spectrum appears GHS at m/z 308, heme at m/z 616.16, heme + DMSO at m/z 

694.19, covalent adducts at m/z 1060.358 [heme + 2 – CH3COOH]+ and m/z 1120 [heme + 2]+. 

Artemisinin (Sigma-Aldrich) was used also as positive control.  
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Collision induced dissociation of non-covalent binds 

Dissociation in the collision chamber was caused by increasing kinetic energies from 0 to 72 

eV. MSMS targeted mode, isolation width of m/z 1.3 and flow injections analyses (FIA) were 

used. Parameters of the source were the same as described above. Results were plotted and 

the sigmoidal regression curve could allow to calculate the energy necessary to dissociate 50 

% of adducts (DV50). 
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4.3.2.3 Commentaires et discussions  

L’artémisinine (ART) et ses dérivés sont les médicaments les plus actifs sur une série 

de souches sensibles et résistantes de Plasmodium. Cependant ces molécules sont la plupart 

du temps fragiles quand elles sont testées dans des expériences biochimiques de paillasse au 

laboratoire et sont également difficiles à suivre dans l’organisme du fait de leur métabolisation 

hépatique. Les principaux dérivés synthétiques ou hémisynthétiques de l’ART sont des 

analogues génériques qui conservent l’hétéroatome lié à C10 sur le tétrahydropyrane car ce 

motif structural joue un rôle important dans la stabilité de la molécule. 

Le présent travail collaboratif de chimie-biologie a permis de mettre en évidence que 

de nouveaux dérivés de l’artémisinine peuvent être aussi efficaces que le produit de départ. 

Trois vrais substituts fluorescents dérivés de l’ART (sondes) ont été conçus et synthétisés à la 

Faculté de Pharmacie de l’Université Paris Descartes. Ces trois sondes conservent la liaison de 

l’hétéroatome clé placé en C10 de l’ART, dans le but d’étudier leur stabilité dans des 

conditions biologiques différentes et aussi suivre la fluorescence en conditions relevant du 

protéome. Ces sondes ont été comparées aux dérivés connus de l’ART. 

Dans ce projet nous avons contribué à deux points :  

1) l’étude de la stabilité de ces trois sondes dans trois conditions biologiques différentes : 

un milieu aqueux tamponné à pH1, un milieu aqueux tamponné à pH 5.2 et dans un 

lysat parasitaire contenant les principales protéines et enzymes du parasite. 

2) Pour la sonde identifiée ainsi comme la plus stable et par ailleurs identifiée également 

comme la plus active, nous avons étudié la liaison covalente entre la sonde et l’hème-

Fe(II) dans des conditions imitant le milieu réducteur de la vacuole digestive du 

Plasmodium. 

Pour obtenir les informations requises sur la stabilité, nous avons mis au point une 

méthodologie par LC-DAD-MS permettant d’obtenir, dans les trois conditions biologiques 

décrites auparavant, une bonne séparation chromatographique et suivre les sondes entières 

et l’éventuel relargage de leur fluorophore au cours du temps. De plus, nous avons dû mettre 

au point un protocole d’extraction pré-injection du lysat parasitaire dans but d’extraire tous 

les résidus non protéiniques restant (l’hème par exemple). La cinétique a été déterminée sur 

une durée totale de 2 heures (0 ; 5 ; 15 ; 30 ; 60 ; 90 et 120 minutes) en triplicat. Les mesures 
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des valeurs d’absorbance des sondes et de leurs fluorophores ont été obtenues à λ = 455 nm. 

Des essais préliminaires avaient montré que les valeurs d’aires obtenues par MS, étaient très 

fluctuantes (écart-types aberrants) et ne permettaient pas une quantification fiable. 

Comme nous l’avons montré dans l’article 4 (Fig. 4), parmi les trois sondes (Composé 2, 4, 

10), le composé 10 (dérivé aminal-lactone) est le plus stable dans les trois conditions sans 

relargage de son fluorophore (Fig. 4-D dans l’article). Cependant la sélection d’une sonde doit 

répondre aussi à certaines conditions biologiques comme l’activité in vitro, or le composé 10 

montre une faible activité sur 5 souches différentes de Plasmodium falciparum (IC50 > 500 

µM). La faible activité du composé 10 s’explique par l’absence de pont endoperoxyde 

résultant du réarrangement intramoléculaire spécifique de la molécule. Le composé 4 montre 

également une faible activité biologique. Le composé 2 se montre très stable à pH 5.2, non 

stable à pH 1 et ne montre pas de relargage de son fluorophore avec le lysat parasitaire. 

Néanmoins il est susceptible à se lier à certaines protéines dans le lysat. Le relargage des 

sondes au cours du temps devrait montrer aussi l’apparition de la dihydroartémisinine, 

cependant nous ne l’observons pas, probablement à cause de sa mauvaise ionisation en ESI 

(+). 

Afin d’explorer le comportement de la sonde 2 en conditions biomimétiques, la réduction 

de l’heme-Fe(III) en hème-Fe(II) a été réalisée avec le glutathion avec un temps d’incubation 

de 40 minutes suivi de l’ajout du composé 2. Le milieu CBSO (buffer d’octanol saturé avec un 

tampon d’acide citrique) à pH 5.2 a été utilisé pour mimer les conditions biologiques de la 

vacuole digestive du parasite, comme décrit dans le chapitre 3 (article 5) de cette thèse. Nous 

avons pu observer par spectrométrie de masse la formations des adduits covalent à m/z 1120 

et m/z 1060. La perte d’un fragment [CH3COOH]+ de masse 60 entre ces deux espèces est la 

signature du processus d’alkylation typique au niveau de l’endoperoxide. Nous avons donc 

mis en évidence que la sonde 2 suit le même processus d’alkylation que l’ART et ses dérivés 

et que le fluorophore attaché en C10 n’est pas fragile. Des expériences MSMS sur le composé 

2 ont montré que sa DV50 (12.33 eV) est légèrement inférieure à celle de l’artémisinine (15.93 

eV). Ce résultat peut être expliqué par la présence d’un fragment d’alkylation plus volumineux 

du composé 2, menant à une contrainte plus forte sur le bras éthyle formé et qui est par 

conséquent plus enclin à fragmentation.  
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Conclusions du chapitre 2 

Les articles présentés dans ce chapitre ont concrétisé des collaborations avec le 

Laboratoire de Pharmacognosie (UMR CNRS 8638 COMETE) et l’Unité MERIT-UMR IRD 216 de 

l’Université Paris-Descartes. Les objectifs de ces collaborations ont principalement consisté en 

l’évaluation par spectrométrie de masse de produits d’origine naturelle, d’hémisynthèse ou 

de synthèse pour leur liaison à l’hème. Le but a été de déterminer dans un premier temps la 

liaison de la ferriprotoporphyrine IX avec les produits, et dans un deuxième temps, évaluer la 

force de cette liaison. Au cours de ces travaux nous avons cherché à améliorer la méthodologie 

publiée par notre unité de recherche (Laboratoire de Pharmacognosie –BioCIS) en 2012 

(Muñoz-Durango et al., 2012). Cette amélioration a été réalisée avec un appareil LC/MS 

Agilent (LC 1260 Infinity, MS 6530 Q-TOF) différent du LC/MS quadripôle simple utilisé en 

2012, et permettant un contrôle fin de l’énergie de collision lors de l’étape de mesure de la 

stabilité des adduits. Nous avons utilisé des énergies croissantes (eV) dans la chambre de 

collision, tandis que Munoz-Durango et collaborateurs ont utilisé de voltages croissants au 

niveau du fragmenteur. L’utilisation du fragmenteur pour mesurer la dissociation peut être 

trompeuse car la fragmentation est occasionnée par le passage de l’azote résiduel dans la 

source et les interactions avec les molécules ne sont pas standardisées ni strictement 

reproductibles. Du point de vue de la formulation de la solution d’injection nous n’avons pas 

ajouté de modification concernant l’étude des composés isolés de P. monodiana, cette 

solution continuant à être basique du fait de la solubilité de l’hème dans l’ammoniaque 25 %. 

Par contre les autres études (méthoxyflavones et sondes fluorescentes) ont été réalisées dans 

un milieu acide dont le développement est décrit dans le chapitre suivant. Nous avons 

également cherché à automatiser davantage le procédé, en utilisant le mode d’analyses par 

injection en flux continu (FIA) pour des injections successives du même échantillon. Cela nous 

a permis d’obtenir tous les spectres dans un même fichier, permettant l’automatisation de la 

méthode et l’interprétation rapide des données (voir Annexe 3, page 297). 

 

Un des défis de la méthode de liaison à l’hème est de trouver une corrélation entre 

l’activité biologique in vitro et la force de liaison à l’hème par MS/MS. Comme nous l’avons 

démontré pour la série des flavonoïdes méthoxylés, les corrélations physico-chimiques sont 
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fortement liées, par exemple les résultats du LogP, la polarité des produits et les liaisons non-

covalentes à l’hème (article 3). Nous nous attendons à trouver aussi des corrélations avec le 

test biologique in vitro, cependant les résultats sont contradictoires. Cela peut être expliqué 

pour le fait de la complexité biologique du parasite même en étant dans un milieu in vitro. Les 

produits à tester doivent se confronter à des « barrières » biologiques comme les membranes, 

les enzymes. Ils peuvent subir des dégradations (hydrolyse chimique ou enzymatique…) 

conduisant à une instabilité. Enfin ils peuvent réagir avec d’autres cibles. Néanmoins parmi 

toutes les molécules analysées dans ce chapitre de thèse, nous n’avons identifié cette 

corrélation qu’avec certaines d’entre elles. Des alcaloïdes synthétiques dérivés du 3-(2’-aryl-

N-methyl acetamido)indolin-2-ones (Figure 20) (Pudlo et al., 2012) (structures non montrées 

dans ce travail pour des raisons de confidentialité) ont été testés in vitro sur P. falciparum 

(Résultats en Annexe 4, page 297). Dans ce groupe de composés structurellement reliés, la 

corrélation de l’activité était néanmoins  significative: le produit le plus actif donnait l’adduit 

le plus stable (IC50 = 0.02 µM ; DV50 = 4.292 eV) et le produit le moins actif l’adduit le moins 

stable (IC50 = > 1 µM ; DV50 = 3.397 eV).  

 

 

Figure 20. Structure de base des alcaloïdes synthétiques dérivés du 3-(2’-aryl-N-methyl 

acetamido)indolin-2-ones. 
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Chapitre 3 : Développement et application 

d’une méthode de biodéréplication 
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Résumé graphique : A soumettre à Analytical Chemistry (Ref Article 5, page 199). 
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1 Déréplication 

1.1 Définition 

Les produits naturels (PNs) sont des points de départ classiques pour la découverte de 

médicaments (Bent, 2008). En 2014, les produits naturels étaient impliqués dans le 

développement d’environ 63 % de tous les médicaments (Newman and Cragg, 2016). Malgré 

les efforts dans la recherche de nouvelles molécules, le domaine de la chimie de substances 

naturelles souffre de difficultés qui peuvent conduire à une perte de temps considérable. Il 

s’agit par exemple de la redécouverte fréquente de composés connus après une purification 

consommatrice de temps, la recherche redondante des organismes lié à une mauvaise 

identification taxonomique (microbiens, plantes, animaux, etc.) ou l’étude des organismes 

sans rapport avec la cible biologique choisie (aucun lien entre l’usage traditionnel) (Hubert et 

al., 2017).  

 

Chronologiquement l'utilisation du mot «déréplication» et les premières questions 

liées à ce concept remonte à l’année 1978 (Hanka et al., 1978). Après des années de silence, 

Beutler en 1990 a repris ce terme (Beutler et al., 1990) pour désigner la démarche 

d’identification rapide de chimiotypes connus («process of quickly identifying known 

chemotypes»), impliquant une cartographie chimique d’un mélange complexe pour y repérer 

des constituants typiques identifiés auparavant. Depuis, l’utilisation de ce terme est courante 

et largement employée pour distinguer, dans une matrice biologique, les produits déjà connus 

de ceux qui ne sont pas connus, ceci indépendamment de l’activité biologique. On peut définir 

aussi la déréplication comme la mise au rebut de composés connus (Gaudencio and Pereira, 

2015), ce qui suggère bien que pour certains chercheurs, les molécules déjà décrites 

chimiquement perdent tout intérêt, une opinion qui peut être néanmoins contestée. De nos 

jours, une large gamme de techniques modernes est mise à disposition des chercheurs pour 

réaliser la déréplication et est en constante évolution. Toute les témoignages suggèrent que 

les ensembles de séquences opérationnelles (« workflows ») les plus prometteurs pour le 

profilage chimique de produits naturels doivent impliquer, au moins en partie, une procédure 

de déréplication (Hubert et al., 2017). Des stratégies novatrices pour réduire toujours plus la 

durée de découverte de produits naturels restent donc à développer, en utilisant notamment 
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des librairies ou des bases de données de produits naturels (Bitzer et al., 2007). Nous décrivons 

ici les techniques les plus courantes sur lesquelles se reposent les différentes approches de 

déréplication. 

 

1.2 Méthodes 

1.2.1 La spectroscopie ultra-violette 

Une des voies de déréplication primitive mais qui a été longtemps la seule disponible 

pour les petites molécules a été la détection par chromatographie liquide haute performance 

couplé à la détection UV-Visible (DAD - diode array detector), relativement peu coûteuse. 

L’état de l’art a considérablement changé durant les 20 dernières années (Nielsen et al., 2011). 

De nos jours, seulement les chimistes organiciens peuvent compter dans certains cas sur les 

données UV-Vis comme un outil primaire pour l'élucidation structurale. Dans le domaine  des 

substances naturelles néanmoins, de nombreux types de produits naturels comme les 

polyacétates (par exemple, les tétracyclines), les composés dérivés de l’acide shikimique (par 

exemple, le chloramphénicol) et les alcaloïdes dérivés d'acides aminés aromatiques 

(ergotamine), ont tous des spectres UV tout à fait caractéristiques. Ces substances 

contiennent souvent une fonction polyinsaturée, comme des systèmes aromatiques, un ou 

plusieurs groupes carbonyle, une fonction acide carboxylique, ester ou des groupes 

fonctionnels amide (Hansen et al., 2005). Néanmoins une limitation majeure de cette 

approche est que les fréquences absorbantes des liaisons C-C, C-H et groupes C=C non 

conjugués ne peuvent pas être observées dans une région spectrale UV facilement accessible 

et sont brouillées par les solvants.  

