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Introduction 

La Trypanosomose Africaine est une parasitose vectorielle zoonotique. C

aladies 

sanguicole 

du genre Trypanosoma, elle est transmise aux populations par la 

-

- alique pour se retrouver dans le 

, la maladie est mortelle. Homme, cette prise en charge est contraignant car 

 ants -

infections aigues pour Trypanosoma brucei rhodesiense, et chronique pour Trypanosoma 

brucei gambiense. 

infectieux pour administrer le traitement . n charge 

 

 

 

Actuellement, seu  aux populations 

humaines comme traitement Trypanosoma brucei gambiense. 

C   

de traitement relativement longue 

combiner  

 un faible c t et actives 

sur les 2 stades de la maladie 

trypanocides issus de diverses familles ouvant alors agir sur des cibles 

du parasite, sans  
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Chapitre I. Contexte bibliographique

I.1.  

la Trypanosomose Humaine Africaine sans parler des 

Maladies Trop  Ces MTNs ou NTDs (pour Neglected Tropical 

s 

 leurs . 

revenu, viva

ou dans des zones de conflits. Ces conditions provoquent ainsi une 

-  de ces 

populations. Bien que de nombreux programmes de lutte aient vu le jour, ces MTNs pouvant 

 encore trop 

nombreuses (Strategic and Technical Advisory Group on NTDs (STAG), 2017). Elles sont 

responsables de la mort de 500  (Ioset, et al., 

2009) (tableau 1).  

E la transmission de ces 

pathologies les MTNs  (WHO, 2018).  

 Infections 

 
Infections parasitaires 

Infections 

virales 
Infections fongiques Autres 

 

 
Trachome 

 
 

 

Maladie de Chagas 
Dracunculose 

Echinococcose 
 

Trypanosomose Humaine 
Africaine 

Leishmaniose 
Filariose 

Onchocercose 
Schistosomose 

GeoHelminthose 
Taeniasis / Cysticercose 

Gale et ectoparasites 

Dengue et 
Chikungunya 

Rage 
Chromoblastomycose 

Morsure 
de 

serpents 

Tableau 1. Liste des 20 Maladies   

(WHO, 2018) 

Les moyens 
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 ont vu une disparition 

progressive des cas, ou encore 

(Mackey et al., 2014).   pas aussi positif. Les leishmanioses et la 

maladie de Chagas en font parties, avec des incidences tendent 

) (Ioset JR, et al., 2009; Hotez and Aksoy, 2017). En 2010, G-Finder 

Huit ans plus tard, ce chiffre ne change pas, avec seulement 4 % du financement global de la 

(Chapman et al., 2018). 

L complexe x 

 de graves neurologiques, 

moteurs, sens leur 

stigmatisation (figure 1). 

 

Figure 1. Exemples de Maladies Tropicales N  
(Filariose: ANOFEL, Onchocercose: WHO, THA: photo B. Courtioux : W. Dobbertin, Leprakranker, 1906) 

 

du 

genre Leishmania et Trypanosoma avec approximativement 45 (Okwor and 

Uzonna, 2016; Moncayo and Silveira, 2017; Franco et al., 2018). 
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organite du nom de

rie 

  

de ces parasites. Les protozoaires du genre Leishmania et Trypanosoma sont aussi 

   

MTNs dont 

 , dues au genre Leishmania, 

lions de personnes 

(Alvar e . Cette pathologie 

cellules de l

r localisation et de 

(Afrique, Asie et Europe s) 

(Leishmania major L. amazonensis

L. braziliensis L. donovani et L. infantum) (figure 3) 

.  

 

Figure 2.   
(WHO) 

 

 
 

Figure 3. 
  

(WHO)

 

le chien (Reguera et al., 2016). 

une 
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formes humaines, sa prise en charge reste 

(Otranto and Dantas-Torres, 2013).  

sont indispensables dans les c  reposent principalement sur 

 . 

traitements locaux peuvent suffire. La , notamment 

 

traitements, et o (Sundar et al., 2000; Loiseau 

and Bories, 2006; Rijal et al., 2013). 

Chagas (Steverding, 2014).  

avec plus de 12 

 

disease .  de la Leishmaniose ou de la 

Trypanosomose Africaine, les parasites sont ici 

 Les formes trypomastigotes contenus dans les 

ganisme envahissant de 

nouvelles cellules ( Rassi et al., 2010; Bern, 2015). ue en 2 phases. Une 

phase  le plus souvent non  une charge parasitaire 

. La patient se retrouve donc en phase 2 dite phase 

chronique. Le  a

ouvant aller de la colopathie chagasique 

la myocardite chagasique entrainant al s cardiaques, des troubles du rythme 

et des s -Molina and Molina, 2018). Deux 

t du nifurtimox et du benznidazole. Ces 

,  

 (Coura and Castro, 2002). 
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S essai clinique soutenu par le Dndi (Drugs for Neglected 

Diseases initiative) .   

 

Figure 4.  
(WHO) 

 

La  
de notre travail . 

 

I.2. La Trypanosomose Africaine 

I.2.1. Trypanosomose Africaine 

 Trypanosomose Humaine Africaine  

parmi une estimation comprise entre 

57 et 65 -

. Ibn Khaldoun rapporte la mort du sultan Mari Djata II des suites 

ladie qui endort an 

. Par la suite, de nombreux chercheurs ont s de mettre en 

dans les fluides biologiques humains.  

L

 

pour 

la prise en charge des populations locales et notamment dans la lutte anti-vectorielle afin 

son 

Centrafricaine, dans le Sud du Soudan et en Ouganda.  
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Depuis, ces pays peinent diminuer le nombre de cas. Les conflits des pays voisins 

migrations de populations conduisent  arition  de la maladie dans des 

,  (Ekwanzala et al., 1996; Smith et al., 1998; Stanghellini 

and Josenando, 2001).  

enregistrent un recul du nombre de nouveaux cas, en raison de la fin des conflits dans 

 (Franco 

.  

 

Figure 5. Nombre de nouveaux de cas de THA en 2018  
(WHO 2019, Franco 2018) 

 

Trypanosoma brucei gambiense (T.b.g.) et Trypanosoma brucei 

rhodesiense (T.b.r.) respectivement. Ainsi, sont 

T.b.g., et plus de 4 millions de personnes pour T.b.r. (Franco et al., 2018; 

. 

atients 

(Simarro et al., 2011) OMS, seulement 1 
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2017, en comparaison des 9 875 cas 2009 (figure 5) 

. Ce chiffre est en dessous des 2 

2020 . 

 

s 

(figure 6) 

. 

transmission de T.b.g. 

(National Sleeping Sickness Control Programmes ou PNLTHA pour Programme National de 

Lutte contre la Trypanosomiase Humaine Africaine

, et cela -

gouvernementales (NGOs) . Or, de nombreux 

 plus 

de 29 cas en 2015 

 (Camara et al., 2017). D

obtenues peuven  (actuellement en RDC ou au 

  

approximatif.  

Il ne faut pas non plus oublier 

ce qui biaise les ques .  
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Figure 6. Nombr T.b.g. et T.b.r. 
 

(Franco, 2017) 

Ainsi, pour atteindre  

gouvernements locaux 

, de 

 

 

 Trypanosomose Animale Africaine 

Pour ce qui est de la Trypanosomose Animale Africaine (TAA), les chiffres sont beaucoup plus 

s en Afrique sub-Saharienne 

agricole en Afrique (Shaw et al., 2014; Ebhodaghe et al., 2018)

s sur le plan 

T. congolense et T. vivax res 

continents comme  (Morrison et al., 2016) (figure 7). Le plus grand enjeu 

porte sur source -

via les v

ont fourni des chiffres (16,1% avec un intervalle de confiance (IC) de 12,3-20,3% pour 
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-4,9% ) (Odeniran and Ademola, 2018). 

des chiffres ex

animaux sont   pour les 

sous- ( yo et al., 2005 ). 

Concernant la T

 

 (Holt et al., 2016; Ebhodaghe et al., 2018)

hologie. De plus, il ne faut 

inexistantes.  

 

Figure 7. Distribution de la TAA dans le monde  
(Morrison, 2016) 

 

I.2.2. Le vecteur de la maladie 

I.2.2.1. Classification  

 

-   

-famille des Glossinidae et au seul genre Glossina. Elle est 

-

Kalahari. 

Il existe trois sous-

africain (figure 8). 
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- Sous-genre Nemorhina (Robineau-Desvoidy, 1830), groupe palpalis

glossines vivent a

G. palpalis et G. fuscipes 

comme des plantations et aux grandes villes (Tshimungu et al., 

2010). Trypanosoma brucei gambiense est principa  (Wamwiri 

and Changasi, 2016). 

- Sous-genre Glossina sensus stricto (Zumpt, 1935), groupe morsitans

ce groupe vivent au niveau des 

animales (sauvages comme domestiques) 

la TAA. Par exemple, G. m. longipalpis, est capable de transmettre T. congolense ou T. vivax, 

s responsables de formes animales. G. pallidipes et 

G. morsitans interviennent dans la transmission de T.b.r. notamment (Gooding and Krafsur, 

2005). 

- Sous-genre Austenina (Townsend, 1921), groupe fusca

ne 

soient responsables de THA, certaines, comme G. tabaniformis, sont capables de transmettre 

(Leak et al., 1991). Malheureusement les changements climatiques 

 changer cette distribution. 
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Figure 8.  

r que la liste des glossines est exhaustive et est sujette 

modifications (Gooding and Krafsur, 2005). 

 

I.2.2.2. Morphologie  

 

La glossine est une mouche de couleur brune ou sombre 

souvent terne, variant (Kohagne Tongue, 2014). Elle p  une trompe 

horizontale en prolongeme au niveau de 

son dos  au repos. Sur les  espace formant une hache 

 cellule en hache vis- -  

(Gentilini et al., 2012). 
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sont capables de transmettre la 

maladie lors de leur repas sanguin (Brun et al., 2010). Essentiellement diurne, elle passe de 

 aux heures les plus chaudes de la 

que . La 

glossine et se reproduire comme une 

8  s et de la 

nourriture  (Rogers, 1985). Une 

 de reproduction. 