Le profilage des composés par DAD a été largement utilisé en chimiotaxonomie. Par 

exemple dans les champignons et les lichens, le nombre de chromophores est corrélé au 

nombre de familles biosynthétiques (Frisvad, 1989). Le groupe de recherche de Larsen au 

Danemark à la fin des années 90 a appliqué la déréplication guidée par la similarité des 

spectres UV dans le genre Penicillium. Ils ont ainsi pu cibler les travaux d’isolement vers de 

nouveaux alcaloïdes comme la fumiquinazoline F et l’alantrypinone à partir de P. thymicola 

(Larsen et al., 1998), ainsi que de nouvelles quinazolines, les verrucines A et B issues de P. 

verrucosum (Larsen et al., 1999). D’autres exemples de cette approche montrent l’isolement 
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de la benzodiazépine sclerotigénine (auranthine B) comme un possible marqueur 

chimiotaxonomique pour les espèces P. sclerotigenum et P. commune (Larsen et al., 2000). Un 

peu plus tard dans le même groupe de recherche, un algorithme « X-hitting » a été développé 

et appliqué sur des classes différentes de métabolites secondaires et se base sur leurs spectres 

UV-Vis obtenus par HPLC en phase inverse. Il permet aussi à l'utilisateur de construire une 

base de données spectrales UV-Vis (Hansen et al., 2005). L’utilisation de cette méthodologie 

a permis d’isoler deux nouvelle spiro-quinazoline, les lapatins A et B (Larsen et al., 2005).  

Le workflow de déréplication d’un organisme peut être envisagé de nos jours comme un 

mélange de techniques où la spectroscopie UV-Vis accomplit un rôle important mais 

secondaire. Aujourd’hui on ne peut pas imaginer une déréplication faite sans l’utilisation de 

méthodologies  plus informatives comme la SM et la RMN. 

 

1.2.2 Les couplages avec la spectrométrie de masse (SM) 

1.2.2.1 CPG-SM 

La CPG-SM est la combinaison synergique de deux techniques micro-analytiques 

puissantes. L'appareil de CPG sépare les composants d'un mélange dans le temps et le 

spectromètre de masse fournit les informations qui facilitent l'identification structurelle de 

chaque composant (Sparkman et al., 2011). Cependant, la CPG-SM est incompatible avec des 

composés non volatiles et thermiquement labiles. En conséquence, des méthodes de 

dérivation ont été développées pour rendre ces métabolites moins polaire, plus volatils ou 

thermiquement stable pour qu'ils puissent être analysés par CPG-SM (Du and Zeisel, 2013). En 

parlant de déréplication par CPG-SM, l'ionisation standard par impact électronique (IE) à 70 

eV fournit des ions moléculaires et des fragments reproductibles et caractéristiques. 

L'identification moléculaire peut être établie en comparant l'ensemble des données spectrales 

avec des bases de données spectrales massiques standards (NIST, GPC-MS Agilent Fiehn 

Metabolomics Retention Time Locked Library, GOLM, Wiley…) (Carnevale Neto et al., 2016). 

Dans ce but, des méthodologies ont été développées en envisageant la déréplication 

simultanée et sans équivoque par CPG-SM pour identifier des dérivés de triterpénoïdes 

pentacycliques (acides oléanolique, bétulinique et ursolique) ayant été auparavant signalés 

pour avoir une activité modérée contre Mycobacterium tuberculosis (Gu Jian-Qiao et al., 
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2005). Dans le domaine de l’écologie chimique, les extraits apolaires adaptés à une analyse 

par CPG-SM sont riches en produits essentiels pour les bactéries par exemple. Une méthode 

d'analyse a été développée pour le traitement de données basée sur le screening par CPG 

normalisée, qui combine la conversion de ces données et le traitement statistique par HCA 

(hierarchical cluster analysis) pour évaluer les grands ensembles d'extraits bactériens 

(Böröczky Katalin et al., 2006). D’autres approches plus modernes de déréplication par CPG-

SM ont été proposées en combinant des méthodes de déconvolution (Automated Mass 

Spectral Deconvolution and Identification System – AMDIS et Ratio Analysis of Mass 

SpectrometrY - RAMSY) dans le but d’améliorer l’identification de composés dans un extrait 

(Carnevale Neto et al., 2016).  

Ces études déréplicatives avec la CPG-SM ont des limites importantes, par exemple 

quand deux ou plusieurs molécules sont co-éluées, et également à cause de la fragmentation 

élevée par IE qui conduit à une perte d’information structurale (Du and Zeisel, 2013). 

Cependant des techniques d'ionisation douces, comme l'ionisation chimique (IC) peuvent 

surmonter cette question en préservant l'intégrité moléculaire dans la source (Carnevale Neto 

et al., 2016).  

 

1.2.2.2 CLHP-SMn  

 Pendant les 30 dernières années, la chromatographie liquide de haute performance 

(CLHP) est devenue la technique de référence pour l'analyse de produits naturels. À côté des 

améliorations considérables des performances de colonnes, le couplage avec des détecteurs 

de plus en plus performants (DAD, SM ou RMN) a ouvert de nouvelles possibilités pour la 

caractérisation de métabolites secondaires dans des extraits naturels.  

Le couplage entre la CLHP et la spectrométrie de masse, en synergie avec les outils 

chimio-informatiques, constituent à présent le workflow le plus puissant en chimie de 

substances naturelles (Hubert et al., 2017). S’appuyant sur un article publié en 2002 sur les 

corrélations de fragmentations par SM (Wan et al., 2002), le Professeur Nuno Bandeira de 

l’Université de Californie à San Diego a commencé ses travaux sur l’analyse en protéomique 

en utilisant des réseaux spectraux, regroupant dans une représentation en constellation des 

molécules qui partagent une même voie de fragmentation. Cette approche a permis 

d’élaborer une base de données de protéines in-house (Bandeira, 2007; Bandeira et al., 2007). 
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L’équipe du Professeur Pieter Dorrestein de la même université a continué le développement 

de cette approche des réseaux moléculaires (auparavant appelés réseaux spectraux) comme 

une moyen de déréplication à haut débit (Yang et al., 2013). Les spectres générés à partir 

d’organismes d’origine marine ou terrestre sont mis en ligne sur une plateforme de libre accès 

qui sert aussi de libraire spectrale, appelé GNPS (Global Natural Products Social Network) 

(Wang et al., 2016). En Europe, d’autres laboratoires ont commencé à utiliser immédiatement 

cette approche et à l’améliorer, principalement le groupe du Pr. Jean-Luc Wolfender de 

l’Université de Genève. Ils ont développé par exemple une stratégie de déréplication basée 

sur la combinaison du réseau moléculaire avec une vaste base de données de fragmentation 

SM/SM de produits naturels modélisée in silico (Allard et al., 2016). En France, l’Institut de 

chimie de substances naturelles (ICSN, Gif-sur-Yvette) a utilisé cette approche pour cibler et 

isoler une série de diterpènes dérivés du daphnane, tigliane, et jatrophane provenant des 

espèces du genre Euphorbia (Euphorbiaceae). Ces produits ont aussi montré une forte activité 

contre le virus du chikungunya et celui du VIH (Nothias-Scaglia et al., 2015). À présent, ce 

workflow LC/SM-SM-bioinformatique a de multiples applications. Par exemple au sein du 

laboratoire BioCIS-Université Paris Sud, il est utilisé pour l’exploration chimique de plantes 

déjà étudiées dans le but d’isoler des produits minoritaires nouveaux (Fox et al., 2017) ou bien 

il peut être utilisé dans des stratégies de synthèse biomimétique dans le but d’identifier des 

produits structuralement originaux.  

 

1.2.3 La résonance magnétique nucléaire 

 La SM est un outil puissant et la méthode la plus commune de déréplication. 

Cependant beaucoup de composés sont isobariques (ils ont des poids moléculaires 

identiques) et les données de fragmentation peuvent être ambiguës (Fink and Reymond, 

2007; Williams et al., 2015). La RMN fournit donc un avantage significatif sur la SM pour 

assigner des structures moléculaires. La spectroscopie RMN est considérée comme le 

détecteur chimique universel puisqu'il produit des données riches en informations pour 

identifier les caractéristiques structurales des composés. Avec l'apparition de hauts champs 

magnétiques et des sondes cryogéniques ou capillaires, la sensibilité moins importante de la 

RMN en comparaison à la SM été progressivement contrebalancée et même l'élucidation de 

structure de composés minoritaires dans des mélanges devient possible (Hubert et al., 2014). 
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Au cours des dernières années, dans le but de faciliter l'acquisition de spectres RMN haut-

débit, le traitement de données issues de grands ensembles d'échantillons a été développé. 

Clos et collaborateurs ont mis en place une méthodologie automatisée simple et directe qui 

exploite les avancées récentes des logiciels (hardware et software) du spectromètre Bruker 

BioSpin NMR (Clos et al., 2013). 

 

L’équipe de Pharmacognosie de Reims a développé une méthode originale de 

déréplication par RMN. Comme nous le montrons dans la Figure 21, le workflow de cette 

approche se décompose en plusieurs étapes. Dans un premier temps, un processus de 

fractionnement est réalisé pour obtenir une séparation simplifiée des composés. Idéalement, 

la technique de fractionnement doit être sélective, rapide et capacitive, et la chromatographie 

de partage centrifuge (CPC) s’avère être une technique présentant ces caractéristiques. Dans 

un deuxième temps, l'ensemble des métabolites contenus dans les fractions générées par CPC 

sont analysé par RMN 13C. L’alignement des déplacements chimiques de tous les spectres des 

fractions est fait avec un algorithme créé sous Python et utilisant un traitement statistique par 

HCA (hierarchical cluster analysis). Le résultat est une carte de chaleur permettant de 

visualiser directement les métabolites individuels sur la carte bidimensionnelle résultant de 

l’HCA comme des «groupes de déplacement chimiques similaires" dans la série de fractions. 

Ensuite les ensemble de signaux liés à un métabolite sont comparés avec une base de donnée 

de métabolites secondaires (Hubert et al., 2014). Cette stratégie appelée « CARAMEL » (pour 

caractérisation des mélanges) a été conçue spécifiquement pour une première application 

dans la cosmétique où la caractérisation chimique de principes actifs naturels est soumise à 

l'augmentation de contraintes réglementaires (Hubert et al., 2015). Cependant cette 

méthodologie peut être également utilisée dans des matrice biologiques dans un but 

déréplicatif, comme par exemple des composés majoritaires de lichens (Oettl et al., 2014). 

Cette méthodologie présente plusieurs avantages comme :  

- l’obtention d’une vision globale de la composition d’un extrait naturel (profilage RMN 

de tout l’extrait; 

- l’identification rapide des composés majoritaires d’un extrait ; 

- la découverte de structures moléculaires originales (focus sur clusters de signaux RMN 

inconnus) ; 
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- La recherche ciblée de molécules intéressantes (activité) et non désirées (toxicité) ; 

 

Malgré l’utilisation fructueuse de la déréplication par RMN, d’une manière générale il reste 

encore des points qui doivent être améliorés : 

- il ne s’agit que d’annotation de molécules, et non d’une identification formelle ; 

- la configuration stéréochimique est le parent pauvre de ces méthodes à ce jour ; 

- il est préférable que l’entité à dérépliquer soit dans le même solvant deutéré que les 

produits de la base de données. 

Par conséquent, l’identification de la structure 3D complète des produits naturels 

inconnus n'est pas aisée et exige un profilage chimique vaste, obtenues par des expériences 

spectroscopiques multiples (principalement la SM, RMN 1D et 2D, dichroïsme circulaire).  

 

 

 

Figure 21. Workflow général de déréplication par RMN (Hubert et al., 2014). 
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2 La biodéréplication 

2.1 Définition  

 Le concept de biodéréplication est inhérent de la notion d’économie et d’optimisation. 

Les approches par déréplication permettent aux chimistes des substances naturelles 

d’économiser le temps, l’argent et les efforts. Au-delà des limitations actuelles de la 

déréplication, la possibilité d’ajouter à cette déréplication la dimension biologique apporte un 

progrès dans cette course à l’efficacité. Nous définissons donc la biodéréplication comme 

l’approche dans laquelle des techniques sont employées pour repérer de façon rapide et 

précoce les produits (connus ou inconnus) biologiquement actifs dans un mélange complexe 

tel que les extraits naturels. 

 

2.2 Méthodes 

2.2.1 Bioautographie 

 La chromatographie en couche mince (CCM) est une technique chromatographique 

fréquemment utilisée pour les analyses préliminaires des produits naturels ou pour 

l’identification rapide des composés connus à l’intérieur de mélanges simplifié obtenus après 

le pré-fractionement d’un extrait brut (Hook et al., 1997; Tan et al., 2011). La CCM corrélée à 

l’activité biologique est appelé bioautographie. Les premiers exemples de bioautographie ont 

été décrits dans les années  1950 sur des composés antibactériens testés sur des souches de 

Lactobacillus leichmannii et Streptococcus faecalis (Johnson, 1954; Picken and Bauriedel, 

1950) et des composés antifongiques utilisant Aspergillus niger (Wright et al., 1954). La CCM-

bioautographie est simple, rapide, économique et peut être mise en place dans la plupart des 

laboratoires. Le principe est le suivant : une suspension microbienne, une solution d’enzyme 

ou une autre cible biologique dans un milieu approprié est appliquée sur une plaque CCM 

après migration. Après incubation, les zones d’inhibition  de croissance ou d’activité peuvent 

être directement visibles, ou peuvent être visualisées après une étape de révélation 

impliquant un réactif chromogénique (Hostettmann et al., 2005; Potterat and Hamburger, 

2013) (Figure 22). L’utilisation de cette technique a augmenté dans les deux décennies passées 

pour le screening d'extraits de plantes. D’ailleurs plusieurs essais pharmacologiques ont été 
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modifiés pour qu'ils puissent être exécutés sur des plaques de CCM, comme les tests 

antimicrobiens, antifongiques, antioxydants, l’inhibition de l’alpha et de la bêta-glucosidase, 

ou l’inhibition de l’activité anticholinestérase (Adhami Hamid-Reza et al., 2013). Malgré sa 

facilité d'utilisation, la bioautographie souffre évidemment de quelques limitations inhérentes 

: la plupart des essais biologiques ne sont pas compatibles avec les conditions prévalant sur 

une plaque de CCM. Par ailleurs, des données quantitatives peuvent être obtenues seulement 

pour un nombre limité de tests, comme ceux utilisant la détection de bioluminescence 

(Potterat and Hamburger, 2013). Un défaut de la CCM déploré pendant longtemps a été le 

manque de couplage avec des méthodes spectroscopiques telles que la spectrométrie de 

masse. Cependant ces derniers années quelques solutions techniques ont été proposées pour 

combiner la CCM et la SM (Le Pogam et al., 2017). Automatiser la technique de CCM-

bioautographie (en adaptant la cible biologique) avec méthodes de détection comme la SM et 

la RMN peut être un outil rapide de déréplication pour les produits naturels (Adhami Hamid-

Reza et al., 2013; Grzelak et al., 2016).  