 (Krafsur, 2009). L

seule fois au cours de sa vie  pas plus de 

5 descendants dans toute sa vie. La femelle stocke 

  autof  (WHO, 2013) (figure 9).  

ont un temps de survie de 200 jours, plus que la vie de la mouche elle- . En effet, 

et climat) 

(WHO, 2013; Lisette Kohagne 

Tongue, 2014). La mouche femelle est larvipare, elle va 

 poche r cette larve dans un sol humide, 

Trypanosoma

(WHO, 2013; Krafsur, 2009). 

Les mouches ne se contaminent  

s 

nourrir. 
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Figure 9. Glossina morsitans morsitans  
(www.raywilsonbirdphotography.co) 

 

La glossine est majoritairement responsable de la transmission des parasites humains comme 

Tabanus spp., ou Stomoxys spp., qui 

sont responsables de la transmission de T. evansi notamment 

 (Brun et al., 1998; Krafsur, 2009). 

I.2.3. Le parasite 

I.2.3.1. Classification 

, 

de la famille des Trypanosomatidae et du genre Trypanosoma (figure 10). 

 

 

Figure 10. Classification des trypanosomes  

(Baral, 2010) 
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Il e

(Overath et al., 1998; Njagu et al., 1999): 

- Les Stercoraria Trypanosoma cruzi, 

Triatoma infestans et Rhodnius prolixus. On y retrouve des formes extracellulaires mobiles au 

niveau du sang et des formes intracellulaires immobiles (Stevens and Brisse, 2004). Un autre 

parasite est Trypanosoma lewisi. Il 

, Nosopsyllus 

fasciatus  (Verma et al., 

2011; Truc et al., 2014).   

- Les Salivaria, sont transmis par des mouches piqueuses dont les glossines en Afrique. 

 

T. brucei spp., s s -

ou non (Stevens and Brisse, 2004). 

 Trypanosoma brucei brucei (T.b.b.), sous-

, 

est responsable da  

 (Thomson et al., 2009). Trypanosoma brucei brucei 

est la sous-  

 Trypanosoma brucei rhodesiense (T.b.r.), sous- e en 

(Welburn et al., 2001). 

 Trypanosoma brucei gambiense (T.b.g.), sous-

anthroponotique, elle se 

 

remis en question ces der . 

Trypanosoma congolense 

T. simiae T. vivax 

T. evansi 
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T. equiperdum

(Finelle, 1969). Ce 

(Brun et al., 1998) T. vivax circulant aussi sur le continent sud-

(Desquesnes, 

2004). 

I.2.3.2. Morphologie 

Les trois sous- T. brucei 

se trouvent. Les trypanosomes apparaissent fusiformes et mobiles au stade sanguicole. Ils 

relativement simple 

formant ainsi une membrane ondulante, des organites divers comme le glycosome (organelle 

), les acidocalcisomes (organites acides 

riches en calcium et polyphosphate) 

(figure 11) (Vickerman et al., 1988; Vercesi 

et al., 1994; Barry, 1997; Cayla et al., 2019).  

 

Figure 11.  

  

Le nombre codant pour les 

 (Morrison et al., 

2009).  
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ote chez la glossine, forme 

 

trypomastigotes (trapue et longue  (Matthews 

et al., 2015).  

s 

absent

-infectieuse. En effet, bien que t pas encore 

bien connu, il semblerait qu n cation du 

en jouant 

le stress oxydant ou encore en participant -

 (Somerville et al., 1995; Liochev et al., 1999; Rau and 

Stolz, 2003). 

 

, 

du NAD(P)H en cofacteur 

e 

(Hall et al., 2012; Oliveira et al., 2010; Wilkinson et al., 2008; Wyllie et 

al., 2016). 

de type 1 (NTR1) utilisant donc le NADH et la FMN com . Cette NTR1 leur 

fection en leur permettant notamment de se 

transformer en forme infestante (Wilkinson et al., 2008). Lors de la 

e 

va 2
- nitroso (NO-), 

puis hydroxylamine (NHOH-) donnant pour finir une amine (NH2
-  (figure 

12) (Hall et al., 2011). Il est  - 
-. 

- qui est capable 
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ADN et donc la mort du parasite. 

 

Figure 12.  de type 1 chez les trypanosomes africains 

 

I.2.4. Clinique, diagnostic et traitements de la Trypanosomose Humaine Africaine 

I.2.4.1. Cycle parasitaire 

Cette transmission est incluse 

, la glossine et chez  (figure 13) (Franco et 

al., 2014; Bonnet et al., 2015). 

 

Figure 13. Cycle parasitaire de la Trypanosomose Humaine Africaine. 
( Bonnet et al. 2015) 
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sanguine, la glossine in

trypomastigotes circulants. Cette f

sanguine et lymphatique tout en continuant leur multiplication par fission binaire. La 

- localiser au niveau du 

Ce franchis

parasite, il peut aller de quelques semaines pour T.b.r. T.b.g. 

Lorsque les trypanosomes se multiplient dans -rachidien (LCR), 

ux. 

 

trypanosomes circulants, qui une fois dans son intestin subiront une maturation pour 

 (Acosta-Serrano 

et al., 2001). Ces formes 

sa vie. 

 

I.2.4.2. Evolution de la maladie 

de leur re en 

de la mal lymphatique vers le stade nerveux varie et est 

T.b.r.  peut  de 

quelques semaines alors que pour T.b.g., marquant une 

infection chronique

semblables pour les deux atteintes.  

pique un indivi
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(Gentilini et al., 2012). 

Ce dern

- 4

 

 
Figure 14. Observation d'un trypanome  

(ANOFEL) 

 

-

 du p  (Caljon et al., 2016; Capewell et al., 2016). 

  

 

 (Trindade et al., 2016).  

I.2.4.2.1.  

I.2.4.2.1.1. La clinique de la THA en stade 1 

comme un prurit, des  de la face donnant au patient un visage dit lunaire (figure 15), 

palpables, indolores, mobiles et non suppuratives principalement au niveau de la chaine 

ganglionnaire sus-claviculaire et cervicale (figure 16

du diagnostic de la maladie (Duggan and Hutchinson, 1966; Brun et al., 2010). 
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Figure 15.  
 

 

 
 

 

Figure 16. pable 

  

(Photo ANOFEL) 

 
 

I.2.4.2.1.2. -physiopathologie de la THA au stade 1 

L

 . L

trypanosome va provoquer sa lyse par formation de pores au niveau de son lysosome 

(Harrington et al., 2009; Kuriakose et al., 2016; Molina-Portela et al., 2005). Toutefois ce TLF 

- T.b.g. et T.b.r. ont acquis une 

 (Vanhamme and Pays, 2004). En effet, 

T.b.r. SRA (Serum Resistance Associated protein) 

-

APOL1 (Pays, 2006) T.b.g. 

TgsGP (T.b.g-

APOL1 (Uzureau et al., 2013).  

Les sous-

(Pattern recognition receptor) avec notamment un 

Pathogen Associated Molecular Patterns

la surface d  cas des trypanosomes, il semblerait 
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(glycosylphosphatidylinositol) au niveau de la 

membrane du parasite. A la suite de cette reconnaissance, il y a activation des cellules de 

 -inflammatoires 

ort de cellules 

effectrices et sur  

Cette activatio est 

-inflammatoires (Kuriakose et al., 2016).  

, de TNF

ire de 

 

des  anti-inflammatoires, immunosuppressives et inhibitrices 

(Stijlemans et al., 2007). 

peuvent aussi  des IL12 et IL18, cytokines pro-inflammatoires activant par cascade 

(Mansfield and Paulnock, 

2005, 2008). 

Les parasites 

 activation 

nt et sa propre multiplication (Hill et al., 2000). Ils sont capables 

la voie de L-

facteurs de croissance divers 

 (Vincendeau et al., 2003). 

 

 e, recouvre plus de 

90% de la surface du parasite rendant inefficac  par les anticorps 

(Vickerman, 1985). En effet, ce manteau change ses VSG. Dix pourcent du 

dif  provoquent 

du parasite, o contre 
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ce qui permet nouveaux

(Manna et al., 2013) facilite la 

unitaire humorale va avoir une 

 (figure 17). 

 

Figure 17.  
(Matthews et al., 2015) 

 

laire 

trypanine (Trypanosome Lymphocyte-Triggering Factor, TLTF), jouant 

cellulaire (Hutchings et al., 2002). La trypanine, 

 

(Vaidya et al., 1997).  

  

-

 

I.2.4.2.2. Stade nerveux ou stade 2 

I.2.4.2.2.1. La clinique de la THA au stade 2 

A les trypanosomes induisent une neuro-

dont comme des 

comme 

une (Blum et al., 2001). 

Ces troubles qui augmentent au cours de la maladie peuvent provoquer un isolement du 

patient.  
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nement 

sa 

 (Buguet et al., 2001). 

 au cours 

phase  (Blum et al., 2001). 

 cette perturbation du rythme circadien est 

 (Lundkvist et al., 2004).  

ien notamment, font leur apparition et 

 

 

I.2.4.2.2.2. -physiopathologie de la THA au stade 2 
 

Franchissement de la BHE 

Les trypanosomes pour atteindre le LCR doivent traverser la BHE, or cette der

s 

 certains dicaments. Cette BHE est c

formant la paroi des 

ca . 

pieds astrocytaires formant un bouclier. 

architecture et et restrictif le passage au travers de la BHE 

(Cecchelli, 2001) d

e  lles serait la 

e 

(Nikolskaia et al., 2006; Bonnet et al., 

2017) , urface 

du trypanosome, capables 

favoriser le passage du parasite (Nikolskaia et al., 2006; Grab et al., 2009). 

niveau des veinules post capillaires (Owens et al., 2008). 
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constituant la glia limitans asculaire. Les 

que celui des 

lymphocytes. Les parasites pourraient aussi profiter ration des membranes par 

le passage des lymphocytes (Masocha et al., 2007). Au niveau de la glia limitans, les pieds 

astrocytaires so -

-2 et MMP-

inflammation (Agrawal et al., 2006)

passage des leucocytes et donc des trypanosomes.  

n

trypanosomes au travers 

de type sauvage (Masocha et al., 2004). 