 

 

Figure 22. Principe du test de bioautographie sur CCM (Potterat and Hamburger, 2013). 
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2.2.2 Tests biologiques en ligne et récepteurs immobilisés 

Quand une technique de séparation est associée directement et en temps réel avec un 

test biologique, il permet simultanément la séparation et la détection de composés bioactifs 

dans des mélanges complexes (Ingkaninan et al., 2000). Le développement d'essais post-

colonne en ligne livrant des données de bioactivité pour des pics d’HPLC est donc une stratégie 

particulièrement intéressante et rapide (Potterat and Hamburger, 2013). De plus, si le système 

en ligne est relié avec d'autres techniques de détection comme le DAD ou la SM, les composés 

actifs peuvent être rapidement identifiés (Ingkaninan et al., 2000). 

Le principe est le suivant : d’abord la séparation des produits d’un mélange par HPLC, suivi de 

l’ajout à l’éluat d’une solution de la protéine cible interagissant avec le(s) analyte(s) dans une 

première zone où commence une incubation rapide. Ensuite un ligand ou substrat est ajouté 

et réagit avec la cible dans une deuxième zone où continue l’incubation. Les produits de la 

réaction sont alors analysés en utilisant les détecteurs UV, SM ou de fluorescence (Figure 23). 

La détection par SM en parallèle aux analyses biologiques (en divisant le flux, mode split) 

permet d’avoir des informations sur la structure chimique du produit (Kool et al., 2011; 

Potterat and Hamburger, 2013).  

 

 

Figure 23. Principe des réactions biologiques en ligne (Potterat and Hamburger, 2013). 
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Les premières expériences avec cette approche datent des années 1990, avec des 

réactions post-colonne d’échange de ligand avec des composés organosulfurés, comme 

l’éthylène thiourée, la cystéine ou le glutathion avec le complexe non-fluorescent de calcéine-

PdII (Irth et al., 1990). Ces expériences ont été développées principalement par Irth et ses 

collaborateurs à l'Université d'Amsterdam aux Pays-Bas (Oosterkamp et al., 1997a, 1997b). Ce 

groupe a aussi inventé le terme "screening de haute résolution" (HTS en anglais) pour décrire 

cette approche. De nos jours, une large variété d'essais biologiques applicables à une large 

gamme de cibles de protéines ont été développés (Shi et al., 2009).  

De multiples approches similaires ont été proposées dans l’optique de biodéréplication 

d’extraits de plantes. Des exemples sont la détection d’inhibiteurs de l’acétylcholinestérase 

(Ingkaninan et al., 2000), la détection du récepteur nicotinique de l’acétylcholine (De Kloe et 

al., 2011), la détection de récepteurs de liaisons à l’estrogène (Schobel et al., 2001), les 

inhibiteurs d’angiotensine (Van Elswijk et al., 2003), les inhibiteurs de la phosphodiestérase 

(Schenk et al., 2003), la détection du pouvoir antioxydant (DPPH, 2,2′-diphenyl-1-

picrylhydrazyl) (Zhang et al., 2012). Malgré les avantages de cette approche, notamment une 

détection rapide de la molécule active et la facilité d’adapter les tests biologiques, la principale 

limite est le temps de réaction post-colonne. En effet, la réaction doit obligatoirement être 

incubée pendant un temps court pour limiter la diffusion affectant négativement la résolution 

(Potterat and Hamburger, 2013). 

 Une autre approche consiste à immobiliser des récepteurs sur une phase stationnaire, 

et l’utilisation de cette colonne comme outil de biochromatographie afin de détecter des 

ligands. Cette approche a été développée notamment par Wainer (Calleri et al., 2010; Maciuk 

et al., 2008; Moaddel and Wainer, 2009). 

 

2.2.3 Tests en ligne découplés 

Pour contourner cette limitation liée au temps d’incubation post-colonne, Irth et ses 

collaborateurs ont développé une configuration où les tests biologiques sont réalisés après la 

séparation mais de façon découplée dans le temps (Giera et al., 2009). Dans cette approche, 

le réactif biochimique requis pour l'essai est toujours ajouté en post-colonne de CLHP, mais 

l'éluent est fractionnée dans des microplaques de 96, 386 ou 1536 puits avant l'incubation 

avec la cible (Potterat and Hamburger, 2013) (Figure 24). 
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Figure 24. Configuration schématique de la détection en ligne découplée d'inhibiteurs d'enzyme 

(Giera et al., 2009). 

 

 Les avantages de cette méthode sont le traitement de séchage, les étapes de 

redissolution qui peuvent être contrôlées, le solvant étant adapté et identique pour tous les 

essais. En comparaison avec les tests en ligne, l'avantage essentiel de la configuration 

découplée consiste en ce qu'il n'y ait aucune limitation en ce qui concerne le temps 

d'incubation et ainsi aucune perte de la résolution (Giera et al., 2009; Potterat and Hamburger, 

2013). 
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3 Application de la biodéréplication avec le test de liaison à l’hème  

3.1 Piper coruscans Kunt (Piperaceae) 

3.1.1 Taxonomie et distribution 

Tableau 3. Classification taxonomique de l’espèce Piper coruscans. 

Piper coruscans Kunt 

Classe Equisetopsida C. Agardh 

Sous-classe Magnoliidae Novák ex Takht. 

Sous-ordre Magnolianae Takht. 

Ordre Piperales Bercht. & J. Presl 

Famille Piperaceae Giseke 

Genre Piper L. 

Espèce Piper coruscans Kunt 

 

Synonymes : Artanthe amazonica, A. coruscans, A. pseudochurumayu, Piper amazonicum, P. 

baryanum, P. coactaepilum, P. coruscans var. membranaceum, P. orenocanum, P. 

pseudochurumayu, P. pseudochurumayu var. membranaceum, P. santiaganum, P. tingens, P. 

wurdackii, Schilleria coruscans, Steffensia pseudochurumayu. 

Nom vulgaire : Cordoncillo. 

  

http://tropicos.org/Name/43000109
http://tropicos.org/Name/43000013
http://tropicos.org/Name/100352385
http://tropicos.org/Name/43000016
http://tropicos.org/Name/42000020
http://tropicos.org/Name/40009192
http://tropicos.org/Name/25003668
http://tropicos.org/Name/25003867
http://tropicos.org/Name/25003667
http://tropicos.org/Name/25003421
http://tropicos.org/Name/25003868
http://tropicos.org/Name/25003868
http://tropicos.org/Name/25001551
http://tropicos.org/Name/25003664
http://tropicos.org/Name/25003669
http://tropicos.org/Name/25000834
http://tropicos.org/Name/25000834
http://tropicos.org/Name/25003665
http://tropicos.org/Name/25001842
http://tropicos.org/Name/25001899
http://tropicos.org/Name/25003670
http://tropicos.org/Name/25003670
http://tropicos.org/Name/25003866
http://tropicos.org/Name/25003666
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Figure 25. A) Arbuste de l’espèce Piper coruscans (Photo prise par PG Vásquez-Ocmín dans la 

communauté de Lupuna-Zona II, Loreto, Pérou). B) Herbier de l’espèce P. coruscans collectée dans 

le département de Loreto au Pérou et déposé au Museum d’Histoire Naturel de Chicago 

(https://www.gbif.org/occurrence/1228325685). 

 

La distribution de P. coruscans (Figure 25) est strictement limitée à l’Amérique : Bolivie, 

Brésil, Colombie, Costa Rica, Équateur, Guyane Française, Pérou et Venezuela. Au Pérou sa 

distribution est principalement amazonienne, dans les régions d’Amazonas, Loreto, Madre de 

Dios, Pasco (Tropicos, 2018, Figure 26). 

 

 

Figure 26. Distribution et collectes de l’espèce P. coruscans (gbif, 2018b).  

https://www.gbif.org/occurrence/1228325685
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3.1.2  Utilisation traditionnelle contre le paludisme 

Plusieurs espèces de la famille des Piperaceae sont très utilisées à des fins médicinales, 

comme c’est le cas de Piper loretoanum et P. mediocre contre la leishmaniose (Odonne et al., 

2009) ainsi que Peperomia nivalis employé en cas des maladies stomacales (Vasquez-Ocmín 

et al., 2017). L’espèce P. coruscans est utilisée en Amazonie péruvienne pour combattre les 

fièvres tierces du paludisme. La préparation consiste à écraser 50g de parties aériennes dans 

1 litre d'eau et de préparer une infusion. Cette préparation est prise comme eau de 

consommation quand la personne malade souffre de la fièvre (Vásquez-Ocmín et al., 2018). 

Les études sur cette espèce jusqu’à présent se résument à une seule étude de 2004. Les 

auteurs ont utilisé le fractionnement bioguidé  pour isoler les principaux produits 

antimycosiques, ce qui a permis d’isoler deux nouvelles cyclopentenediones, la coruscanone 

A et la coruscanone B (Figure 27). Les activités in vitro contre Candida albicans montrent une 

très bonne activité de la coruscanone A avec une IC50 à 0.78 µg/mL (Li et al., 2004). La 

deuxième publication date de 2010 et présente la synthèse de ces deux coruscanones ainsi 

que les principaux dérivés montrant des activités in vitro similaires aux deux produits d’origine 

(Shestak and Novikov, 2010). 

 

Figure 27. Structures de la coruscanone A et B isolé de P. coruscans. 

 

Du fait de son utilisation traditionnelle et du faible nombre d’études sur cette plante, nous 

avons choisi P. coruscans comme matrice complexe pour la mise au point méthodologique du 

test de liaison à l’hème par SM.  
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3.2 Biodéréplication antiplasmodiale basée sur la liaison à l’hème, les réseaux 

moléculaires et la chromatographie de partage centrifuge. 

 

3.2.1 Résumé 

La recherche sur le paludisme reste obligatoire pour expliquer la chimie et la biologie 

du parasite Plasmodium sp. En dépit des inconvénients de la recherche sur les substances 

naturelles, cette dernière a démontré être encore maintenant un outil essentiel pour 

combattre le paludisme. Des stratégies de criblage intelligentes sont nécessaires pour 

accélérer ce processus. Nous proposons une méthode de biodéréplication combinant une 

approche de déréplication classique avec le principal mécanisme d’action des médicaments 

antipaludiques et en utilisant la spectrométrie de masse. La méthode regroupe un essai 

biomimétique de liaison à l’hème (la détection des adduits d’hème se fait par SM), les réseaux 

moléculaires pour une exploration des données et la CPC pour fractionner les extraits et isoler 

les composés. Cette méthode a été appliquée à la plante médicinale amazonienne Piper 

coruscans (Piperaceae). Douze composés ciblés ont été isolés, principalement des composés 

phénoliques expliquant l’activité biologique in vitro de l’extrait de P. coruscans.  
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ABSTRACT: 1 

Malaria research remains mandatory to explain the chemistry and biology of Plasmodium 2 

parasite. In spite of the drawbacks of natural products research, the latter have proven still 3 

recently to be one of the main tools to fight malaria. Smart screening strategies are necessary 4 

to hasten this process. We propose a biodereplication method combining the classical 5 

dereplication approach with the predominant mechanism of action of antimalarial drugs and 6 

using mass spectrometry. The method encompasses a biomimetic heme binding assay (heme 7 

adducts detection by MS), molecular networking for quick data mining and CPC for extract 8 

fractionation and compounds isolation. This method has been applied to the Amazonian 9 

medicinal plant Piper coruscans (Piperaceae). Twelve targeted compounds were isolated, 10 

principally phenolic compounds accounting for the in vitro biological activity of P. coruscans 11 

extract. 12 

 13 

INTRODUCTION 14 

 15 

Malaria is an infectious disease caused by four protozoan species of the genus Plasmodium (P. 16 

falciparum, P. malariae, P. ovale, and P. vivax).1 The most widespread and severe form disease 17 

is caused by P. falciparum, which transiently infects the liver before invading red blood cells 18 

of the mammalian host. Clinical manifestations occur during the erythrocytic stage and can 19 

include fever, chills, headache, muscular aching and weakness, vomiting, cough, diarrhea and 20 

abdominal pain, generalized convulsions, circulatory collapse and can be followed by coma 21 

and death if not treated. Initial symptoms, sometimes of mild intensity, may not be easy to 22 

recognize as being due to malaria.2 Malaria is commonly associated with poverty, but is also 23 

a cause of poverty and a major hindrance to economic development. For decades compounds 24 

derived from chloroquine and now artemisinin have been used used in combination with 25 

other drugs to fight malaria.3 Nevertheless, Plasmodium's ever-growing resistance to these 26 

medicines continues to make it a global health problem.4,5 A major factor that severely hinders 27 

the efforts to ‘roll back malaria’ is the emergence and spread of parasites resistant to 28 

affordable antimalarial agents 6. Research of novel antimalarial molecules involves, in a 29 

general way, the screening of compounds obtained by medicinal or combinatorial chemistry 30 

or isolated from Nature, followed by improvement of these molecules by hemisynthesis to 31 
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enhance the biological activity. However bioguided isolation is ambiguous, because the 1 

mechanism of action is not known a priori, so complementary tests are needed. Given the 2 

complexity of natural extracts and owing to the considerable efforts of compounds isolation 3 

and identification made during the past decades, the combination of chemical and 4 

computational tools currently allow to “dereplicate” an extract whatever the origin (vegetal, 5 

marine organism, microbial, etc.) with the purpose to discard known, mildly active molecules 6 

7. Historically, the first definition of the term ‘‘dereplication’’ was given by Beutler et al. in 7 

(1990) as ‘‘a process of quickly identifying known chemotypes”.8 Today one stunningly 8 

performant example of dereplication is molecular networking (MN), a computer-based 9 

approach allowing to visualize and organize tandem mass spectrometry datasets and to 10 

automate database search for metabolite identification within complex mixtures. 9 Such a tool 11 

relies on the observation that structurally similar metabolites share similar MS-MS 12 

fragmentation patterns.10,11 Dereplication approaches strictu senso do not unequivocally 13 

identify compounds but annotate them as being identical to a known compound with a high 14 

probability. Such approaches also do not give any biological information. We propose the term 15 

“biodereplication”, introduced in this work, as the early detection in a complex mixture of 16 

compounds responsible for the activity, before any isolation or formal identification. 17 

Mechanism of action of quinoline drugs like chloroquine is due to the inhibition of the 18 

crystallization pathway of free heme, which is released inside the Plasmodium digestive 19 

vacuole (PDV) after hemoglobin proteolysis.12 The PDV is a multiphasic mixture of neutral 20 

lipids in the form of nanospheres suspended in an aqueous solution of proteins with pH in the 21 

range 4.8−5.513–15, and is an acidic proteolytic compartment crucial for the metabolism of the 22 

parasite. In this vacuole, amino acids are transported, oxygen radicals are detoxified, drugs 23 

are accumulated, acidification is maintained and free iron is generated.16 Due to the important 24 

roles of heme in elementary cellular processes of most organisms and especially in 25 

Plasmodium, heme metabolism is historically a major target for anti-parasitic drug, and is still 26 

considered as a promising target for new molecules.17,18 The heme crystallization process is a 27 

pivotal point in understanding the mechanism(s) of action of the major quinoline antimalarial 28 

drugs19, and  crucial for the development of new drugs able to overcome parasite resistance.20 29 

Formation of π-π non-covalent bounds is a necessary requirement for the inhibition of heme 30 

crystallization by antimalarial drugs.21 Muñoz-Durando et al22 work was taken as starting point 31 
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with the aim to optimize the biological conditions and mimic the multiphasic and acidic 1 

conditions of PDV. Isolation of potentially active molecules guided by biodereplication on 2 

heme binding assay were isolated from an extract of Piper coruscans (Piperaceae). 3 

 4 

EXPERIMENTAL SECTION 5 

 6 

1. Heme-binding assay by MS. 7 

 8 

Hemin and crude ethanolic extract were dissolved in DMSO at 5 mM and 10 mg/mL, 9 

respectively. Pure compounds were dissolved in DMSO at the concentration of 10 mM. Citric 10 

buffer saturated octanol (CBSO) was prepared by mixing 5 mL of citric acid 50 mM pH 5.2 and 11 

15 mL of n-octanol (anhydrous, ≥99%) and letting it to settle at 23 °C for 30 min. Upper phase 12 

of CBSO was used. Auto sampler 1260 infinity G1367E 1260 Hip ALS (Agilent Technologies) 13 

was used to do the automatic mixing of aliquots in a 384 well. Incubation mixture was as 14 

follows: compound 5 µL + heme 5 µL + tween 20 (10 µM) 5 µL + organic phase of CBSO 85 µL. 15 

Samples were injected in infusion mode in a 6530 Accurate-Mass QToF LC/MS instrument 16 

(Agilent Technologies) with the following settings: positive ESI mode, standard 50-3200 mass 17 

range calibration, 2 GHz acquisition rate. Ionization source conditions were: drying gas 18 

temperature 325 °C, drying gas flow rate 11 L/min, nebulizer 35 psig, fragmentor 175 V, 19 

skimmer 65 V. Range of m/z was 200-1700. In the positive-ion mode, purine C5H4N4 [M + H]+ 20 

ion (m/z 121.050873) and the hexakis (1 H,1H,3H-tetrafluoropropoxy)-phosphazene 21 

C18H18F24N3O6P3 [M+H]+ ion (m/z 922.009 798) were used as internal lock masses. Full scans 22 

were acquired at a resolution of 11 000 (at m/z 922).  23 

On the same spectrum appears heme at m/z 616.16, adducts at m/z 616.16 + “X” and 2heme 24 

+ “X”; heme + DMSO at m/z 694.19; heme dimers at m/z 1231.32 (2heme – H)+; m/z 1253.30 25 

(2heme - 2H + Na)+, m/z 1267.26 (2heme + 35Cl)+ and 1269.24 (2heme + 37Cl)+. Chloroquine in 26 

aqueous mother solution at 5 mM (chloroquine diphosphate, Sigma-Aldrich) was used as 27 

positive control in the mixing. Artemisinin (Sigma-Aldrich) was used also as positive control. 28 

To obtain Fe(II)-heme from hemin (Fe(III)-heme), glutathione (50 mM in water) was mixed 29 

with hemin (5 mM in DMSO) in a ration 1:1 and let to incubate 40 min. This solution was used 30 

as heme solution as described above. 31 
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2. Visualization of adducts fragmentation by molecular networking (MN) 1 

 2 

Ethanolic extract and heme (same conditions above) were mixed and injected using infusion 3 

mode for MSMS experiment. Three collision energies were used: 30, 50, and 70 eV. Ten most 4 

intense ions (Top 10) per cycle were selected. MSMS acquisition parameters were as follows: 5 

m/z range 100-1700, default charge of 1, minimum intensity of 5000 accounts, rate/time = 3 6 

spectra/s, isolation width: Narrow (1.3 m/z). A list of compounds was generated by the “find 7 

by auto MSMS” algorithm of MassHunter software (Qualitative Analysis B.07.00, Agilent 8 

technologies). The mode “extract average MSMS spectrum” was used to sum up and average 9 

the results of the 3 collision energies. Exportation of generated spectra was made in MGF 10 

format using the option “entire data file”. Information generated were uploaded onto the 11 

online platform GNPS (global natural product social network).10 Parameters used for the 12 

algorithm were: precursor ion mass tolerance = 1; fragment ion mass tolerance = 0.3; min 13 

pairs cos = 0.7; minimum matched fragment ions = 3; minimum cluster size = 1. From the data 14 

a network was calculated measuring correlations and plotted using Cytoscape 3.5.1. Each m/z 15 

of adducts (heme + “X”) was observed as an individual node in the same cluster, related to 16 

each other in agreement with the loss of a similar fragment (heme at m/z 616.16). An alkaloid 17 

extract from Cinchona sp. and eight antiplasmodial drugs (chloroquine, quinine, amodiaquine, 18 

ketoconazole, miconazole, mefloquine, praziquantel, sulfadoxine) were used as examples of 19 

visualization of adducts fragments by molecular networking. Methodology and conditions 20 

were the same as described above. 21 

 22 

3. Collision induced dissociation of non-covalent binds 23 

 24 

Dissociation in the collision chamber was caused by increasing kinetic energies from 0 to 32 25 

eV. MSMS targeted mode, isolation width of m/z 1.3 and flow injections analyses (FIA) were 26 

used. MSMS parameters were the same as described above. Results were plotted and the 27 

sigmoidal regression curve could allow to calculate the energy necessary to dissociate 50 % of 28 

adducts (DV50).22 29 

 30 

 31 
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4. Biological material 1 

 2 

Leaves of Piper coruscans (Piperaceae) were collected in December 2016 in Lupuna (Zona II) 3 

village, in the province of Maynas, located in the region of Loreto, Peru (18M 0704173, UTM 4 

9585656). The plant was identified by Dr. Carlos Amasifuén and deposited at the National 5 

Herbarium of the San Marcos University, Lima, Peru. Leaves dried and ground (600 g) were 6 

soaked 24 h twice in 5 L of ethanol 96%, filtrated and the extract evaporated under reduced 7 

pressure, below 40 °C. 8 

 9 

5. Isolation of targeted compounds. 10 

 11 

Molecules isolation were performed using centrifugal partition chromatography (CPC) (Sanki 12 

LLB-M, 200 ml capacity), preparative HPLC and LCMS. Liquid-liquid extraction was carried out 13 

on 60 g of ethanolic extract using cyclohexane (yielding 45 g, PCC), ethyl acetate (yielding 10g, 14 

PCA) and water (yielding 11g, PCAq). Targeted molecules were localized by means of LC-MS 15 

analysis in the cyclohexane and ethyl acetate extracts. CPC in descending mode was 16 

performed on 1.8 g of PCC using the biphasic solvents system heptane/ethyl 17 

acetate/butanol/methanol/water (20:10:10:30:30) determined by testing several biphasic 18 

systems and analyzing both phases by LCMS. Fractions of 0.5 mL were collected, analyzed by 19 

LCMS and grouped into 15 sub-fractions. Isolated compounds were aurentiacin, compound 1 20 

(20 mg); strobopinin 7-methyl ether, 2 (18 mg); and 5-hydroxy-7-methoxy-6,8-dimethyl 21 

flavanone, 3 (7 mg). CPC in descending mode was performed from 8 g of PCA using the biphasic 22 

solvents system heptane/ethyl acetate/butanol/methanol/water (12:14:14:23:37) 23 

determined by testing several biphasic systems and analyzing both phases by LCMS, with 24 

similar conditions described above. Six sub-fractions were obtained, including PCA-2 (yielding 25 

840 mg). A second CPC in descending mode was performed on 800 mg of PVA-2 with 26 

heptane/ethyl acetate/butanol/methanol/water (8:16:16:18:42), giving 13 sub-fractions. 27 

Preparative HPLC was performed on a Sunfire column C18, 4.6 x 150 mm – 5µm (Waters) as 28 

stationary phase and water (0.1 % formic acid)/acetonitrile (30 to 70 % in 20 minutes) as 29 

mobile phase. Eight compounds were isolated: desmethoxymatteucinol, 4 (1.2 mg); 2’, 4’-30 

dihydroxy-6’-methoxy-3’-methylchalcone, 5 (0.8 mg); cardamomin, 6 (3.7 mg); compound 7 31 
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(0.7 mg); alpinetin, 9 (1.1 mg); 3-cinnamoyl-6-ethoxy-4-methyl-2H-pyran-2-one, 10 (1.3 mg); 1 

pinocembrin, 11 (2.6 mg); dimethyl cryptostrobin, 12 (0.6 mg), N-Benzoyltyrarnine methyl 2 

ether, 13 (1.9 mg). Along with these targeted compounds one new untargeted compound was 3 

isolated: 1H-inden-1-one, 8 (3 mg).  4 

Details of compounds identification and NMR Spectroscopic Data are given in supplementary 5 

information (see SI1-SI4).  6 

 7 

6. Antiplasmodial activity 8 

 9 

Plasmodium falciparum culture 10 

The chloroquine-sensitive 3D7 P. falciparum strain (clone of the NF54) and W2 chloroquine-11 

resistant strains were obtained from Malaria French National Reference Center (CNR 12 

Paludisme, Hôpital Bichat Claude Bernard, Paris). The strains were maintained in O+ human 13 

erythrocytes in albumin supplemented RPMI medium under continuous culture using the 14 

candle-jar method.23 The parasites were synchronized to the ring stage by repeated sorbitol 15 

treatment.24 16 

 17 

In vitro antiplasmodial activity on Plasmodium falciparum. 18 

A 2.5% (V/V) erythrocytes suspension with 1 % parasitemia (number of infected red blood 19 

cells per 100 red blood cells) was incubated in duplicates with the compounds at 20 

concentrations ranging from 48.5 nM to 100 µM, obtained by serial dilution. After 44 h of 21 

incubation at 37 °C, the plates were subjected to 3 freeze-thaw cycles to achieve complete 22 

hemolysis. The parasite lysis suspension was diluted 1:5 in lysis buffer. In vitro susceptibility is 23 

expressed as the concentration inhibiting 50 % of the parasite’s growth (IC50). Parasite growth 24 

was determined by using SYBR® Green I, a dye with strong fluorescence enhancement upon 25 

contact with parasite DNA. Incorporation of SYBR® Green I (Applied Biosystems, France) in 26 

parasite DNA was measured using the Master epRealplex cycler® (Eppendorf, France) 27 

according to the following program to increase the SYBR® Green I incorporation: 90 °C (1 min), 28 

decrease to 10 °C over 5 min followed by fluorescence reading. Untreated infected and 29 

uninfected erythrocytes were used as controls and chloroquine diphosphate (Sigma, France) 30 

as reference drug.25 IC50 was calculated by IC-estimator online software 31 
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(http://www.antimalarial-icestimator.net). 1 

 2 

7. Cytotoxicity studies 3 

 4 

Cellular cytotoxicity was evaluated using the AB943 primary human dermal fibroblast cell line 5 

maintained at 37 °C in RPMI 1640 medium supplemented with 10% (v/v) fetal calf serum. Cells 6 

were seeded in 96-well plates (20,000 cells/mL) and incubated for 24 h, then treated with the 7 

drug for 72 h. After incubation, the cell growth medium was replaced by 100 μL RPMI 1640 8 

containing 20% (v/v) Alamar Blue (Thermo-Fisher, France). Fluorescent viable cells were 9 

monitored after 5 h of incubation at 37 °C, at a wavelength of 530 nm for excitation and 590 10 

nm for emission, in a FL600 luminescence spectrometer (Biotek, France). CC50, corresponding 11 

to drug concentrations causing 50% of AB943 cell proliferation inhibition, were calculated 12 

from the drug concentration-response curves.26 13 

 14 

8. ADMET Prediction  15 

ChemSketch (ACD/Labs Products) software was used to screen all compounds in order to 16 

predict their lipophilicity. The input file were previously generated as SK2 files and prediction 17 

of logP were estimated. 18 

 19 

RESULTS AND DISCUSSION 20 

 21 

Heme (ferriprotoporphyrin IX - Fe(III)PPIX) is an ubiquitous and essential molecule which plays 22 

key biological roles in processes like oxygen transport, respiration, photosynthesis and drug 23 

detoxification.27,28 Free heme is strong oxidizing agent and sequestration of heme into 24 

hemozoin (first through heme aggregates and then into actual crystals) is a suitable target for 25 

new antimalarial drugs, which has been referred to as the “Achilles heel of the parasite”.29,30 26 

Different chemical and physical factors modulate hemozoin formation, such as the degree of 27 

hydrophobicity of native, surrounding alcohols and lipids in the digestive vacuole, their ability 28 

to solubilize heme aggregates or reduce surface tension. In vitro experiments showing also 29 

that increasing physical contact between heme aggregates by stirring increases this 30 

formation.31 31 

http://www.antimalarial-icestimator.net/
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First reports on the monitoring by MS of non-covalent complexes appeared in the literature 1 

in the early 1990s, with initial studies focusing on protein-ligand complexes quickly joined by 2 

studies in which protein-protein interactions were maintained.32 Indeed ESI provides a rapid, 3 

sensitive and highly selective tool for probing non-covalent interactions.33,34 Moreover it is a 4 

gentle ionization method, yielding no molecular fragmentation and allowing intact weakly 5 

bound complexes to be detected.32 Noteworthy, collision-induced dissociation (CID) can be 6 

induced in the so-called “fragmentor” zone of Agilent instruments (or in the equivalent zone 7 

in instruments of other manufacturers), which is technically the atmospheric 8 

pressure/vacuum interface. Such CID can be performed on single MS instruments, but is not 9 

finely tunable. Provided the fragmentor voltage is kept at a low value, stable non-covalent 10 

complexes can be formed between Fe(III)-heme and antimalarial agents, i.e., quinine, 11 

artemisinin and its derivatives dihydroartemisinin, α- and β-artemether, and arteether12. 12 

Binding strengths between drugs and Fe (III)-heme can also assessed in a relative mode. This 13 

approach has previously been shown to be useful in determining the structure-activity 14 

relationship of antimalarial agents, namely, terpene isonitriles and neocryptolepine 15 

derivatives.35 So far this approach has mainly be used to assess the strength of π-π non-16 

covalent binding.22,36,37,37 In this work we “biodereplicated” an ethanolic extract, adressing the 17 

main mechanism of action of antimalarial drugs like quinoleins. We combined information 18 

generated by Q-ToF MS (non-covalent adducts identification) and MS-MS (analysis of the 19 

fragmentation pathway by MN) to determine potentially active compounds independently of 20 

their chemical structures. 21 

In this work, a miniaturized and automated methodology was developed which improves the 22 

methodology described by Muñoz-Durango et al, 201222, to allow high-throughput screening 23 

format and reduce false positives. It mimics the pH (5.2) as well as the multiphasic conditions 24 