Les trypanosomes sont capables de passer au niveau du SNC en choisissant des zones 

alamus, 

grande ouverture et donc un meilleur passage au niveau du cerveau.  

parasites

passer au 

 (Nikolskaia et al., 2006)  

CMH5

ce qui permettrait d

et ouvrirait donc de nouvelles voies de recherche (Bonnet et al., 2017). 

Au niveau du SNC 

A la suite du franchissement de la BHE, les trypanosomes se retrouvent au niveau du SNC et 

en
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connus dits du stade nerveux

vomissements, sont dus area prostrema 

ice aux trypanosomes (Mogk et al., 

2017)

(Figarella et al., 2005; Urade 

and Hayaishi, 2011)

les changements de per  sont le 

(MacLean et al., 2012). 

C

 nerveuse, Kristensson et al  

cytokines pro-

NO, qui va alors favoriser la multiplication de T. bruce urvenue des 

 (Kristensson et al., 2010). Les chimiokines, cytokines 

 (Amin et al., 2009; Kristensson et al., 2010; Mogk et 

al., 2016; Bonnet et al., 2018). 

 

I.2.4.3. Diagnostic de la THA 

les population

ent 

(figure 18
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indirects permettent dans un premier temps de diagnostiquer la 

adapter le traitement. 

 

Figure 18.  
(Simarro et al., 2003) 

I.2.4.3.1. Diagnostic de la maladie 

(Zillmann and 

Albiez, 1986) et se base sur la reche

T.b.g. Ces Ac 

dont certaine

ontact avec 

des trypanosomes

efficace sur le terrain au contact des populations (Jamonneau et al., 2000; Penchenier et al., 

2003; Chappuis et al., 2005) T.b.r. 
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-

encore le test immuno-

  

 

observation au microscope. Le trypanosome se colore en bleu avec son noyau et son 

 . Cependant cette technique 

echnique de concentration par centrifugation en tube capillaire peut 

 afin de concentrer les trypanosomes avec les leucocytes pour une meilleure 

(Lutumba et al., 2006) la mini-

-parasitaire 

(QBC) qui sont malheureusement trop couteuses et trop contraignantes sur le terrain. Des 

 sur le terrain. 

I.2.4.3.2. Diagnostic de stade 

e 

. En 

19
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Figure 19. Ponction lombaire  
(www.congoactuel.com) 

(WHO, 2013)

qui choisissent eux- ; Kennedy, 2010). 

que un dysfonctionnement au 

 en fonction des individus 

(Bisser et al., 2002)

 

nouvelles techniques de diagnostic de la maladie ou de stade 

-

mediated isoth

 

(Bonnet et al., 2015).  

I.2.4.4.  

I.2.4.4.1.  

 (tableau 2). Elles sont "stades et 

T.b.g. et T.b.r.  
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T.b.g. et T.b.r 

plus ancienne, sont actuellement fournies par l'OMS via un partenariat public-

populations (WHO, 2013). 
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I.2.4.4.1.1.

La prise au charge au stade 1 de la maladie est 

 

 La pentamidine  

Diamine aromatique -Poulenc, la 

L. 

donovani ou T. brucei (figure 20) Pneumocystis 

jirovecii -

- (Damper and Patton, 1976). 

 

Figure 20.  

 

, Nepubent , 

Pentam e rme de sel de dimesylate 

(Lomidine ), mais des mauvais usages provoquant la mort de nombreuses personnes, ont 

forme (Lachenal, 2014)

voie par

-gp) en 

raison de sa nature cationique, ce qui bloque son passage au niveau du SNC (Fairlamb, 2003; 

Sanderson et al., 2009).  

(Kappagoda et 

al., 2011) ransfert (tARN) du parasite, limitant ainsi les 

(Sun and Zhang, 2008).  

possible que son  

calcique ATPase (Benaim et al., 1993) Leishmania 
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(Croft and Brazil, 1982; Barrett et al., 2007)

 

al. -purines 

(Carter and Fairlamb, 

1993; Carter et al., 1995)

. Pour confirmer cela, Matovu 

in vitro 

tra

(Matovu et al., 2003). En effet, le transporteur P2 est 

MPXP p  Melarsoprol/pentamidine cross-resistance Toutefois

grande concentration au sein des parasites,  nc 

pentamidine (Bray et al., 2003; Matovu et al., 2003). Au 

 -sensitive 

pentamidine transporter 1 

trypanosomes,  identique au transporteur P2 (De Koning et al., 2000). En 2001, 

De Koning et al

-affinity pentamidine transporter 1 

 Low-affinity pentamidine transporter 1 (De Koning, 2001a; De Koning, 

2001b)

de ces transporteurs explique donc le fait que la pentamidine 

 perdre 
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aussi le transporteur HAPT1, et dans une moindre mesure LAPT1 (Barrett et al., 2011). Les 

 

Pour assurer leur surv

faire q

aquaporines. Trypanosoma brucei

ou des (Uzcategui et al., 2004)

embrane 

floue. En 2009, Field et al.

renouvellement membranaire indispensable au parasite pour assurer sa survie (Field and 

Carrington, 2009). Mais Bassarak et al

intracellulaires (Bassarak et al., 2011). Toutefois Baker et al

de Field, qui montre que la p

eci explique donc bien le fait que TbAQP2 est un des transporteurs essentiels 

de la pentamidine au sein du trypanosome (Baker et al., 2012). En 2014, Munday et al, 

rte 

(Munday et al., 2014)

MPXR. 

 

 La suramine 

r. La suramine yl

polyanioniques (figure 21). 

franchir les membra
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T.b.r

(WHO, 2013). 

T.b.g. 

capable  Onchocerca volvulus, . Cette action 

entraine ion allergique 

impressionnante de type anaphylactique (Brun et al., 2010). 

 

Figure 21.  

 

 

(Fairlamb 

and Bowman, 1977; Vansterkenburg et al., 1993; Nok, 2003). Toutefois en 2011, cette 

(Morgan 

et al., 2011)

dans des compartiments acides et va agir comme inhibiteur des enzymes de la glycolyse et 

elle va avoir une action plus lente et cela, par interaction avec les enzymes de la glycolyse au 

niveau du cytoplasme (phosphoglycerate mutase, enolase, pyruvate kinase) et non 

directement au niveau du glycosome (Sekhar et al., 2014)

-3-phosphate 
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-3- ant ainsi la mort du 

trypanosome (Fairlamb and Bowman, 1980). 

cancers, ou encore vis- -vis de la reverse transcriptase du VIH (Take et al., 1989; Barrett and 

Barrett, 2000). 

 

I.2.4.4.1.2. Traitement stade nerveux 

En raison de le

 

-

 

 

  

Connue sous le nom de DFMO (pour -

-

T.b.g (figure 22).  

 
Figure 22. Stru  

 

e, elle reste toutefois le traitement de 

T.b.g. 

En 1978, Metcalf et al.

est 

T. brucei ou encore 

Saccharomyces cerevisiae. Elle 

polyamine comme la spermidine (Metcalf et al., 1978; Bacchi et al., 1990). Ces polyamines 

sont essentiel

s et par leur contribut
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al., 

 de 64% (entre 61,5-63,6%) 

Trypanosoma brucei 

C-

e 

parasite (Phillips et al., 1987, 1988). 

Le DMFO, est donc avec 

es 

ne  ( Bitonti et al., 1986c; 

. Toutefois, l T.b.r. car ce 

-

et cela en comparaison avec T.b.g. (Iten et al., 

1997). 

et al., ont 

montr T.b.b. 

 (Vincent et al., 2010) ouverte a remis en question la 

(Bitonti et al., 1986a)

s s e par un transporteur et ainsi agir 

au sein du parasite. Ce dernier  

 (Mathieu et al., 2014). 

 Le nifurtimox 

-

 (figure 23)

 (Priotto et al., 2009). 

CT (Nifurtimox-Eflornithine Combinaison Therapy) est 

T.b.g. La mise en place de cette association a 
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Quant au nifurtimox, sa prise Per Os 

lors de contre- (WHO, 2013). 

 
Figure 23. Structure du nifurtimox 

 

-NO2

avec la NTR1 r

que le nifurtimox provoquait un stress oxydatif au niveau des cellules cibles (Hall et al., 2011). 

2, en 

noyau aromatique du nifur

parasitaire (Wilkinson et al., 2011; Patterson and Wyllie, 2014). Le nifurtimox est alors 

 

 

  

 assoc

ourds (2,3 dimercaptopropanol) (figure 24).  

 

Figure 24.  

 

solution de pr interagit avec le 
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(Lutje et al., 2013). 

T.b.g. ou T.b.r.

tion des 

T.b.g. anmoins le traitement 

T.b.r. 

r -vie de 3,8 heures sous forme libre (Bronner et 

al., 1998; Keiser et al., 2000)

franchir la BHE, m  

(Bronner et al., 1998)

drolyses non-enzymatiques ou des N-oxydation, ou encore des 

conjugaisons (Bronner et al., 1998).  

ceux de la penta

(Fairlamb et al., 1989; 

Cunningham et al., 1994)

(Fairlamb and Horn, 2018). 

MPXR (De Koning et al., 2000; Baker et al., 2012). 

 

 (figure 25). 
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Figure 25.  

(P : Pentamidine, M  : Eflornithine, N : Nifurtimox, S : Suramine) 

 

e comme la voie Per Os, actives sur les deux stades et les deux sous- et pour 

.  

 

 

I.2.4.4.2.  

 Le fexinidazole  

(5-nitroimidazole) i 

(Drugs for Neglected Diseases initiative) -Aventis 

(Eperon et al., 2014) (figure 26). 

ue du Congo (RDC) pour lutter contre la THA 

T.b.g. ; Tarral 

et al., 2014) T.b.r. 

s de traitements. 

 
Figure 26. Structure du fexinidazole 
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fait intervenir les

comme pour le nifurtimox notamment.  

Le fexinidazole est substr

abolites le fexinidazole-sulfoxyde et le fexinidazole-

 27). Ces derniers 

asmatiques (20 % pour le sulfoxyde, et 42 % 

rmettant une 

(Torreele et al., 2010).  

 

Figure 27. Structures chimiques du fexinidazo de et sulfone 

 
 e pour le fexini

tests in vitro

-

(Tweats et al., 2012). In vivo, la 

NOAEL (No Observable Adverse Effect Level en. 

 

1 200 et 1 des vomissements, des 

(Tarral et al., 2014; Mesu et al., 2018). 

meilleures prop Ces 

. 

T.b.g. et T.b.r. in vitro et in vivo. 

ec le nifurtimox. En effet, 

  sont 10 fois plus 
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. La

nifurtimox sont 

trypanosomes, et leur sous-expression est un 

(Sokolova et al., 2010; 

Wyllie et al., 2016). 

 

ts (AEM)) a rendu un avis favorable concernant le fexinidazole permettant ainsi 

 T.b.g., ce qui est une 

. Les essais cliniques pour lutter contre T.b.r. sont toujours en cours en Ouganda et au 

Malawi. 

T. cruzi et de Leishmania spp. Pour 

T. cruzi in vitro puis in vivo essais cliniques. En effet, 

de phase II. 

personnelle). 

ltats obtenus in vitro 

. 

  

Faisant parti des oxaboroles et connu sous le nom SCYX-7158

2009 par Anacor Phamaceuticals (figure 28). 

 
Figure 28. Structure de l'acoziborole 
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action sur les de

in vivo (Jacobs et al., 2011). Actuellement 

T.b.g. bout Sleeping 

 (Jacobs et al., 2011; 

Eperon et al., 2014). De plus, les essais cliniques se basent sur une dose unique facilitant 

servance des patients. 

Il y a peu,  il semblait que 

(Jones et al., 2015). En 2018, Wall et al es benzoxaboroles 

 

 (Wall et al., 2018). 

 

 La pafuramidine  

L une diamidine en phase 

29) (Mdachi et al., 2009; 

Wenzler et al., 2009; Jacobs et al., 2011). 

 

Figure 29. Structure de la pafuramidine 

 

eux cas 
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I.2.4.4.3. Vaccination

Le trypanosome est recouvert 

 

  

isme. Toutefois, au niveau de la poche flagellaire du parasite, il existe des 

(La Greca 

and Magez, 2011). 

et al

les trypanosomes (T. congolense et T. vivax

T.b.r. Cette 

(Mkunza et al., 1995). 

prometteuse (Radwanska et al., 2000)

 

 dans la division cellulaire, la morphologie ou 

ains trypanosomes responsables de la TAA lorsque les 

-tubuline de T. evansi. 

(Lubega et 

al., 2002; Li et al., 2009)

 

GPI  retro

(La Greca and Magez, 2011).  

utopiste face aux pouvoirs 
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- - (Black and Mansfield, 

2016). 

 

I.2.5. Clinique, diagnostic et traitements de la Trypanosomose Animale Africaine 

I.2.5.1. Evolution de la maladie 

Il nimale Africaine 

e de 

 

 

- La T. 

vivax, T. congolense, T. simia, T.b.b. ou T. suis des glossines. Toutes 

se multiplier et 

irculation 

chaque crise, aggravant 

s s animales comme les 

chiens et les dromadaires peuvent p , 

 (Boyt, 1998; Chartier, 2000). La 

e mis en cause. Pour T.b.b.

 

T. congolense qui est le plus virulent 

chez les bovins, les  sont beaucoup plus impressionnants avec une  

T. vivax sont 

T.b.b. 

T.b.b. 

 s avec des hyperthermies 
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et autres signes cliniques qui con

 

Trypanosoma suis  

entrainant la mort des animaux en quelques mois. Trypanosoma simiae lui, est 

sauvages comme domestiques voire les dromadaires. 

 

al., 2010).

(Desquesnes, 2004). En 

 

- La Surra est due T. evansi 

 (Brun et al., 1998). Toutefois les animaux les plus sensibles sont 

 et les chiens, qui 

 

 

mourir rapidement.

- 

T. equiperdum. La dourine  , 

chronique et  est relativement rare et provoque la mort des chevaux 

en moins de 3 mois. La forme chronique, qui est la forme la plus 

et 2 ans. Les signes cliniques 

C

 a

or , avec une 

 

de

. Les paralysies des 
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 (Chartier, 2000). Il existe une forme dite atypique retr

 et les atteintes 

T. equiperdum peuvent av

fragiles qui ne survivent pas toujours (Desquesnes et al., 2013). 

 (figures 

30 et 31). C - -

vis du parasite. 

 

 

Figure 30. Vache N'Dama  
(Wikimedia) 

 

Figure 31.   
(Cirad) 

 

 (Orenge et al., 2012)

ux a permis de mettre  

e

cont  (Dayo et al., 2012; Yaro et al., 2016)
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 (Berthier et al., 2003; Yaro et al., 2016)

par les 

imp  (Taylor, 1998)

 (Mansfield et al., 2014; Liu et al., 2015). C

des travaux lymphocytes 

B indu tion de la 

  (La Greca and 

Magez, 2011). 

insi leur survie (Murray et al., 1982; Naessens, 2006). 

maitriser ces signes cliniques,  la recherche un vaccin 

 

maladie. Ainsi l   

meilleur aspect . 

 

I.2.5.2. Diagnostic de la TAA 

parasitologiques.  

option.  

Des examens directs, semblables 

T. equiperdum) permet 

pour les cas 
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(figure 32)

 

2010).  

 

Figure 32. Frottis sanguin de Trypanosoma brucei brucei  
(Photo personnelle J. Bonnet) 

 

 le parasite, des techniques de concentration 

 buffy coat 

(Desquesnes and Tresse, 1996)

 buffy coat method T 

exceptionnelles car plus longues et plus couteuses que la technique HCT. 

Para amment vont 

permettre de donner 

. On retrouve 

 des IgM. 

e sont pas aussi performants avec 

tous les parasites, pour T. vivax T. evansi ou T. 
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congolense

active (Desquesnes et al., 2001). 

parasitaire  sur 

place, mais elle reste n  African Animal . 

en raison du 

 

 bien trop importantes. 

I.2.5.3.  

I.2.5.3.1.  

yen de lutter contre la TAA. Toutefois 

 

Actuelleme  

(tableau 3)

t 

t trop important . Des moyens de 

voir   
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Tableau 3. Les traitements  contre la TAA 

 

 

  

-amidine 

de nom 4,4'-(1-Triazene-1,3-diyl) bis (benzenecarboximidamide) 

(figure 33)  (Peregrine and Mamman, 

1993). 

 

Figure 33.  

Souches Indication Posologie

 

T. congolense, T. 
vivax,  

T. brucei,  
T. evansi 

Curatif  
5 mL pour 100 kg 

de poids vif  
(IM) 

Coloration 
 

dose chez le chien 
 

 

T. congolense,  
T. vivax,  
T. brucei,  
T. evansi 

Curatif et 
prophylactique 

Doses variables : 
kg 

(IM) 

IV mortelle chez la 
 

Homidium 
(bromure, 
chlorure) 

T. congolense, T. 
vivax  

Curatif  
1 mg/k

 
(IM profonde) 

Irritant au point 
 

Sulfate de 
Quinapyramine 

T. congolense, T. 
vivax,    

T. brucei,  
T. evansi 
T. simiae 

Curatif et 
prophylactique 

5 mg/k
solution 10%  

(SC) 

Tremblements, 
 

Suramine 
T. brucei,     
T. evansi 

Curatif et 
prophylactique 

10 mg/k
 

(IV lente) 
rales 

Chlorhydrate de 
 T. evansi Curatif 

0,25 mg/kg de 
poids vif  

(IM profonde, 
SC) 
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 contre des 

 et  (Williamson, 1976). Il est 

urines, le lait et le foie des bovins. 

 

Poudre jaune

 

al., 2010) -

, souve  (Losos and 

Crockett, 1969). 

 

se fixer 

-thymine (A-T) (Newton, 1972 ) , une inhibition de la 

  est possible

(Poot et al., 1990) s 

oires (Kuriakose and 

Uzonna, 2014). 

polyamines (Bitonti et al., 1986b). 

apparus  (Mungube et al., 2012)

u sein de T. brucei 

T. brucei. Toutefois pour les 
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T. congolense ou T. vivax

 (Munday et al., 2015). 

 

  

ou 3-amino-8-[3-[3- -1- -5- -6- 

,  (figure 

34). 

 

Figure 34. Structure de  

 (Berg, 1960; Brown et 

al., 1961)

l  1938, tout comme pour  al effets 

trypanocides et 

(Browning et al., 1938; Kinabo, 1993). 

aqueuse en intramusculaire (IM)

IM 

-

 (Schillinger et al., 1985). 

(Kinabo and Bogan, 1988; 

2010). L -

intramusculaire . 
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Bien que la consommation des viandes s

 

De

s s 

 (Wagner, 1971; Marcus 

et al., 1982)

membranaire (Girgis-Takla and James, 1974)

 (Shapiro and Englund, 1990).  

 dans 

notammen . Ceci vais usages et la vente 

de   soignant 

les concentrations en substances actives sont en dessous des normes, ou totalement 

e  (Bengaly et al., 2018).  

 

 Homidium 

nom 3,8-

Diamino-5-ethyl-6-phenylphenanthridinium bromide, ou 3,8-Diamino-5-ethyl-6-

phenylphenanthridinium chloride (figures 35 et 36).  

 

Figure 35. Structure du bromure d'homidium 

 

Figure 36. Structure du chlorure d'homidium

 

Poudre soluble dans 
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des mesures de protection vis- -

et est facilement administrable

pour une dose bolus) sous forme de solution stable pour 3 mois. Introduites en 1952, ces 

T. vivax, et T. congolense  

bovin, caprin et ovin

 

al., 2010)

lorsque les 

 (Murilla et al., 1996).  

Tout 

progressi

ation ou leur 

 (Kinabo, 1993). 

paire  (Richardson, 1973)  

totale substitution (Waring, 1965; Sutcliffe et al., 2014)

minicercles de 

des parasites (Roy Chowdhury et al., 2010)

 (Roy Chowdhury et al., 2010)

 (Lanteri et al., 2008). 

 

 Sulfate de Quinapyramine 

Le sulfate de quinapyramine, ou 6-N-(2-amino-1,6-dimethylpyrimidin-1-ium-4-yl)-1,2-

dimethylquinolin-1-ium-4,6-diamine;hydrogen sulfate, est une quinoline pyrimidine sous forme 

 (figure 37).  
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Figure 37. Structure du sulfate de quinapyramine 

 

T. evansi, T. 

equiperdum dans l  (Curd and Davey, 1950; Leach and Roberts, 1981). 