(aqueous-lipid interface) of the PDV.29 In order to achieve this, three criteria had to be fulfilled: 25 

1) the solution formed must have a pH similar to the PDV; 2) the solution must be 26 

homogeneous; 3) intensity of detected adducts must be equal or superior to those observed 27 

in basic conditions (heme dissolved in ammonia).22 Given the insolubility of heme in acidic 28 

aqueous media, optimization of these conditions was not straightforward.31 Recent reports 29 

suggest that hemozoin formation may occur at interfaces of aqueous and lipidic regions in the 30 

PDV.30,38 Data from X-ray tomography of the digestive vacuole indicate that while lipid 31 
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nanospheres are important for hematin (heme crystals formed in vitro are similar to hemozoin 1 

but are called hematin) nucleation, crystal growth may occur in the aqueous phase.39,40 The 2 

PDV biological lipids mixture being solid at room temperature (it is liquid at 37°C), n-octanol 3 

has been suggested as a more convenient biomimetic model than glycerides mixture.41,42 N-4 

octanol is an amphiphilic molecule with a hydrophobic aliphatic tail of medium length and a 5 

hydrophilic polar head which is smaller than the glycerol ester functional groups of mono- and 6 

diglyceride lipids.43 Accordingly, solubility of water is lower in n-octanol than in a glycerides 7 

mixture, but it is still sufficient for hydrogen bond formation and hematin crystals formation.38 8 

On the other hand, the lower solubility of heme at low pH is due to the intermolecular 9 

hydrogen bonds between propionic residues. The formation of these bonds requires 10 

protonation of the carboxyl groups, which strongly increases at lower pH.30 The lower the pH, 11 

the higher the amount of dimers but the lower the solubility. Citric buffer saturated octanol 12 

(CBSO) was found to properly solubilize heme.29,44 Octanol mimics the lipid nanospheres, 13 

while solubilized citric buffer imitates the acidic environment of the parasite’s digestive 14 

vacuole.14,29 We used a modified CBSO for this work, bringing its pH to 5.2. We were then able 15 

to monitor by MS the formation of non-covalent adducts in an incubate of ethanolic extract 16 

of P. coruscans25, heme and CBSO (Figure 1). Due to the peculiar nature of the solution 17 

composed by octanol, DMSO and water, parameters of the ionization source were optimized 18 

to allow evaporation, ionization and to decrease background noise. Temperature and gas flow 19 

were lightly increased compared to usual conditions, to 325 °C and 11 L/min, respectively. To 20 

ease the formation of micelle interface, we added a small concentration of detergent Tween 21 

20, previously developed to initiate heme crystallization.45 22 

 23 
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1 

Figure 1. MS spectrum of P. coruscans extract incubated with the heme. 2 

 3 

MS spectrum (Figure 1) showed apparent adducts formed by non-covalent binding of 4 

compounds within the ethanolic extract of P. coruscans incubated with heme-Fe(III) in an 5 

acidic medium. Deciphering such signals to detect adducts can be performed by several ways. 6 

The simplest way is to compare 1) the spectrum from the extract and 2) the spectrum of the 7 

mixture of extract with heme, and visually detect whether new ions of m/z > 616 (heme) 8 

appear in the second case. A program script could be designed to analyze data and 9 

automatically detect such discrepancies. Another way is to use a triple quadrupole instrument 10 

in precursor ion mode. If the second quadrupole is set to detect m/z 616, any adduct analyzed 11 

in the first quadrupole and able to produce heme as a fragment upon dissociation should be 12 

pointed out. Unfortunately, such instruments do not provide high m/z accuracy and are not 13 

able to give any information about the molecular formulas of unknown compounds. On the 14 

contrary, a Q-ToF instrument is providing high accuracy readings but is strictly speaking not 15 

able to work in precursor ion mode. Indeed, it needs to gather ions in a “pulse” before flight 16 

time measurement, and thus cancels the “separation in time” of precursor ions by the two 17 

first quadrupoles. Although a Q-ToF instrument is able to indicate at which time a target 18 

fragment ion is produced but is unable to indicate to which precursor it correlates. This 19 

limitation can be artificially minimized when running a chromatographic separation, but since 20 
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in our case the injection is in infusion mode, we cannot use the Q-ToF in precursor mode. We 1 

therefore propose to use the molecular networking approach to take advantage of Q-ToF 2 

instruments accuracy and still be able to automatically detect heme adducts. In such an 3 

approach, a network is computerized by the GNPS platform10 to detect ions producing heme 4 

fragment upon dissociation. In such an analysis, parameters can be set up so as every species 5 

producing m/z 616 as a fragment is plotted as a node in a same network cluster. In order to 6 

validate the ability of this approach to detect heme adducts, preliminary experiments were 7 

carried with A) a mix of eight antimalarial drugs and B) an alkaloid extract from Cinchona sp. 8 

Nodes in a cluster are connected following their cosine values. Cosine value approaches 1 9 

when fragmentations routes are very similar.11 Every drug of the mix of antimalarial drugs was 10 

detected in the same cluster with a cosine value among 0.73 to 0.98. In the other hand, heme 11 

adduct cluster from alkaloid extract showed all known compounds detected by LCMS (see SI5). 12 

Cosine values was an average among 0.81 to 0.96, because these compounds belong to the 13 

same sub-family of quinoline alkaloids (Figure 2). In the same figure, for the P. coruscans 14 

extract, analysis by MN showed five m/z of interest: 914.254, 900.234, 886.227, 871.524, and 15 

1137.721. Nodes within the cluster are connected with satisfactory cosine values in the range 16 

of 0.7 to 0.96. 17 
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 1 

Figure 2. Visualization by molecular networking of heme adducts for : A) main antimalarial drugs 2 

chloroquine (m/z 935.345 [heme + 319]+), quinine (m/z 940.342 [heme + 324]+), amodiaquine (m/z 3 

971.304 [heme + 355]+), sulfadoxine (m/z 926.253 [heme + 310]+), praziquantel (m/z 928.342 4 

[heme + 312]+), miconazole (m/z 1032.14 [heme + 416]+), ketoconazole (m/z 1147.31 [heme + 5 

531]+), mefloquine (m/z 994.274 [heme + 378]+); B) alkaloid extract from Cinchona sp. : cinchonine 6 

or cinchonidine (m/z 910.305 [heme + 294]+), cupreine or cupreidine (m/z 926.298 [heme + 310]+), 7 

cinchonaminone (m/z 928.31 [heme + 312]+), quinine or quinidine (m/z 940.313 [heme + 324]+), 8 

fragment of quinine (m/z 956.305 [heme + 340 + O]+); C) P. coruscans ethanolic extract: in green 9 

heme dimers, in red (m/z 914.254 [heme + 298]+), in purple (m/z 900.234 [heme + 284]+), in blue 10 

(m/z 886.227[heme + 270]+), orange (m/z 871.524 [heme + 255]+), and yellow (m/z 1137.34 [heme 11 

+ 521]+). 12 
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Adduct at m/z 1137.34 (molecular formula C32H27NO6) and 871.524 (molecular formula 1 

C16H17NO2) corresponded to two minor compounds in the ethanolic extract at m/z 521.56 2 

(M+H)+ and m/z 256.25 (M+H)+. Observed adducts at m/z 914.254 (molecular formula C18 3 

H18O4), 900.234 (molecular formula C17H16O4) and 886.227 (molecular formula C16H14O4) were 4 

expected to correspond to native compounds in the extract at m/z 299, 285, and 271 5 

respectively. Looking for these compounds in the LC-MS data revealed several isobaric species 6 

in the ethanolic extract (Figure 3). These isobaric species were distinguished by molecular 7 

networking principally in ethyl acetate extract (Figure 4), except for the non-polar compounds 8 

(1, 2, and 3). The molecular network also allows to determine that compounds 4, 5, 6, 9, 11, 9 

12 are likely belonging to the same phytochemical family (i.e. flavonoids), whereas 10 

compounds 7, 10 and 13 (alkamide) belong to different, less represented phytochemical 11 

families. 12 

 13 

 14 

Figure 3. LC-DAD-MS analyses of ethanolic extract of P. coruscans. A) DAD spectrum at 280 nm 15 

showing compounds at m/z 271, 285 and 299. B) Extracted spectra showing occurrence of m/z 16 

271. C) Extracted spectra showing occurrence of m/z 285. D Extracted spectra showing occurrence 17 

of m/z 299. 18 

 19 
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 1 

Figure 4. Network of ethyl acetate extract from P. coruscans showing targeted compounds at m/z 2 

299, 285, 271, 256 and 522.  3 

 4 

On MN clustering (Figure 2), adducts were represented by five nodes at m/z 914.254, 900.234, 5 

and 886.227. It was not possible to obtain several nodes of same m/z for the different isomers. 6 

Although recent developments have shown how to visualize by MN clustering isomers, this is 7 

possible if isomers have different retention time46, as it is the case for the isomers detected 8 

on the LC-MS data (Figure 4). We do not know reports so far of dereplication by MN of extracts 9 

by direct injection. In our case, this is not possible due to the fact that injection is done by 10 

infusion mode, with all analytes being injected in the source simultaneously. Our aim in this 11 

work is the rapid visualization of non-covalent binds without chromatography separation. 12 

Also, we did not use a chromatographic column to avoid adducts dissociation during elution. 13 

Injection after rapid mixing and short incubation guarantees the persistence of non-covalent 14 

bounds even of low strength.  15 

 16 

Once m/z of target compounds were identified, we performed a mass-guided isolation. We 17 

targeted these molecules by CPC using a mixture of five solvents specifically optimized for this 18 

purpose. The choice of a solvent systems is guided by the solubility of the analytes as well as 19 

the partition coefficient of the target analytes. In the preliminary optimization step, a rational 20 

selection of suitable stationary and mobile phases is essential.47 This fivefold mixture of 21 
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solvents (heptane/ethyl acetate/butanol/methanol/water) was selected as it provided good 1 

factor of retention and selectivity for the targeted molecules, namely, a partition coefficient 2 

of nearly 1 for the targeted analytes and different from 1 for other analytes. Two solvents 3 

systems were designed, the first system suited to non-polar compounds with heptane/ethyl 4 

acetate/butanol/methanol/water (12:14:14:23:37) and another system suited to moderately 5 

polar compounds with heptane/ethyl acetate/butanol/methanol/water (8:16:16:18:42) by 6 

increasing proportions of ethyl acetate and butanol in the organic phase. Most non-polar 7 

compounds 1, 2, and 3, were isolated using CPC chromatography showing in the CPC 8 

fractograms (See SI6). LC-MS analysis of both phases of several biphasic systems allowed to 9 

determine that the solvents system heptane/ethyl acetate/butanol/methanol/water 10 

(20:10:10:30:30) showed a satisfactory selectivity targeted on flavonoids compounds like 11 

flavanones or chalcones. This system is a variant from the Oka range in which hexane was 12 

replaced by heptane.47 the use of this system allowed to obtain compound 1, 2 and 3 in only 13 

one step (injection of ethyl acetate fraction in the CPC system, collection of pure compouds). 14 

Other compounds required a polishing step by preparative HPLC. 15 

Compounds at m/z 521.56 (M+H)+ and m/z 256.25 (M+H)+ were identified as (“under process 16 

of structural elucidation”) (7) and the known alkylamide (13), respectively. These two 17 

compounds were inactive against P. falciparum with IC50 of 49 and ≥ 100 µM, respectively. 18 

Compounds at m/z 299 (1, 3, 12), 285 (2, 4, 10, 11, 15) and 271 (6, 9) were identified as the 19 

known molecules (Figure 5), which corresponded to flavonoids, except compound 10 (“under 20 

process of structural elucidation”). Compounds 2-4, 9, 11 and 12 are flavanones, compounds 21 

1, 5 and 6 are chalcones, and the structures of all of them were described previously in the 22 

literature. 23 

 24 
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 1 

Figure 5. Structures isolated for Piper coruscans leaves. 2 

 3 

Antiplasmodial activity of P. coruscans ethanolic extract was promising (IC50 = 1.36 µg/mL).25 4 

Chalcones 1 (aurentiacin) and 6 (cardamonin) showed the best antiplasmodial activity with 5 

IC50 = 2.25 and 5.5 µM, respectively. Aurentiacin 1 has the lowest cytotoxicity on fibroblasts 6 

and the highest selectivity index, suggesting it is the most interesting structure (Table 1). 7 

Considering their DV50 close to 5.15 and 5.60 eV, their antiplasmodial activity is probably not 8 

related to a heme binding mechanism, as other authors also suggested.48 Cardamonin 6 was 9 

reported to have significant activity against Trypanosoma brucei (IC50 = 0.49 μg/mL), a parasite 10 

which is not relying on hemoglobin for its metabolism.49 Studies also showed that cardamonin 11 

binds with high affinity to site II of HSA (human serum albumin).50 Chalcones are abundant in 12 
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edible plants and are considered to be precursors of flavonoids and isoflavonoids. The 1 

presence of a double bond conjugated with the carbonyl is believed to be responsible for the 2 

biological activities of chalcones, as the removal of the double bound inactivates them.51 The 3 

antimalarial activity of chalcones has a great interest. Several natural and synthetic chalcones 4 

have been described to possess antimalarial effect;52 Their antimalarial activity is supposed to 5 

be a result of a Michael addition of cellular nucleophilic sites to the activated double bond.53 6 

Indeed, the Michael acceptor site of chalcones can readily form covalent bonds with the 7 

sulfhydryl of cysteines or other thiols to obtain a Michael adduct which may play an important 8 

role in biological activities of chalcones.54 Covalent heme-chalcone adducts by Michael 9 

addition pathway have not been not reported so far. Nevertheless asymmetric Michael 10 

addition of nitroalkanes to chalcones was reported.52 Licochalcone A is an example of a 11 

chalcone inhibiting in vitro growth of both chloroquine-sensitive (3D7) and chloroquine-12 

resistant (Dd2) strains of P. falciparum. It was shown to have multiple targets in P. falciparum 13 

mitochondria. It inhibited ubiquinol cytochrome c reductase (bc1 complex) and succinate 14 

ubiquinone reductase (complex II).48 It is known that chalcones bearing a -Cl group in position 15 

4 of ring A, and -OCH3 (position-3) and -allyloxy (position-4) on ring B are active against 3D7 P. 16 

falciparum with average values of IC50 of 2.5 µM.55,56 17 

 18 

All isolated flavanones (2-4, 9, 11, and 12) showed a moderate antiplasmodial activity, ranging 19 

from 85 to 33 µM (Table 1). Flavanone 3 also is the most cytotoxic compound, which results 20 

in a low selectivity index. Their DV50 values were in accordance with this moderate activity, as 21 

these compounds would not bind or bind with low values ranging between 8 and 9 while 22 

chloroquine had a DV50 above 14. 23 

  24 
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Table 1. Antiplasmodial activity, cytotoxicity and dissociation voltage of compounds.  1 