-

T. vivax, T. congolense, T. brucei, T. evansi ou encore T. simiae chez 

-

 . 

 du foie et des reins, il existe un risque i  

  

salivations, de  

chiens, alors que chez les autres animaux, on peut retrouver des  

majoritairement  

(Spinks, 1950a, 1950b). 

ribosomes cytoplasmiques (Giordani et al., 2016)

 

. Ces 

de modifications cytoplasmiques. Le sulfate de quinapyramine agirait 

vraisemblablement plus comme un inhibiteur de croissance que comme un trypanocide direct. 
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Ainsi le trypanosome est toujours capable de se mouvoir mais ne peut plus se multiplier et 

(Ormerod, 1951).  

 Chlorhydrate  

-

 (Berger and Fairlamb, 

1994). Son nom est le suivant : -

 (figure 38)

 ou Mel Cy.  

 

Figure 38. Structure du omine 

 

mise en 

-

ne  importante contre 

T. evansi chez les vaches, les chevaux et les buffles 

(Kinabo, 1993) T.b.b., ou T. equiperdum. Il 

, 

 (Giordani et al., 2016). 

, ou par interaction avec la trypanothione 

 (Flynn and Bowman, 1974; Fairlamb, 1990). En effet, il semblerait que le 

Cymerlasan  

 (Carter and Fairlamb, 1993; 

De Koning and Jarvis, 1999; Munday et al., 2014). 
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Tout comme pour la THA, 

(Geerts et al., 2001). Or, a e  

I.2.5.3.2. M  tude  

pour lutter efficacement contre la TAA (figure 39). Elle serait efficace vis- -vis de T. congolense 

et T. vivax. En effet, les premiers tests in vivo  des vaches, ont permis de montrer 

 (Akama et al., 2018).  

 

Figure 39. Structure de l'AN11736 

 

 avec 

Cleavage and 

polyadenylation specificity factor 

 ment (Wall et al., 

2018)

 

 

I.2.6. La lutte anti-vectorielle 

La Trypanosomose Africaine , que 

jouant alors -

 

une action de lutte anti-

des diverses populations.  
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impact 

(WHO, 2013).

plusieurs  

ent, 

 

en raison des effets 

 

aussi des populations, 

 

 

 

(figure 40). 
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Figure 40.  
(Photo M. Desquesnes, Cirad) 

 

U e 

une descendance 

 

rapeutique. 

isation qui 

malheureusement ne son s dans certains pays africains souvent sujets 

.  
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Objectifs

 de nouvel , 

, reste un enjeu majeur. Pour cela 

UMR INSERM 10  a 

s le  -infectieux (  UPR 

CNRS 8241 UMR IRD 156 de 

Toulouse sous la direction du Pr. N. Fabre, LPCR - UMR 7273 de Marseille sous la 

direction du Pr. P. Vanelle,  de Marseille sous la direction du Pr. N. Azas, 

UMR INSERM U1212 / CNRS 5320 de Bordeaux sous la direction de Pr. Mergny et 

UMR 7245 CNRS/MNHN de Paris sous la direction du Pr. P. Grellier).  

 

Notre travail de  a donc pour objectif de rechercher de nouvelles efficaces sur 

Trypanosoma brucei brucei AnTat 1.9, en partenariat avec ces 

. 

 

nous  bles 

 des enzymes parasitaires : 

- Les nitroaromatiques agissant comme substrats des NTRs avec plus :  

 L qui in vitro et in vivo 

pour re 

 , qui in vitro et in vivo afin de comprendre sa 

 et identifier .   

 

- : 

 in vitro pour mesurer leur 

 

 

et 5 articles originaux 

 soumis . 

s s des travaux 

ont ce travail.  
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Chapitre II. Les nitroaromatiques

s dans plusieurs domaines 

comme en cardiologie, neurologie, oncologie ou encore infectiologie. Une des plus 

connue -

. 

Plusieurs autres vu le jour avec toujours  

groupement nitro NO2. On retrouve ainsi en fonction de la position du nitro, les 5-

autre que le 

 comme exinidazole ou le 

e mais ayant toutes des 

 ; Marie-Daragon et al., 1994; 

 n.d.). Concernant les 2- , seul le benznidazole est 

 (Polak and Richle, 1978). Un 

autre 2-  e , 

 (Beaman et al., 1965). 

Les 4- m -

Il existe aussi les 5-

la maladie de et 

 (Begovic et al., 2016)

celle les 5-

pour lutter contre la cryptosporidiose et la giardiose ou encore contre 

Clostridium difficile (Rossignol et al., 1984; McVay and Rolfe, 2000).  

 les 

uctases. Ces enzymes NTRs 

 Toutefois, les nitroaromatiques ont 

longtemps eu mauvaise presse

 (Mullin et al., 1987; Kovacic and Somanathan, 2014). De ce fait, 

sur  

Le laboratoire de Chimie de Coordination (LCC, UPR CNRS 8241) de Toulouse, et plus 

 Agents anti-infectieux  

la direction du Pr Pierre Verhaeghe et le laboratoire de Pharmaco-Chimie Radicalaire (LPCR) 

- 
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bioactivation par les NTRs parasitaires . Des  

es sur des souches de kin T.b.b. dans le cadre de ce 

.  

s resituer dans le contexte du 

. Nous partons 

initia

doctorat pour aller in vivo dans notre laboratoire, en passant par les 

tests in vitro ojet.  

II.1. Nitroquinol inones 

antileishmaniennes. Une collaboration avec le Pr N. Azas, de 

Marseille, travaillant alors sur des souches de leishmanies. 

 hit  anti-leishmanien, la 8-nitroquin -2(1H)-one (figure 41) (Paloque et al., 

2012)  hit  

nitro en position 8  

antiparasitaire (Kieffer et al., 2015b, 2015a). Un  hit 

-infectieuses. Le 

 hit  lead  

 (Katsuno et al., 2015).   

 

Figure 41. Structure de la 8- -2(1H)-one 
 

A partir  hit 

rmacomodulation en position 3 de la 8- -

2(1H)- s de couplage pallado- -Miyaura et de 

S our finir, 



 

Clotilde BOUDOT | |  | 2019 85 
 

 

 

focalisant ici sur la pharmacomodulation en position 3 et 6 de la 8- -2(1H)-one, 

s s s

s ou groupements para-  (figure 42) (Pedron, 2018). 

 

Figure 42. - -2(1H)-one 

 

II.1.1. - -2(1H)-one (partie 1) 

 

- -2(1H)- portance de 

la position et des substituants envisageables

ent lactame en position 2, et le type de substituants sur les 

tudier leur relation structure-  

II.1.1.1. Tests in vitro 

a) Mesure de la c  

e par le Dr 

Julien Pedron de  lors de tests in vitro

 la 

 (Diamond et al., 1980; Roe et al., 1993). 

Pour cela, suivant le protocole de Mosmann, une incubation de ces cellules avec les 35 

 

te, 

le pourcentage de cellules viables dans les puits et de calculer la concentration cytotoxique 50 

(CC50) (Mosmann, 1983). 
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Les  avec des 

CC50 , et avec pour les meilleures des CC50 . A se la 

 e  car sa CC50 est < 10 

, (tableau 4).  pharmacophore  8- -2(1H)-

50  Cinq autres (15, 

25, 24, 8, et 2) 50 fixes allant respectivement 25  
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Tableau 4.  
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b) ctiv  

les concentrations inhibitrices 

50 (CI50) L. infantum for  UMR 

 (Navizet et al., 2011; Pedron et al., 2018b)

 au sein de notre laboratoire sur la souche de T.b.b. AnTat 1.9.  

La souche de T.b.b. AnTat 1.9 , 

et e al. (Baltz et al., 

1985). 

50 sur la souche de T.b.b. AnTat 1.9 avec 

Blue  Alamar Blue  

couleur bleue, , 

entre 530 et 560 nm et  (figure 43) . 

 

Figure 43. Principe de l'Alamar Blue  

 

 

 

 
Figure 44. 

l'Alamar Blue  

 

 

Ainsi, les trypanosomes sont mis  

pendant 69 h, puis 10 % du volume final zurine pendant 5 h avant une lecture 

 (figure 44) uorescence 

relative  

50 de chacune d  (tableau 5). 

 

C+

C+

C+

C+

C

C

C

C
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Tableau 5. - -
2(1H)-one 
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Les 50 et de CI50 sur la souche de T.b.b. AnTat 1.9 tableau 

permettent de constater que l 50

 (1, 2, 5, 8, 12, 13, 15, 17, 22, 24, 25, 26, et 31) 

et rouge) ont une CI50 comprise entre 0,4 et 23,  ces 13 s

(en rouge) ou 3-bromo-8- -2(1H)-one, 50 

50 de 1, Sans groupement -NO2, on constate la disparition de l

trypanocide, comme en atteste les r ayant une CI50 > 50 

la position du NO2 

du nitro. La  sur le  hit 

trypanocide 

et 18 r la 

(en rouge) 

 (IS), correspondant au ratio CC50 sur CI50, est de 48, ce qui est 

au IS  hit   En comparaison avec l

rnithine avec une CI50 de 15,

la suramine ou le fexinidazole avec respectivement des CI50 .  

e  hit 

 

sy

le Dr S. Wyllie de 

Fairlamb T.b.b. sauvage 

la NTR1 tableau 6). 

 

Tableau 6. - -vis d'une souche de T.b.b sauvage et une 
surexprimant la NTR1  
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L une meilleure contre 

la s . La est substrat 

de cette enzyme. S passe donc probablement par cette voie de 

 

 

c)  

in vitro, ainsi que par 

in vitro afin de connaitre le profil toxicologique de la 

 . Pour 

cela Vitrome de Marseille sous la direction du Pr N. Azas a  des tests 

tests  Ce test 

 (Ames et al., 1973). Ce 

de souches de Salmonella typhimurium 

C

 mix, 

, a . si le 

la 

 induite 

par la  (tableau 7).  