Family 
derivatives 

Compounds 
m/z 

(M + H)+ 

3D7 
sensitive 

strain 
SYBR 
green 

IC50 (µM) 

AB943 
Primary 
human 
dermal 

fibroblas
t 

IC50 (µM) 

Selectivity 
index 

CC50/IC50 

DV50 
(eV) 

cLogP 
(ACD/Chem

Sketch) 

chalcones 1 299 2.25 68.5 30.4 5.15 4.47 ± 0.56 

5 285 51 >100 1.9 5.93 4.08 ± 0.55 

6 271 5.5 58 10.5 5.60 3.62 ± 0.55 

flavanones 2 285 60 >100 < 1 NA 4.57 ± 0.38 

3 299 33.2 23 < 1 NA 5.03 ± 0.38 

4 285 71 >100 1.4 NA 4.85 ± 0.38 

9 271 72 >100 1.4 8.40 3.71 ± 0.37 

11 285 78 >100 1.3 8.68 3.40 ± 0.78 

12 299 85 >100 1.2 7.68 3.86 ± 0.78 

kavalactone 10 285 >100 >100 1 NA  

alkylamide 13 256 >100 >100 1 9.45 2.79 ± 0.42 

indanone 8 131 >100 >100 1 NA 2.21 ± 0.44 

cinnamic 
acid 

derivative 
7 522 32.5 54  22.77 

 

Crude extract  1.36 ± 
0.06 

µg/ml 

37.5 
µg/ml 

   

 CQ 320 
0.04 ± 
3.25 

NT  14.27 NT 

 ART  
0.004 ± 
0.157 

NT  15.93 NT 

NT= not tested; NA= no adduct.  2 

 3 

Antiplasmodial activity of compounds 3 and 7 is moderate and can be explained by the 4 

cytotoxicity of these compounds. Compound 7 has a very high affinity with heme (DV50 = 22.77 5 

eV), superior than chloroquine (14. 27 eV) and artemisinin (Figure 6). 6 
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 1 

Figure 6. Dissociation curves for the more significant compounds isolated from Piper coruscans 2 

compared with chloroquine (CQ) and artemisinin (ART). 3 

 4 

It should be highlighted that a non-covalent bis-adduct was observed for quinine [(2heme – 5 

H)+quinine]+ at m/z 1556.539 (see SI8).12 Docking studies on hemozoin-quinoline drugs also 6 

reported such sandwich adduct with quinine and chloroquine.58 Nevertheless in our 7 

experiment, this adduct was not deconvoluted by molecular networking into a heme-binding 8 

compound. At last, we showed that under acidic and reductive conditions, several artemisinin-9 

Fe(II) heme covalent adducts are detected at m/z 838, 898, 1180 (see SI7). The adduct at m/z 10 

838 (heme + artemisinin –CH2-COOH + H)+ was shown to be of covalent nature by MSMS 11 

analyses, as it is reported in the literature.59 Reductive activation of endoperoxide by Fe(II) 12 

heme produces the homolytic cleavage of the endoperoxide bond and the subsequent 13 

formation of artemisinin-heme adduct able to alkylate heme or other proteins.22 The DV50 14 

value of the artemisinin covalent adduct is similar of that of chloroquine but the profile of the 15 

stability curve is not sigmoidal. This may be due to the fact that in such case the observed 16 

effect is not a dissociation but an actual fragmentation with covalent bound breakage. Adducts 17 

at m/z 898 (heme + artemisinin)+ and 1180 (heme + 2 artemisinin)+ were identified as being 18 

covalent adducts as they would dissociate very quickly and have a DV50 < 2.  19 
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CONCLUSIONS 1 

Crystallization of heme is the principal pathway used by Plasmodium to detoxify hemoglobin 2 

digestion by-products. Interruption of this process still remains of interest as it does not lead 3 

to resistance per se. Our biodereplication methodology contributes to the rapid and efficient 4 

detection of potentially antimalarial molecules in complex mixtures. In addition, this method 5 

does not require cultures of parasites and can be implemented in a high-throughput format. 6 

The direct infusion mode allows us to have the information of adducts from the extract in 3 7 

minutes. The automatic mixing realized in the autosampler in a 384-well plates for the 8 

analyses MS and MSMS allows to process 384 extracts in less than 20 hours. Furthermore 9 

using a miniaturized format accounting for low reagents consumption. Molecular networking 10 

is a bold and efficient technique of visualizing the non-covalent binds in complex extracts. It 11 

can be applied to decipher raw data obtained by MSMS analyses. The approach has been 12 

applied to a Piper extract, pointing out chalcones as the main compounds responsible for the 13 

antiplasmodial activity. The biodereplication method allows a rapid, economic and robust 14 

technique to identify possible active compounds with the aim to economize time, money and 15 

effort.  16 

 17 
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1. Experimental  1 

 2 

Materials 3 

Antimalarial drugs were acquired from Sigma-Aldrich (France): chloroquine diphosphate 4 

salt, quinine chloride, amodiaquine dihydrochloride dehydrate, miconazole nitrate salt, 5 

ketoconazole, sulfadoxine ≥ 95 % (TLC), praziquantel, mefloquine hydrochloride. 6 

Extraction of alkaloid extract from Cinchona sp. (Rubiaceae) was carried in December 2014 7 

in the Pharmacognosy laboratory at the Paris-Sud University.  8 

Preparation of solution for the heme test was obtained with tween 20 (Sigma Aldrich), 9 

citric acid, ACS reagent, ≥99.5% (Sigma Aldrich), n-octanol for analysis (Carlo ERBA 10 

reagents, France). Solvents used for the compounds isolation were, formic acid 98% - 100% 11 

for LC-MS LiChropur® (Sigma Aldrich), water Milli-Q, acetonitrile for LCMS, methanol for 12 

LCMS. Isolation of compounds by CPC chromatography was carried out using n-Heptane 13 

for analyses, ethyl acetate (VWR chemical), n-butanol for analyses (EMSURE® ACS,ISO), 14 

methanol for analyses (EMSURE® ACS,ISO), water milli-Q. NMR of compounds was carried 15 

in deutered solvents (CDCl3, CD3CN or MeOD).  16 

Known compound were identified based on literature spectral data. Aurentiacin (1)1 ; 17 

strobopinin 7-methyl ether (2)2; 5-hydroxy-7-methoxy-6,8-dimethyl flavanone (3)3; 18 

desmethoxymatteucinol (4)4; 2’, 4’-dihydroxy-6’-methoxy-3’-methylchalcone, (5)5; 19 

cardamomin, (6)6; 1H-inden-1-one (8)12,13, alpinetin, (9)7; Pinocembrin, (11)8; dimethyl 20 

cryptostrobin, (12)9; N-Benzoyltyrarnine methyl ether, (13)10,11.  21 

 22 

Analyses 23 

-D analyses were carried used Atago™ Polarimetre Polax-2L carried at λ = 589 to 16 °C 24 

of temperature. All compounds were yellow pale. For 2, -D + 7.02 (c 0.02 in MeOH); for 25 

3, -D + 3.34 (c 0.01 in MeOH); 4; -D + 3.51 (c 0.01 in MeOH); for 9, -D + 7.38 (c 0.02 26 

in MeOH); for 11, -D + 7.02 (c 0.02 in MeOH); and for 12, -D + 10.03 (c 0.03 in MeOH). 27 

Positive (+) HRMS [M + H]+ was performed in 6530 Accurate-Mass QToF LC/MS instrument 28 

(Agilent Technologies). (+) HRMS [M + H]+ for 1 m/z 299.1228 (calcd for 29 

C18H18O4 298.3153); (+) HRMS [M + H]+ for 2 m/z 285.1109 (calcd for C17H16O4  284.1063); 30 

(+) HRMS [M + H]+ for 3 m/z 299.1274 ( calcd for C18H18O4 298.1253); (+) HRMS [M + H]+ 31 

https://www.fishersci.fr/shop/products/atago-polax-2l-polarimeter/10748494
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for 4 m/z 285.1101 (calcd for C17H16O4 284.1115); (+) HRMS [M + H]+ for 5 m/z 285.1101 1 

(calcd for C17H16O4  284.1115); (+) HRMS [M + H]+ for 6 m/z 271.0943 (calcd for C16H14O4 2 

271.0930); (+) HRMS [M + H]+ for 7 m/z 522.882 (calcd for C32H27NO6 522.5680); (+) HRMS 3 

[M + H]+ for 8 m/z 131.0476 (calcd for C9H6O 131.0478); (+) HRMS [M + H]+ for 9 m/z 4 

271.4951 (calcd for C16H14O4 271.4958); (+) HRMS [M + H]+ for 10 m/z 285.1109 (calcd for 5 

C17H16O4 285.1108); (+) HRMS [M + H]+ for 11 m/z 285.1088 (calcd for C17H16O4 284.1117); 6 

(+) HRMS [M + H]+ for 12 m/z 299.1270 (calcd for C18H18O4 298.1271); (+) HRMS [M + H]+ 7 

for 13 m/z 256.1334 (calcd for C16H17NO2 255.1342).  8 

 9 

NMR analyses was performed in NMR Avance Bruker 500 MHz and 600 MHz CryoProbe 10 

for 7. Results were carried on Bruker TopSpin Software/NMR Data Analysis. 11 

 12 

NMR analyses of compound 10 (3-cinnamoyl-6-ethoxy-4-methyl-2H-pyran-2-one): 13 

Compound was obtained as a yellow, amorphous powder; UV (MeOH) λmax (log ε) 280 14 

nm. (+) HREIMS indicated a [M + H]+ ion peak at m/z 285.1109, consistent with the 15 

molecular formula C17H16O4, corresponding to a double-bond equivalent (DBE) value of 10. 16 

Analysis of 1HNMR and 13C NMR spectra (CD3OD) resulted to the identification of two 17 

aromatic rings (cinnamoyl and pyranone moieties). The 13C NMR spectrum showed 17 18 

signals for two carbonyls, four sp2 quaternary carbons, eight sp2 methines, one methyl and 19 

one ethoxy group (SI4). In the1HNMR spectrum, characteristic protons of an α, β insatured 20 

ketone were observed at δH 6.77 (1H, d, J = 15.9) and 6.23 (1H, d, J = 15.93), typical signals 21 

of a cinnamoyl moiety, corroborated by COSY. Methine proton is observed at δH 3.80 (1H, 22 

s) on the pyranone cycle. For the ethoxy group, the methylene proton at δH 4.19, (2H, m) 23 

correlated in COSY with methyl proton at δH 1.27 (3H, t, J = 7.1). In addition, the methylene 24 

correlated in HMBC with aromatic quaternary carbon C-6’ at δC 151.3. Location of the 25 

quaternary sp2 carbone at C-3’ in pyranone cycle was evidenced by HMBC J3 correlations 26 

of H-5’, 3H-9’ and H-8 (cinnamoyl moiety). Connexion between the pyranone and 27 

cinnamoyl moieties was also corroborated by J4 correlations of H-9’ and H5’ with carbonyl 28 

at C-9 (δC 200.8). Therefore, the location of the carbonyl at C-2’ in pyranone cycle was 29 

evidenced by HMBC J4 correlations of H-5’, H-9’ and long-range connectivity (J5) with H-7’. 30 
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The methyl 9’ at δH 1.97 (3H, s) and the ethoxy moiety were observed in para and ortho in 1 

the pyranone cycle respectively.  2 

 3 

 4 

Selected COSY (bleu arrows) and HMBC (red arrows) correlations for compounds 10. 5 
 6 

 7 
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2. NMR proton for known compounds isolated 1 

NMR proton for compound 1 in CD3CN 2 

  3 
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NMR proton for compound 2 in CD3CN 1 

 2 

  3 
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NMR proton for compound 3 in CD3CN 1 

 2 

  3 



Chapitre 3 : Développement et application d’une méthode de biodéréplication antiplasmodiale 

 

233 
 

NMR proton for compound 4 in CDCl3 1 

 2 

  3 



Chapitre 3 : Développement et application d’une méthode de biodéréplication antiplasmodiale 

 

234 
 

NMR proton for compound 5 in CDCl3 1 

 2 

  3 
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NMR proton for compound 6 in CDCl3 1 

 2 

  3 
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 1 

NMR proton for compound 8 in CD3OD 2 

 3 

  4 



Chapitre 3 : Développement et application d’une méthode de biodéréplication antiplasmodiale 

 

237 
 

NMR proton for compound 9 in CD3OD 1 

 2 

  3 
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NMR proton for compound 11 in CD3OD 1 

 2 

  3 
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NMR proton for compound 12 in CD3OD 1 

 2 

  3 
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NMR proton for compound 13 in CD3OD 1 

 2 

  3 
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3. NMR 1D and 2D of new compounds isolated for P. coruscans 1 

NMR proton of compound 7 in CD3OD 2 

 3 

 4 

  5 
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COSY analyses of compound 7 1 

 2 

  3 
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HSQC analyses of compound 7 1 

 2 

  3 
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HMBC analyses of compound 7 1 

 2 

  3 
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NMR carbon of compound 7 1 

 2 

 3 

  4 
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NMR proton of compound 10 in CD3OD 1 

 2 

  3 
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COSY analyses of compound 10 1 

 2 

  3 
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HSQC analyses of compound 10 1 

 2 

  3 
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HMBC analyses of compound 10 1 

 2 

  3 
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NMR proton of compound 10  1 

 2 

 3 

  4 
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4. NMR Spectroscopic data for the isolated compound 1 

NMR Spectroscopic data for the flavanones 2-4, 8, 11 and 12. 2 

Pos  2 (CD3CN) 3 (CD3CN) 4 (CDCl3) 9 (CD3OD) 11 (CD3OD) 12 (CD3OD) 

δH, mult. (J in Hz) δC
 δH, mult. (J in Hz) δC

 δH, mult. (J in 
Hz) 

δC δH, mult. (J in Hz) δC δH, mult. (J in Hz) δC δH, mult. (J in 
Hz) 

δC 

1             

2 5.51, dd (2.8, 
12.7) 

80.2 5.52, dd (3.1, 
12.7) 

79.6 5.39, dd (2.9, 
12.9) 

78.9 5.46, dd (2.4, 
12.6) 

80.5 5.47, dd (1.9, 
13.0) 

80.4 5.49, dd (2.3, 
12.6) 

80.2 

3 a)3.14, dd (12.7, 
17.2) 
b)2.83, dd (3.2, 
17.1) 

43.6 a)3.15, dd (12.7, 
17.1) 
b)2.89, dd (3.1, 
17.1) 

43.7 b)3.02, dd (13.0, 
17.1) 
a)2.83, dd (3.1, 
17.0) 

43.7 
 

a)3.02, dd (13.0, 
16.4) 
b)2.76, dd (2.3, 
16.3) 

46.6 
 

a)3.03, dd (13.0, 
16.6) 
b)2.76, dd (2.2, 
16.6) 

46.5 
 

a)3.03, dd 
(12.7, 16.9,) 
b)2.83, dd (2.5, 
16.3) 

46.8 

4  197.7  199.1  196.6  191.9  191.9  192.9 

4a  103.7  105.9  103.1  106.1  106.7  106.4 

5  161.2  160.0  159.4  164.6  163.9  166.0 

6  106.2  111.8  102.4 6.14, s 94.6 6.23, d (1.8) 94.0 6.36, s 90.0 

7  166.8  166.2  161.1  167.2  168.4  162.4 

8 6.17, s 91.9  110.5  103.2 6.09, s 97.4 6.24, d (1.8) 95.1  107.2 

8a  162.5  159.0  157.8  166.5  166.8  159.5? 

1’  140.0  140.1  139.0  140.9  140.5  141.1 

2’ 7.51, d (6.8)  127.4 7.52, d (7.4) 127.3 7.45, d (7.1)  126.1 7.52, d (7.2) 127.4 7.51, d (7.3) 127.4 7.55, d (7.9)  127.3 

3’ 7.44, t (7.2) 129.7 7.44, t (7.5) 129.7 7.42, dd (7.5) 129.0 7.44, t (7.0) 129.8 7.44, t (7.4) 129.8 7.46, t (7.5) 130.0 

4’ 7.39, t (7.1) 129.7 7.39, t (7.3) 129.6 7.36, dd (7.1) 128.6 7.40, t (7.3) 129.6 7.39, t (7.1) 129.7 7.40, t (7.1) 129.7 

5’ 7.44, t (7.2) 129.7 7.44, t (7.5) 129.7 7.42, dd (7.5) 129.0 7.44, t (7.0) 129.8 7.44, t (7.4) 129.8 7.46, t (7.5) 130.0 

6’ 7.51, d (6.7) 127.4 7.52, d (7.4) 127.3 7.45, d (7.1)  126.1 7.52, d (7.2) 127.4 7.51, d (7.3) 127.4 7.55, d (7.9)  127.3 

O-
CH3 

3.84, s 7)56.9 7)3.72, s 60.8   5)3.86, s  56.4 5) 3.869, s 
7) 3.867, s 

56.5 
56.5 

5)3.98, s 
7)3.94, s 

-56.5 
-56.4 

OH 12.17, s  5)12.12  5)12.25, s 
 

       

CH3 1.94, s 6)7.1 6)2.04, s 
8)2.04, s 

8.6 
8.1 

6)2.060, s  
8)2.055, s 

6)7.2 
8)7.7 

    2.06, s 8)8.2 

3 
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NMR spectroscopic data for 1, 5 and 6. 1 

Position 
1 (CD3CN) 5 (CDCl3) 6 (CDCl3) 

δH, mult. (J in Hz)a δC
a δH, mult. (J in Hz)b δC

b δH, mult. (J in 
Hz)c 

δC
c 

1  135.4  135.3  137.3 

2 7.70, dd (1.9, 7.8) 128.4 7.63, d (6.5) 128.5 7.68, d (6.3) 129.6 

3 7.43, m 130.2 7.40 m 129.0 7.45, m 131.5 

4 7.44, m 129.0 7.40 m 130.3 7.47, m 130.3 

5 7.43, m 130.2 7.40 m 129.0 7.45, m 131.5 

6 7.70, m 128.4 7.63, d (6.5) 128.5 7.68, d (6.3) 129.6 

α 7.97, d (15.6) 128.0 7.95, d (15.5) 126.4 7.96, d (15.6) 129.3 

β 7.74, d (15.6) 141.6 7.82, d (15.5) 143.2 7.74, d (15.6) 143.2 

9  193.1  194.2  193.1 

1’  105.8  109.7  107.0 

2’  163.8  162.5  169.1 

3’  104.9  110.2 5.98, d (2.2) 97.4 

4’  164.1  160.7  167.1 

5’ 6.21, s 87.2 6.23, s 99.8 6.06, d (2.0) 92.8 

6’  161.6  161.4  165.1 

O-CH3 4)3.92, s 
6)3.99, s 

-55.6 
-55.9 

6’)3.66, s 62.3 6’)3.97, s 56.7 

OH 2’)14.03  163.8 2’)OH 
4’)OH 

162.5 
160.7 

2’)OH 
4’)OH 

169.1 
167.1 

CH3 3’)1.96, s 6.5 2.1, s 8.1 -  

 2 

  3 
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NMR spectroscopic data for 10 1 

Position 
10 (CD3OD) 

δH, mult. (J in Hz) δC
 

1  137.8 

2 7.40, d (7.7) 127.9 

3 7.30, dd (7.7, 7.4) 129.9 

4 7.23, t (7.4, 7.1) 129.2 

5 7.30, dd (7.7, 7.4) 129.9 

6 7.40, dd (7.7) 127.9 

7 6.77, d (15.9) 132.1 

8 6.23, d (15.9) 130.9 

9  200.8 

2’  171.9 

3’  78.6 

4’  140.4 

5’ 3.80, s 60.0 

6’  151.3 

7’ 4.19, m 62.5 

8’ 1.27, t (7.1) 14.9 

9’ 1.97; s 13.5 

 2 

  3 
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NMR spectroscopic data for 13 1 

 2 

Position 
13 (CD3OD) 

δH, mult. (J in Hz) δC
 

1  170.5 

2  136.1 

3 7.81, d (7.2) 128.5 

4 7.48, t (7.6) 129.8 

5 7.55, dd (7.3, 7.4) 132.9 

6 7.48, dd (7.6) 129.8 

7 7.81, d (7.2) 128.5 

8 NH  

9 3.59, t (7.4) 43.2 

10 2.89, t (7.3) 36.0 

11  132.9 

12 7.21, d (8.5) 131.1 

13 6.88, d (8.6) 115.2 

14  160.0 

15 6.88, d (8.6) 115.2 

16 7.21, d (8.5) 131.1 

O-CH3 14)3.79, s 55.8 

 3 

NMR spectroscopic data for 8 4 

Position 
8 (CD3OD) 

δH, mult. (J in Hz)a δC
a 

1  170.7 

2 6.52, d (16.0) 119.6 

3 7.71, d (16.0) 146.6 

4  136.1 

5 7.62, dd (7.6, 4.1) 129.5 

6 7.43, dd (4.8, 1.6) 130.3 

7 7.62, dd (7.6, 4.1) 129.5 

8 7.43, dd (5.18) 131.7 

9  136.1 

 5 

 6 

 7 

  8 
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5. HPLC-DAD (280 nm) of alkaloid extract from Cinchona sp. 1 

 2 

  3 
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6. CPC-fractograms of cyclohexane extract from Piper coruscans 1 

 2 

CPC-fractogram displayed of DAD at 280 nm 3 

 4 
 5 

CPC-fractogram displayed of extracted-ion chromatogram (EIC) at m/z 285 6 

 7 

 8 
 9 

  10 
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CPC-fractogram displayed of extracted-ion chromatogram (EIC) at m/z 299 1 

 2 
 3 

  4 
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7. HRMS ESI (+) of artemisinin with heme-Fe (II) 1 
 2 

 3 
 4 

8. HRMS ESI (+) of antimalarial drugs with heme 5 
 6 

Spectrum ESI (+) of chloroquine diphosphate with heme 7 

 8 

Spectrum ESI (+) of quinine with heme 9 

 10 

  11 
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Spectrum ESI (+) of amodiaquine with heme 1 

 2 

Spectrum ESI (+) of ketoconazole with heme 3 

 4 

Spectrum ESI (+) of mefloquine with heme 5 

 6 

 7 

  8 
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Spectrum ESI (+) of sulfadoxine with heme 1 

 2 

Spectrum ESI (+) of praziquantel with heme 3 

 4 

Spectrum ESI (+) of miconazole with heme 5 

 6 

 7 

 8 
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9. Structures of antimalarial drugs 1 

 2 

  3 
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10. Structures of compounds from Cinchona sp.  1 

 2 

 3 

  4 
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3.2.3 Commentaires et discussions  

L’article présenté dans ce chapitre de thèse décrit le développement d’une méthode 

efficace et rapide de sélection par SM-QTOF de composés potentiellement actifs sur 

Plasmodium (biodéréplication). Des caractéristiques clés ont été définies 

auparavant, comme : le choix d’un milieu acide (pH 5.2) mimant la vacuole digestive du 

parasite, la rapidité des résultats et la reproductibilité de la méthode. Suite à l’application de 

ces trois paramètres, d’autres ont été ajoutés comme une intensité acceptable des adduits 

par MS et MSMS et la visualisation rapide des adduits en réseaux moléculaires. 

Cette méthode a été appliquée à la plante amazonienne Piper coruscans, 

traditionnellement utilisée comme antipaludique. Grâce à cette méthode, nous avons 

identifié deux chalcones (composés 1 et 6 dans l’article 5), déjà connues dans la littérature, 

comme les responsables de l’activité biologique. Cependant une troisième chalcone 

(composés 5 dans l’article 5) a été identifiée sans activité biologique mais se liant à l’hème. 

Des essais de docking sur ces trois molécules sont en cours afin d’approfondir la 

compréhension des mécanismes de liaison à l’hème. 

En résumé nous présentons un workflow rapide et efficace pour détecter les molécules 

responsables de l’activité biologique antiplasmodiale d’un échantillon, qu’elles soient 

nouvelles ou non. Cette méthodologie est plus rapide que le fractionnement bioguidé 

classique utilisé en chimie des substances naturelles et peut aussi être couplée à des 

méthodologies de déréplication comme le réseau moléculaire (en utilisant la séparation 

chromatographique) ou la RMN. 

 

3.2.4 Automatisation par réseaux moléculaires 

Depuis peu, l’approche des réseaux moléculaires est utilisée de plus en plus 

fréquemment dans les laboratoires de chimie de substances naturelles autour du monde. Les 

améliorations de la plateforme GNPS et les ajouts des nouvelles molécules témoins dans la 

base de données augmentent le nombre d’utilisateurs. Cette approche est très puissante pour 

l’annotation des molécules, en particuliers celle détectées dans les processus de déréplication.  

Dans le but d’automatiser notre workflow du test hème, nous avons utilisé cette approche 

de manière originale dans le but de visualiser des adduits dans un réseau moléculaire. Jusqu’à 
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présent ce genre d’approche, dans le but de trouver des adduits induits et sans étape 

chromatographique, n’était pas encore utilisé. Les paramètres SMSM ont dû être optimisés 

dans ce but, comme les énergies de collision (eV), le voltage du fragmenteur et les paramètres 

de sélection automatique des ions précurseurs. Afin de valider cette approche, deux mélanges 

simplifiés ont été utilisés de manière indépendante : un mélange des 8 principaux 

médicaments antipaludiques et un extrait d’alcaloïdes totaux de Cinchona sp. Les résultats ont 

été prometteurs, permettant d’observer tous les adduits attendus, liés dans un seul cluster 

partageant un fragment en commun, celui de l’hème m/z 616. Finalement nous avons utilisé 

ce workflow avec l’extrait éthanolique complexe de Piper coruscans obtenant la visualisation 

des adduits à l’hème et en minimisant les faux positifs. Cependant certains adduits observés 

par SM simple comme les composés antipaludiques se liant avec le dimère d’hème (par 

exemple pour la quinine m/z 1556) ou le dimère de l’hème seul, n’ont pas été visualisé sur le 

réseau moléculaire lors de l’analyse SMSM. Cela peut être expliqué par le fait que ces dimères 

sont fragiles et se fragmentent de façon précoce lors de leur entrée dans la source avant de 

commencer le processus SMSM. 

 

3.2.5 Isolement ciblé par CPC 

Lors du processus d’extraction liquide-liquide à partir de l’extrait éthanolique de Piper 

coruscans avec le cyclohexane et l’acétate d’éthyle nous nous sommes rendus en compte le 

partage des composés dans les deux phases de solvants n’était pas assez satisfaisant. Cela 

peut s’expliquer par le fait que les composés présents dans l’extrait ont des coefficients de 

partage (Kd) proche de 1 dans ces systèmes biphasiques. Comme cette caractéristique est 

précisément recherchée pour une bonne séparation en chromatographie à contre-courant en 

phase liquide, nous avons donc décidé d’utiliser la CPC comme méthode de fractionnement 

pour les extraits cyclohexane et acétate d’éthyle. En nous guidant par des analyses par CLHP 

pour suivre le partage des masses-cibles, nous avons déterminé un mélange biphasique de 

cinq solvants présentant une bonne sélectivité pour ces produits.  

Pour le fractionnement de l’extrait cyclohexane, nous avons pu isoler en une seule 

étape 3 produits appartenant à la famille des flavonoïdes (composés 1, 2 et 3 dans l’article 5). 

En conséquence le mélange de solvants heptane/acétate d’éthyle/butanol/méthanol/eau 
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(20:10:10:30:30) est satisfaisant pour l’isolement des flavonoïdes du sous-type flavanones et 

chalcones dans des extrais bruts. D’autre part, pour l’extrait acétate d’éthyle la CPC a été 

utilisée en deux fois pour avoir une meilleure séparation des composés. Néanmoins une 

dernière phase de séparations par HPLC préparative a été nécessaire pour isoler 10 produits 

supplémentaires (composés 4-13 dans l’article 5). 
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Conclusions du Chapitre 3 

Pendant longtemps le test d’inhibition de cristallisation de l’hème, nommé à tort test 

de polymérisation et monitoré essentiellement par spectrophotométrie, a été utilisé comme 

un moyen de vérification in vitro du mécanisme d’action de certains produits actifs 

antiplasmodiaux. Le développement d’une méthodologie de biodéréplication par 

spectrométrie de masse et mimant la vacuole digestive du Plasmodium a été mise au point 

pendant cette thèse. Cette méthodologie permet d’identifier de manière rapide et précise des 

composés ciblant l’hème et de guider leur isolement (article 5, page 196).  

Cependant plusieurs paramètres restent à croiser et à améliorer :  

1) La corrélation test hème  activité biologique : un ou plusieurs produits peuvent être 

actifs par un autre mécanisme d’action sans se lier à l’hème. À l’inverse, des faux positifs, c’est-

à-dire des produits se liant à l’hème mais s’avérant inactifs, peuvent être isolés.  

2) l’intégration du réseau moléculaire pour la déréplication structurale : avec le temps, 

le nombre de molécules décrites dans la base de données GNPS devrait augmenter et 

permettre d’annoter un grand nombre de molécules connues. 