 

Tableau 7 pour  
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s S. 

typhimurium

s et ainsi  (Speck et al., 1981; 

Yanto et al., 2010).  

 est des 

 utilisant cette fois-ci des cellules eucaryotes. Ce test 

(Ostling and Johanson, 1984; Collins, 2015; Singh, 2016)

le Pr E. Boutet-Robinet incuber des cellules 

HepG2 avec la  h et 72 h, pui  

 (tableau 8) (Glei et al., 2016). 

 

Tableau 8 pour  
 

 
Figure 45. du pour la  

(Grossissement x200) (MMS ) 
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 24 

2 h ou 72 et cela quel que soit . 

N

ce dernier est capable de migrer sans former   , agent 

alkylant  provoquant ). 

 

d)  

 Mme C. Piveteau de   Drugs and molecules for living systems 

 Lille, pour connaitre son et plus 

esponsables de sa son 

. Pour cela 

 

es microsomes 

 

Les analyses par LC- ne demi-

r qui lui est 

6). 

 

Figure 46.  

 

Nous avons  la fixation 
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vont se lier 

directement diffuser dans le milieu aqueux. Or, seule cette fractio

 

(Smith et al., 2010).  

la, un test in vitro 

e tableau 9.  

 

  Fraction libre (fu) Log (fu) 

Tableau 9.  
 

Nous constatons que la importante 

92,2 % de fixation.  

  

t la 

 hit  en effectuant des 

 

Ce premier travail   Novel 8-nitroquinolin-

2(1H)-ones as NTR-bioactivated antikinetoplastid molecules: Synthesis, electrochemical and 

SAR study  (Pedron et al., 2018b). 
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Novel 8-nitroquinolin-2(1H)-ones as NTR-bioactivated 
antikinetoplastid molecules: Synthesis, electrochemical 

and SAR study 
 

Julien Pedron, Clotilde Boudot -Delmas, Jean-Luc 
Stigliani, Alix Sournia-Saquet, Alain Moreau, Elisa Boutet-Robinet, Lucie Paloque, 

Fairlamb, Nadine Azas, Bertrand Courtioux, Alexis Valentin, et Pierre Verhaeghe 

 

 

 : 

tudier le pharmacophore antiparasitaire 8- -2(1H)-

in vitro contre Leishmania infantum et 

Trypanosoma brucei brucei

- nt d'abord  

diffraction des rayons X) entre la fonction lactame et le groupement nitro, qui est responsable 

0,3 V en comparaison avec la 8-

A l'aide de la chimie informatique une 

dox (de - - obtenu et a fourni un ensemble de 

 -

contre L. infantum dox et les 

taires in vitro T. b. brucei. Ainsi, l , 

nne et 

Ce 

L. donovani 

et T. brucei brucei lors du test d'Ames, comme la plupart des 

 

pharm in vitro 

microsomale in vitro (demi- . 
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II.1.2. harmacomodulation en position 3 de la 3-
bromo-8- -2(1H)-one (partie 2) 
 

3-bromo-8- -2(1H)-one, 

 s en modifiant notamment la position 3 du 

noyau via des couplages pallado-  suivant les  de Suzuki-Miyaura ou de 

Sonogashira (figure 47). 

 

Figure 47.  
 

substituants en position 3 du pharmacophore. Ces 26  

biologique afin de connaitre leur valeur de CC50 et de CI50. in vitro de la 

 profil, condition 

importante pour le traitement de la Trypanosomose Africaine. 

II.1.2.1. Tests in vitro 

a)  

sur l

50 sont les suivants (tableau 10) :  
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Tableau 10.  

 

50 

prometteur avec des CC50  

, par rapport 
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b)  

x tests sur des formes amastigotes de 

L. infantum T.b.b.  

 (tableau 11). 

 

Tableau 11.  la 3-
bromo-8- -2(1H)-one 

 

montrent 50 prometteurs dont 5 (en bleu) 

50 < 3  . Une 

,  de 

50 > 50 

pour la poursuite des analyses. Les travaux des chimistes montrent que la position des 

substituants du  niveau du pharmacophore semble 
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Comme on peut le voir sur le tableau 9  

56) notamment lorsq

 

active (CI50 50 

 hit   (cf partie 1). 

aussi efficace que le fexinidazole. 

 hit  

ec notamment un IS  

un IS de 48,4). 

trypanosomes sauvage surexprimant la NTR1 

suivants (tableau 12) : 

 

Tableau 12. - -vis d'une souche de T.b.b. sauvage et une 
surexprimant la NTR1 

 

L  

facteur 4,5. 

Or si  ne varie que peu entre une souche surexprimant la NTR1 et 

sur le 

trypanosome .  
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c) Etude du franchissement de la BHE 

traiter un stade nerveux. Pour cela, et avant 

in vivo, des tests in vitro 

le test PAMPA (parallel articifial membrane permeability assay) (Kansy et al., 1998). Il permet 

de mesurer 

s (figure 48). 

 

Figure 48. Principe du test PAMPA  
(bioassaysys.com) 

 

Le  

tests sur 

pas les membranes 

-  (tableau 13). 

 
Tableau 13. pour  
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 donneur 

receveur

 

et ne peut donc 

membrane comme la BHE sont : 

la 

 groupement COOH- 

franchissement. 

s 

ressortir ,  hit  -

Trypanosoma  une 

valeur de CC50  par rapport , une valeur de CI50 

 et un IS de 80 au 

identifier , par sa fonction acide apportant une 

, 

devenir un nouveau traitement contre la Trypanosomose Africaine.  

 prometteurs, et ont pe

 hit  initial, la 8- -2(1H)-one envisager une substitution en 

position 6 du pharmacophore.  

 une e  Antitrypanosomatid 

pharmacomodulation at position 3 of the 8-nitroquinolin-2(1H)-one scaffold using pallado-

catalyzed cross coupling reactions  (Pedron et al., 2018a). 
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Antitrypanosomatid pharmacomodulation at position 3 of 
the 8-nitroquinolin-2(1H)-one scaffold using palladium-

catalyzed cross coupling reactions 
 

Julien Pedron*, Clotilde Boudot*, Sandra Bourgeade-Delmas, Alix Sournia-Saquet, Lucie 
Paloque, Maryam Rastegari, Mansour Abdoulaye, Hussein El-Kashef, Colin Bonduelle, 

 Bertrand Courtioux, Pierre Verhaeghe, et 
Alexis Valentin 

 

* Co-premier auteur 

 

 

 

 

 

pharmacomodulation anti- -bromo-

8- -2(1H)-  hit . Vingt-quatre 

-Miyaura puis ont 

in vitro sur des amastigotes axenic de Leishmania infantum et des trypomastigotes 

de Trypanosoma brucei brucei. L'introduction d'un groupement para-

hit antitrypanosomale 3-(4-carbox -8- -

2(1H)-one (21) avec un potentiel  - hit (-0,45 V). Le 

  (IC50 = 1,5 m) et une faible 

umaine HepG2 (CC50=120 m), avec un indice de 

  

 hit  21 est inactif envers L. 

infantum et n'est pas b T. brucei brucei. 

Ceci . 
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II.1.3. 8-
-2(1H)-one (partie 3) 

 

Lors 

 

 en tenant compte de la 

, par le Dr 

Julien Pedron et le Pr Pierre Verhaeghe, 

yle (CF3

 

 (figure 49).  

 

Figure 49.  

 

II.1.3.1. Tests in vitro 

a)  

 

cellulaires HepG2. 

tableau 14. 
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Tableau 14.  
(E  

 

ca es  et 50 

une CC50 

50 comprises entre 

16,6  
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b)  

La re Leishmania et Trypanosoma 

(tableau 15).  

 

Tableau 15. 
pharmacomodulation en position 6 de la 8- -2(1H)-one 

 

, 

, nt une CI50 , 

50 comprises entre 0,01 et 0,6 Il est 
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50

50 . 

La substitu   

50 de 0, ,

 des CI50 de 0,05 

e au  hit  initial  24. La substitution en position 3 cette fois-ci par le 

groupement p-  hit  56 

dans 

 

50  ont 

 hits  dans la lutte contre les trypanosomes avec des IS 

de 1491 et 1007 respectivement (tableau 16)

50 50 de 15,8 

50 uniquement. 
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Tableau 16.  

 

 (partie 1 et partie 2). 

 dans , en 

de la souche sauvage de trypanosomes 

la NTR1, 

- tableau 17). 
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Tableau 17. - -vis d'une souche de T.b.b 
surexprimant la NTR1 

 

nt les valeurs de CI50 de la 

souche surexprimant la 

 

NTR1,  hit   

 

 

c)  

Un  hit  24 r la 

Toxalim a ainsi dommages 

h et 72h.  

 -dessous (tableau 18).   
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Tableau 18  

 

ou concentrations de 1 

 CC50 

  

Concernant rieurement.  

 

d)  

 

in vitro par chromatogr  

(figure 50). 

 

Figure 50.  
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Avec ces ,  

1/2

 

en  

(tableau 19).  

 

Tableau 19.   

 

La faible proportion libre va pouvoir directement agir. Pour le reste, il faudra 

. Seule 

in vivo 

in vitro ne permet pas in vivo. 

 

e) Etude du franchissement de la BHE 

e 56, il est important  dans le 

ca  s 76 ou 78 soien  comme traitements de la Trypanosomose 

Africaine. Le CERMN a 

utilisant toujo , , qui ne diffuse pas au travers 

positif, , qui diffuse au niveau de la BHE.  

tableau 20). 
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Tableau 20. pour les  

 
, la 

7 ,27, soit 3 fois moins i

de la BHE.  

tome de brome. Cet 

 

in vitro 

es comme des  hits  

anti-Trypanosoma (tableau 21). Parmi ces quatre, les s 

 hit  
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Tableau 21.  

 

II.1.3.2. Tests in vivo 

 comprenant des tests 

in vitro 

te. Puis des tests in vivo 

me vivant entier avant de pouvoir 

toxicologie, de la pharmacoci

t les les plus importantes au cours 

Elles e International Conference of 

Harmonization) et sont revue  . 

Ainsi la d 50
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, elle, correspond 

, biologique ou anapathomologique 

anes. Les 

 

organes internes. 

futurs essais cliniques.  