3) La comparaison avec d’autres méthodologies de biodéréplication. Lors de cette 

thèse, le test hème a été comparé à une approche en ligne découplée testée au sein du 

laboratoire (voir schéma dans Annexe 5, page 298). Pour cela, les produits d’intérêt dans 

l’extrait brut ont été identifiés dans un chromatogramme obtenu à l’échelle analytique (CLHP-

DAD-MS), puis tous les pics montrant une résolution assez satisfaisante ont été collectés dans 

une plaque 96 puits. Les puits ont été mis à sécher sous un courant d’azote et les produits de 

chaque puit ont été mélangés avec l’hème comme décrit dans l’article 5. Les résultats 

montrent que les produits sont à concentration trop faible pour former les adduits, même si 

les produits ont été visualisés dans le spectre SM. Donc l’injection directe reste le meilleur 

moyen d’injection du mélange extrait-hème même si la source d’ionisation peut supprimer 

des adduits ou montrer des faux positifs. 

Lors de cette thèse nous avons aussi appliqué cette méthode de déréplication à des 

extraits d’insecte, notamment Pyrrhocoris apterus (Pyrrhocoridae) collecté au mois de 

septembre 2015 à Massy, Île de France (500 g). L’extrait méthanolique (13 g) a été identifié 

comme le responsable de sa forte activité antiplasmodiale (IC50 = 80 ng/mL). Cet extrait a 
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montré la formation d’un seul adduit avec le test hème (m/z 1028), correspondant à la liaison 

de l’hème avec un produit à m/z 413 (voir Annexe 6, page 299). Suite à deux étapes 

chromatographiques de colonnes flash, une sous-fraction (12 mg) a été identifiée comme la 

responsable de cette l’activité biologique (IC50 = 10 ng/mL) et contenant par ailleurs le produit 

à m/z 413. Le produit a été ré-purifié donnant 2 mg de produit final d’apparence propre. 

Néanmoins les analyses RMN montrent que ce produit n’est pas assez propre pour 

l’élucidation structurale totale du produit (voir Annexe 7, page 300). Du fait de la complexité 

du spectre, nous avons réussi à identifier un produit majoritaire probablement de type 

cyclopeptididique. Dans le but de ré-isoler le produit actif, une deuxième collecte de matériel 

biologique a été faite en janvier 2018 à la Faculté de Pharmacie de l’Université Paris Sud (55 

g). Les analyses CLHP-MS montrent que le produit d’intérêt ne se trouve pas dans l’extrait brut 

ni dans l’extrait méthanolique. L’absence du produit d’intérêt peut s’expliquer par deux 

hypothèses : 1) comme dans les plantes ou n’importe quel organisme, les conditions 

climatiques, le site de collecte, la saison, etc… peut changer la production de métabolites 

spécialisés ; 2) il peut s’agir d’une molécule de communication ou de défense sécrété par P. 

apterus suite à un stress biotique ou abiotique ponctuel ; 3) le produit identifié peut être 

produit par un ou plusieurs microorganisme saprophyte (bactérie, champignon) lié au lot 

d’insectes de la première collecte. 
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Conclusions finales et Perspectives 

 

Lors de ce travail de thèse nous avons produit comme un des principaux résultats un 

recensement des plantes médicinales antiprotozoaires utilisées au Pérou et dans une grande 

partie de l’Amazonie en Amérique du Sud. Dans ce tableau nous pouvons remarquer que plus 

de 17 % des plantes n’ont jamais été rapportées comme des plantes médicinales dans la 

littérature. À partir de cette liste de plantes des futurs travaux de recherche pourront être 

envisagés. Néanmoins nous avons aussi remarqué que les résultats biologiques de certaines 

plantes n’ont pas été reproduits lors d’une deuxième vérification in vitro sur la même souche 

de Plasmodium dans un autre laboratoire. 

Un autre point clé de cette thèse a été le développement une méthode de 

biodéréplication à visée antiplasmodiale basée sur la liaison à l’hème. Cette méthode a été 

illustrée par l’isolement de produits actifs de la plante Piper coruscans. Nous avons néanmoins 

remarqué une liaison de l’hème avec certaines molécules de la plante n’ayant pas d’activité 

antiplasmodiale. Étant donné que l’hème est une structure présente dans de nombreuses 

fonctions biologiques et de pathologies, il se pourrait que l’interaction de molécules avec 

l’hème se traduise par d’autres effets, bénéfiques ou délétères pour l’organisme. 

Le postulat de mécanisme d’action des molécules antipaludéennes ne peut se réduire 

à la seule interaction avec l’hème. Dans le cas de l’artémisinine, où la formation d’adduits avec 

l’hème a été formellement démontrée, d’autres cibles ont été mises en évidence. 

L’exploration de ces autres cibles passe entre autre par la conception de sondes fluorescentes 

à partir de l’artémisinine. Nous avons contribué à l’établissement des caractéristiques 

physicochimiques de trois sondes d’artémisinine, en plus de leur caractérisation chimique 

concernant leur liaison à l’hème. 

Le workflow utilisé pour cette biodéréplication peut aussi être envisagé pour d’autres 

maladies. Par exemple nous avons réalisé des essais préliminaires de biodéréplication à visée 

leishmanicide basée sur le mécanisme d’action principal de l’amphotéricine B (formation de 

pores dans la membrane parasitaire suite à une liaison à l’ergostérol). Le principe de cette 

méthode est basé sur l’identification de molécules d’un extrait complexe pouvant se lier à 

l’ergosterol. Dans un premier temps l’adduit amphotéricine B - ergostérol doit être visualisé 
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par SM-ESI, en injection directe à une concentration équimolaire basse. Le caractère apolaire 

de l’ergostérol est une difficulté supplémentaire puisqu’il n’est pas détecté en mode ESI 

(positif) (voir Annexe 8 et Annexe 9, pages 304 et 305). Les essais préliminaires n’ont pas 

permis de mettre en évidence d’adduit amphotéricine B – ergostérol. Le mode d’ionisation 

APCI a également été essayé, sans résultats. Il est par ailleurs a priori moins adapté à 

l’identification d’adduits car il s’agit d’une méthode d’ionisation plus forte que 

l’electronébuliseur. 

Il reste plusieurs points à explorer pour évaluer la faisabilité de cette approche par SM. 

Par exemple, envisager une modification de l’ergosterol pour le rendre plus polaire et 

ionisable en SM ou essayer un autre mode d’ionisation, par exemple le MALDI (Matrix-assisted 

laser desorption/ionization), dans lequel la matrice contiendrait à la fois l’extrait et 

l’ergostérol. Un développement pourrait être la transposition d’un test de criblage basé sur 

une interaction mais suivi par RMN. 
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ANNEXES  

Annexe 1. Structure des médicaments antipaludiques cités dans cette thèse 

  



Annexes 

296 
 

Annexe 2. Types de structures isolés de Pentzia monodiana 
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Annexe 3. Spectre MSMS en format FIA (flow injection analyses) pour le composé 8 isolé de 

Pentzia monodiana 

 

 

 

 

Annexe 4. Résultats d’activités in vitro des alcaloïdes synthétiques dérivés du 3-(2’-aryl-N-

methyl acetamido) indolin-2-ones 

 

Codes 

Souche sensible 

3D7 de P. 

falciparum (IC50, 

µM) 

Classement 

d’activité (bio-

activité) 

Test Hème 

(DV50, eV) 

Classement 

d’activité 

(test hème) 

SGIS2011 0,05 ± 0,02 2 3.469 5 

SGIS2012 0,65 ± 0,26 5 3.845 3 

SGIS2013 0.02 ± 0.01 1 4.292 1 

SGIS2014 0,1 ± 0,03 3 3.791 4 

SGIS2015 0,13 ± 0,03 4 4.283 2 

SGIS2116 > 1 6 3.397 6 

Chloroquine  0.02 ±     
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Annexe 5. Schéma du test en ligne découplé pour l’extrait de Piper coruscans 

 

1) LC-MS-DAD de l’extrait éthanolique de Piper coruscans [colonne Sunfire C18, 4.6 x 150 mm 

– 5µm (Waters), phase mobile eau (0.1 %  d’acide formique)/acétonitrile (30 à 70 % en 30 

minutes)] ; a) EIC (extracted-ion chromatogram) a m/z 256 ; b) EIC a m/z 271 ; c) EIC a m/z 285 ; d) 
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EIC a m/z 299 ; e) EIC a m/z 522 ; f) DAD a 280 nm. 2) Collecte par HPLC-analytique de pics 

sélectionnés dans une plaque de 96 puits. 3-1) Mélange automatique des fractions collectés 

avec l’hème, CBSO et tween 20 dans les conditions acides décris dans l’article 5 ; 3-2) Injection 

directe dans le MS/Q-TOF. 4) Spectre MS du puits 24. 

 

Annexe 6. Test hème avec la fraction PAM15-17-11 (Pyrrhocoris apterus) + hème en 

conditions acides 
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Annexe 7. Spectres RMN du produit isolé de Pyrrhocoris apterus 

Spectre proton dans CD3CN 
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Spectre COSY  
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Spectre HSQC 
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Spectre HMBC 
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Annexe 8. Spectre SM-ESI (+) de l’amphotéricine B 
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Annexe 9. Spectre SM-ESI (+) de l’ergostérol 
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Résumé : Cette thèse est développée en 3 chapitres. Le 
premier chapitre décrit un travail d’ethnopharmacologie 
dans deux communautés de métis de l’Amazonie 
péruvienne. Les résultats montrent un inventaire de 46 
plantes regroupées en fonction de leurs utilisations et 
préparations traditionnelles. Les activités in vitro contre 
trois parasites (Plasmodium falciparum, Leishmania 
donovani, Trypanosoma brucei gambiense) et leur 
cytotoxicité sont rapportées. Parmi toutes ces plantes 
Grias neuberthii (Lecythidaceae) et Costus curvibracteatus 
(Costaceae) ont montré une forte activité antiparasitaire, 
associé à une forte cytotoxicité pour C. curvibracteatus.  
Le deuxième chapitre décrit l’exploration, par 
spectrométrie de masse (SM) dans un milieu 
biomimétique reproduisant la vacuole digestive de 
Plasmodium (VDP), des liaisons intermoléculaires formé 
entre l’hème et des ligands. Les résultats pour des ligands 
de la famille des méthoxyflavones suggèrent qu’il n’existe 
pas de relation positive entre la stabilité de la liaison à 
l’hème et l’activité biologique contre deux souches de P. 
falciparum (3D7 et W2). Une corrélation est suggérée 
entre la présence d’une substitution méthoxylé en R5 de 
la flavone, la liaison à l’hème et l’hydrophobicité (cLogP). 
Cette relation peut s’expliquer en partie par l’influence 
des liaisons hydrogène avec le du groupe carbonyle.  

Des analyses d’arrimage moléculaire ont été aussi 
développées dans le but de comprendre les forces 
électrostatiques impliquées dans cette liaison. Le même 
type d’étude a été appliqué à des sondes fluorescentes 
originales dérivées de l’artémisinine (ART). La stabilité 
évaluée par CID montre des similitudes de comportement 
vis-à-vis de l’hème entre une des sondes et l’ART. La 
stabilité de trois sondes en différentes conditions mimant 
la biologie de Plasmodium a été évaluée. 
Le troisième chapitre détaille le développement d’une 
méthode de biodéréplication d’extraits bruts, en utilisant 
la méthodologie de liaison à l’hème par SM. La plante 
Piper coruscans (Piperaceae) a été utilisée pour 
l’application. La visualisation des adduits formés par SM a 
été faite de manière rapide par l’intermédiaire de réseaux 
moléculaires  L’isolement des produits ciblés a été faite 
avec la chromatographie de partage liquide et 
chromatographie liquide préparative en un ou deux 
étapes. Treize molécules ont été isolées dont dix produits 
déjà connus dans la littérature : six flavanones, trois 
chalcones, un alkylamide; une indanone isolée pour la 
première fois comme produit naturel, et deux produits 
naturels nouveaux : une kavalactone et un dérivé de 
l’acide cinnamique. Parmi toutes ces molécules, une 
chalcone valide l’activité biologique de la plante et montre 
une liaison intermédiaire avec l’hème. 

 

 

Title : Reseach of antiparasitic molecules to interface of ethnopharmacology, analytical sciences and biology. 
 

Keywords : Traditional medicine, masse spectrometry, heme, malaria. 
 

Abstract : This work is developed in 3 chapters. The first 
chapter described an ethopharmacological work in two 
Mestizos communities from Peruvian Amazonia. Results 
showed an inventory of 46 plants grouped according to 
their uses and traditional preparations. In vitro activities 
on three parasites (Plasmodium falciparum, Leishmania 
donovani, Trypanosoma brucei gambiense) and theirs 
cytotoxicity were reported. Among all these plants Grias 
neuberthii (Lecythidaceae) and Costus curvibracteatus 
(Costaceae) showed a strong antiparasitic activity, 
associated with a strong cytotoxicity for C. 
curvibracteatus.  
The second chapter described the exploration, by mass 
spectrometry (MS) in a biomimetic environment mimic 
the digestive vacuole of Plasmodium (DVP), the 
intermolecular bonds between the heme and the ligands. 
Results for ligands of the methoxyflavones family 
suggested that there is no positive relation between the 
stability of the heme-binding and the biological activity on 
two P. falciparum strains (3D7 and W2). A correlation was 
suggested between the presence of a methoxy 
substitution in R5 of the flavone, the heme-binding and 
the hydrophobicity (cLogP). This relation could be partially 
explain by the hydrogen bonds influence of the 

Docking analyses were developed to understand the 
electrostatic forces involved in the binding. Same kind of 
study was applied on original fluorescent probes of 
artemisinin derivatives (ART). Stability, evaluated by CID, 
showed behavior similarities with heme, between one of 
these probes and ART. Stability of three probes in 
different conditions, mimicking Plasmodium biology was 
evaluated. 
The third chapter presented a biodereplicative method 
development of crude extracts, using heme-binding 
methodology by MS. The plant Piper coruscans 
(Piperaceae) was selected for this application. MSMS 
adducts visualization was performed by molecular 
networking. Targeted products were isolated by 
centrifugal partition chromatography or preparative liquid 
chromatography, in one or two steps. Thirteen molecules 
were isolated, including ten already known products: six 
flavanones, three chalcones, one alkylamide, one 
indanone isolated for the first time like a natural product 
and two new coumpounds: one kavalactone and one 
cinnamic acid derivative. Among all these molecules, a 
chalcone validated the biological activity of the plant and 
showed an intermolecular bound with heme. 



 

Université Paris-Saclay  

Espace Technologique / Immeuble Discovery  

Route de l’Orme aux Merisiers RD 128 / 91190 Saint-Aubin, France  

 

 

connections of carbonyl group with it.  
 

 