 

nclue dans des tests in vivo 

nt 

in vitro

 du 1er 

 

in vivo sont des souris femelles Swiss de 8 semaines 

F -  

 

a) 

toxique 

50 
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solvant toxique par voie IV ni une suspension. La voie Per Os fut alors la seule retenue.  

Suivant le et al

(Torreele et al., 2010)

Tween 80 et de 0,5 

 

animal (annexe 1). 

La 50 

 

 

 Les 

tableau 22).  

(Torreele et al., 2010).  

 
Solvant 

 
50 mg/kg 

 
25 mg/kg 

Fexinidazole 100 mg/kg 

 0/4 4/4 0/4 0/4 

Tableau 22. Suivi des signes cliniques obse  
(n=4 souris dans chaque lot) 
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DMSET. La dose retenue pour effectuer les tests a

 

 

b)  

 

 

le Temps maximal (Tmax), le T1/2 aire sous la courbe (AUC  

 76.  

 h, 3 h, 6 h, 9 h, 12 h et 

24  

Puis une extraction de type QuECHERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe) a 

. La 

formulation suivante : 4 g MgSO4, 1 g NaCl, 1 g trisodium citrate hydrate, et 0,5 g disodium 

hydrogencitrate sesquihydrate. , un processus de validation 

obtenus sont f

suit : des points de gamme pour construire la courbe de calibration 

 

dilution (annexe 1). 

effectuer les a

Le 

centrifugation. En effet, 

La  76 
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Une fois la phase organique  

 

- -vis 

9H4BrClN2O3, le logiciel 

l

r finir par obtenir un 

 

120 EC-

  % 

e. 

 (figure 51).  

 

Figure 51. Chromatogramme MRM   

 

(figure 52 et tableau 23): 

gazol
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Figure 52. s  
(Axe Y : Concentrations en ng/mL, axe X : Temps en h) (logiciel Monolix) (le logiciel ne permet pas de visualiser 

les valeurs SD sur ce graphique) 

 

       

Tableau 23. 
administration PO  

(Souris n=4, concentration de 25 mg/kg, dose unique) (logiciel Monolix) 

 

PO de 25 mg/kg en dose unique, 

indiquant une excellente diffusion au niveau plasmatique, ce qu

 

mg/mL pour une souris de 36 g). Toutefois le T1/2 est de presque 3h, ce qui signifie que la 

.  

. 
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c)  

in vitro in vivo. Pour cela, 4 

avec la souche de T.b.b. in vitro

de la maladie, avec une mort en 4 -  

s souris 

 

 

maximum avec une administration par jour, 

administration. 

Le

 

croissante, et les souris sont mortes (figure 53 et tableau 24). Il en a 

 

 

 

Figure 53.  
 (n=4 souris ; traits rouges : les jours de traitement (ttmt))  
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Dose (mg/kg x Nombre de jours de 

traitement) 

T.b.b. AnTat 1.9 

Solvant - 0/4 

76 25 x 2 0/4 

Eau Physiologique - 0/4 

Fexinidazole 100 x 3 4/4 

Tableau 24. in vivo T.b.b. AnTat 1.9  

 

in vivo 

in vitro

in vivo en utilisant un 

inhibiteur 

oir si les 

 

 

d)  P450 

trypanocide 

enzymes des 

 (Balani et al., 2002; El-Kattan et al., 2008; Watanabe et al., 

2016). Ainsi il 

-

, 

 CYP2C9, 

e ce cytochrome (Sun et 

al., 2011; De Montellano, 2018). 

 

3 souris avec la souche T.b.b. AnTat 1.9 (
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 la 

(Watanabe et al., 2016) pendant 5 jours 

de traitements. 

 

Figure 54  
 (n=3 souris; traits rouges : les jours de traitement) 

 

A 5 jours post-infection, soit au 3  

leur euthanasie (figure 54). 

on action  

  

Il a toutefois 

 

 

e)  

corres s 
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r comprendre 

s 

 

Deux souris ont r

collecter  en 2 lots 2 . 

aux QuECHERS 

Screening) permett

a priori  (Sauvage et al., 2006). 

massif isot

 

(Figure 55). 

 

Figure 55. Superposition massifs isotopiques   
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 et une analyse MRM 

(Multiple Reaction Monitoring) a 

e 

, nous avons 

m/z 351 

. Son abondance varie en fonction des fluides biologiques, mais il est 

 (figure 56).  

 

Figure 56. de son 
 

 

trypanocide lors des tests in vivo -

 

 

Ce travail    New 8 Nitroquinolinone Derivative 

Displaying Submicromolar in Vitro Activities against Both Trypanosoma brucei and cruzi  

(Pedron et al., 2020).  
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New 8 Nitroquinolinone Derivative Displaying 

Submicromolar in Vitro Activities against Both 

Trypanosoma brucei and cruzi 

 

Julien Pedron*, Clotilde Boudot*, Jean-Yves Brossas, Emilie Pinault, Sandra Bourgeade-
Delmas, Alix Sournia-Saquet, Elisa Boutet-Robinet, Alexandre Destere, Antoine Tronnet, 
Justine Berg , Colin Bonduelle, C line Deraeve, Genevi ve Pratviel, Jean-Luc Stigliani, Luc 
Paris, Dominique Mazier, Sophie Corvaisier, Marc Since, Aur lie Malzert-Fr on, Susan Wyllie, 
Rachel Milne, Alan H. Fairlamb, Alexis Valentin, Bertrand Courtioux, and Pierre Verhaeghe 

 

 

 

: 

en position 6 du 
pharmacophore 8-nitroquinolin-2(1H)-one. Quinze 

in vitro contre L. infantum, T. brucei brucei et T. cruzi
antitrypanosomal puissant et 

6-bromo- , 12 50 de 12 et 500 nM sur 
les trypomastigotes T. b. brucei et les amastigotes T. cruzi respectivement, en comparaison 

50 12 
notoxique au in vitro 

(demi-
12 -

Leishmania que chez Trypanosoma, et semble 
nouveaux compos antitrypanosomals. 
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II.2. Nitroimidazopyridines

es aboratoire 

de Pharmaco-Chimie Radicalaire (LPCR) de Marseille sous la direction du Pr P. Vanelle. Ce 

c -infectieuses 

 (Paloque et al., 2011, 2012; Kieffer et al., 2015). 

entrepris sur une pharmacomodulation d imidazo[1,2-a]pyridine

souches de Leishmania spp. par le laboratoire de parasitologie de la F

(UMR VITROME). 

essentielles  

a sembl  prometteuse et a 

 hit -leishmanien (figure 57) 

(Castera-Ducros et al., 2013). 

 

Figure 57. S 6,8-dibromo-3-nitroimidazo[1,2-a]pyridine 
 

A partir de ce  hit  

u noyau imidazo[1,2-a

-bromo-6-chloro-3-nitro-2- -

a

-

-Miyaura, et la seconde . L

consiste en N

nsi 72 s  

in vitro et in vivo  (figure 58) (Fersing, 2018).  
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Figure 58.  8-bromo-6-chloro-3-nitro-2-
(ph n -a]pyridine 

 

II.2.1. Etude des 42  de la 8-bromo-6-chloro-3-nitro-2-
ylsulfon -a]pyridine (partie 1) 

 

La uki-Miyaura 

 sp2 en suivant un 

couplage pallado-  Dan  

 

II.2.1.1. Tests in vitro -Miyaura) 

a)  

in vitro permettant 

de mesurer leur CC50 

pour 

. Ce criblage permet de pouvoir directement 

 

t les suivants (tableau 25). 

 

 

 



 

Clotilde BOUDOT | |  | 2019 162 
 

 

 

 

 Structures 
CC50 HepG2  

 
 Structures 

CC50 HepG2 
  

5 
 

> 15,6 19 
 

> 3,9 

6 
 

> 3,9 20 
 

> 12,5 

7 
 

> 3,9 21 
 

22,7 

8 
 

> 15,6 22 
 

> 31,3 

9 
 

> 3,9 23 
 

> 50 

10 
 

> 31,2 24 
 

> 3,9 

11 
 

> 12,5 25 
 

> 3,9 

12 
 

13,1  Hit > 31 

13 
 

> 25 . 2 Doxorubicine 0,2 

14 
 

88 . 3  50,3 

15 
 

> 15,6 . 4  8,8 

16 
 

> 12,5 . 5 Fexinidazole > 250 

17 
 

> 3,9 . 6 Eflornithine > 100 

18 
 

> 7,8 . 7 Suramine > 100 

Tableau 25. 21  
Suzuki-Miyaura  

(T  

 

Parmi les 21 e  (6, 7, 9, 17, 18, 19, 24, 25) 

50 au-  

 (5, 8, 11, 12, 15, 16, 20) 

une CC50 proche Seulement 12, la 14 et la 21) ont une CC50 fixe avec 

une valeur Trois  10, 22 et 

des CC50 > 

une . 
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b)  

(5, 8, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 20, 21, 22 et 

23) 50 sur des souches de L. donovani et L. 

infantum  sur la 

souche de T.b.b. AnTat 1.9. 50 

 (Partie 1b tests in vitro  

 (Fisher, France)  

 sont les suivants (tableau 26).  

 

 Structures 
CI50 T.b.b. 
AnTat 1.9 

 
SI  Structures 

CI50 T.b.b. 
AnTat 1.9 

 
SI 

5 
 

0,61 
> 

25,6 
20 

 
0,04 > 313 

8 
 

0,43 > 36 21 
 

0,07 324 

10 
 

0,08 > 390 22 
 

0,23 > 136 

11 
 

0,41 > 31 23 
 

0,25 > 200 

12 
 

0,09 146 
. 

1 
Hit 2,9 > 10,7 

13 
 

0,15 > 167 
. 

5 Fexinidazole 0,56 
> 

446,4 

14 
 

0,16 550 
. 

6 Eflornithine 13,59 7,4 

15 
 

0,31 > 50 
. 

7 
Suramine 0,03 > 3333 

16 
 

0,20 > 63  

Tableau 26.   

 

in vitro T.b.b. 50 

Quatre s 50 

 rouge 

IS 

 hit  initial (en bleu) et plus efficaces 

que le fexinidazole.  
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- -vis de 

sur une souche sauvage de T.b.b. 

NEO)  la NTR1.  

ts (tableau 27). 

  T. brucei trypomastigote  : CI50  

  Souche 

sauvage 

Souche 

NTR1OE 

14 

    

0,3918 0,1871 

20 

    

0,0915 0,0395 

 Nifurtimox 1,87 0,6 
 

Tableau 27.  vis- -vis d'une souche de T.b.b. sauvage et une 
surexprimant la NTR1 

 
 

De plus, 

 des CI50  

 

c)  

 par un 

(Partie 1c tests in vitro et utilise 4 souches 

de Salmonella typhimurium 

 

 (tableau 28). 
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Hit 
 

(23) 

Benzo[a  

 

 

2,5 mM 25 mM 2,5 mM 25 mM 2,5 mM 25 mM 

Souches 

TA97a + S9mix + + + + + + 

TA98  +  S9mix - - - Toxique + + 

TA100 + S9mix - - + + + + 

TA102 + S9mix - - - - + + 

Tableau 28. de  

 
lle 

7. Il semble donc 

, augmentant 

 

, zuki-Miyaura, a permis de 

en position 8 au

. Cependant 

 dans certains cas.  

 8-Aryl-6-chloro-3-

nitro-2-(phenylsulfonylmethyl)imidazo[1,2-a] pyridines as potent antitrypanosomatid molecules 

bioactivated by type 1 nitroreductases  (Fersing et al., 2018).   
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8-Aryl-6-chloro-3-nitro-2-(phenylsulfonylmethyl)imidazo[1,2-a] 
pyridines as potent antitrypanosomatid molecules bioactivated by 

type 1 nitroreductases 
 

Cyril Fersing*, Clotilde Boudot
Castera-Ducros, Sandra Bourgeade-Delmas, Alix Sournia-Saquet, Alain Moreau, Anita 
Cohen, Jean-
Fairlamb, Alexis Valentin, Pascal Rathelot, Nadine Azas, Bertrand Courtioux, Pierre Verhaghe 
et Patrice Vanelle 

* Co-premier auteur 
 

 
 

 :  

, le 6,8-dibromo-3-

nitroimidazo[1,2-a -Miyaura en position 8 du 

 -bromo-6-chloro-3-

nitroimidazo[1,2- puis in 

vitro pour  L. infantum et les 

trypomastigotes de T. brucei brucei. Leur 

humaine HepG2. Ainsi, 7 co  

valeurs de CI50 

> tes et 

amastigotes intramacrophagiques de L. donovani  ent une bonne 

activ 50 = 1,2-

substituant 4-

une bonne valeur CI50 efosine (CI50 

Le screening ales, dont le 14 

et le 50 = 0,04-  T. 

brucei brucei, en comparaison avec les ules  : la suramine et 

(CI50 le fexinidazole (CI50 = 0,6 et SI > 333). L'introduction 

d'un groupement aryle en position 8  

L. 

donovani, soit chez T. brucei brucei

modi

-activation du 

fexinidazole. Les potentiels  x du 

fexinidazole (-0,83 V), allant de - -0,64 V.



























 

Clotilde BOUDOT | | Limoges | 2019 179 

 

carbone-carbone en position 8, et cela entre un carbone sp2 et un carbon sp via

Sonogashira. De cet in vitro 

  

II.2.1.2. Tests in vitro  

a) Tests de  

s 

 (tableau 29).  

 

 Structures 
CC50 HepG2  

 
 Structures 

CC50 HepG2  
 

27 
 

> 3,9 38 
 

> 15,6 

28 
 

> 3,9 39 
 

18,8 

29 
 

> 3,9 40 
 

10,1 

30 
 

> 3,9 41 
 

> 125 

31 
 

> 3,9 42 
 

44,2 

32 
 

> 3,9 43 
 

> 62,5 

33 
 

> 3,9 44 
 

> 62,5 

34 
 

> 3,9 45 
 

> 31,3 

35 
 

> 3,9 46 
 

> 25 

36 
 

> 3,9 47 
 

3,7 

37 
 

8,4  Hit > 31 

    Doxorubicine 0,2 

Tableau 29. 21  
Sonogashira 
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Onze 50 insuffisante 

50 

 avec parmi elles, 5 (4 en 

valeur de CC50 meilleure que celle du hit initial en bleu. 

sur des 

cultures de L. donovani L. infantum 

L. donovani amastigote intramacrophagique (Fersing et al., 2018).   

b)  

es vis- -vis de la souche de T.b.b. 

50  

 (Cf : partie 1b tests in vitro .  

-  (tableau 30).  

 

 Structures 
CI50 T.b.b 
AnTat 1.9 

 
SI  Structures 

CI50 T.b.b 
AnTat 1.9 

 
SI 

37 
 

0,16 52,5 44 
 

0,04 > 1563 

38 
 

0,16 > 98 45 
 

0,10 > 313 

39 
 

0,13 145 46 
 

0,10 > 250 

40 
 

0,12 84 . 1 Hit 2,9 > 10,7 

41 
 

0,07 > 1894 . 5 Fexinidazole 0,6 > 333 

42 
 

0,04 1028 . 6  13,3 > 7,5 

43 
 

0,12 > 521  Suramine 0,03 > 3333 

Tableau 30.   

 

50 50 du 

fexinidazole. Parmi elles, 3 (en rouge) ont une CI50  

IS  000, bien meilleur que celui du fexinidazole. 
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 hits  antitrypanosomals. 

L. donovani promastigotes.

 sur une souche 

surexprimant la NTR1 de T.b.b. 

 (tableau 31) : 

 Structure 

T. b. brucei trypomastigote  CI50 
 

Souche 

sauvage 

Souche 

NTR1OE 

41 

 

0,124 0,0265 

44 

 

0,200 0,0663 

Nifurtimox 1,870 0,600 

Tableau 31.  vis- -vis d'une souche de T.b.b. sauvage et une 
surexprimant la NTR1 

 

la 50 sont beaucoup pl

nifurtimox.  

 

c)   

  

 valeur de la 

 hit  initiale  (tableau 32).  

 

 

 



 

Clotilde BOUDOT | |  | 2019 182 
 

 

 

 

 
 

Benzo[a  

 (41)  

2,5 mM 25 mM 2,5 mM 25 mM 2,5 mM 25 mM 

Souches 

TA97a + S9mix + + + + + + 

TA98  +  S9mix - - - - + + 
TA100 + S9mix - - + + + + 
TA102 + S9mix - - - - + + 

Tableau 32. de  41 

 

2 souches de S. typhimurium. Par contre, 

e 

 hit  initiale. 

 (figure 

59). 

 

Figure 59.  

 

d) Etude du franchissement de la BHE 

 qui semble prometteuse et pourrait constituer 

traitement de la Trypanosomose A

 BHE. Pour cela, un test partie 2c tests in 
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vitro d

(tableau 33). 

Nom du produit 
Concentration 

 
LogPe Pe (10-6 cm/s) ion 

(41) 100 -4,47 34,61 Diffuse 

 250 -6,26 0,55 Ne diffuse pas 

 100 -4,86 13,86 Diffuse 

Tableau 33.   

  

-6 cm/s est capable 

de 13, 86.10-6 

stade nerveux.  

e)  

avec 

tiques pour connaitre son profil ADME et ainsi pouvoir 

.  

 par incubation avec du plasma humain et 

ivi en 

 nstitut Pasteur de Lille (tableau 34). 

  Fraction libre (fu) Log(fu) 

(41) 98,52 % 0,0148 -1,83 

 72,5 % 0,2752 -0,56 
 95,7 % 0,0431 -1,37 

Warfarine 99,35 % 0,0065 -2,19 
 99,81 % 0,0019 -2,72 

Tableau 34.    

 

98%. A titre de comparaison, le fexinidazole a un pourcentage compris entre 87 et 95%. 

 la lipophilie de la 
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forte lipophilie pour pouvoir se distribuer correct

 in vitro sur 

-vie et ainsi pouvoir 

estimer son devenir in vivo (figure 60). 

 

Figure 60.  

 

T1/2 de 16 min, alors que le propr est 

de 80 %  41 est  % au bout 

-vie court, elle reste une bonne candidate pour une 

in vivo s au 

court du temps pour avoir le maximum de chance de traitement. 

 

-

in vitro 

t pu poursuivre les tests de 

50 sur des souches de Leishmania et de T.b.b

e

- , prometteuse contre les leishmanies

T.b.b. soient les 

35).  
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ncer devant 

-vie pourraient 

 in vivo 

. 

e  

 
 

 

 

(14) 

 

(41) 

CC50  > 31 88 > 125 

CI50 T.b.b.  
 

2,9 
> 10,7 

0,16 
550 

0,07 
> 1894 

Bioactivation chez T. brucei - NTR1 NTR1 

 Positif - Positif 

  - atif  

Demi-vie microsomale - - 16 min 

Taux de fixation aux 
 

- - 98,52 % 

Test PAMPA BHE - - Positif 

Tableau 35.  

 

II.2.1.3. Tests in vivo ashira) 

in vivo. Suivant 

 

 

a) 

toxique 

Quatre  . Aucun effet 

 

traitement (tableau 36
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e

 
Solvant 

41 
100 mg/kg 

Fexinidazole 100 mg/kg 

 0/4 0/4 0/4 

Tableau 36.  
(n=4 souris dans chaque lot) 

 
 

 

b)  

pharmac

in vitro 1/2 de 16 

 

profil ADME pour les futurs traitements.  

 h, 3 h, 6 h, 9 h, 12 h et 24 souris. Une 

extraction aux QuECh  

. 

(figure 61, tableau 37). 
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Figure 61. s  
(Axe Y : Concentrations en ng/mL, axe X : Temps en h) (logiciel Monolix) (le logiciel ne permet pas de visualiser 

les valeurs SD sur ce graphique) 

 

Tableau 37. 
administration PO  

(souris n=3, concentration de 100 mg/kg, dose unique) 

 

s aberrants 

avec notamment un T

 

 h. Mais le T1/2 de 10h 

. La 

de 400 ng/mL montre une perte importante de la  de 100 

.  
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c)  

par une souche de T.b.b. AnTat 1.9 

istration se base sur maximum 5 jours de traitement. 

nouvelles administrations (figure 62, tableau 38).  

 

Figure 62.  

(n=4 souris ; traits rouges : les jours de traitement) 

 

  
Dose (mg/kg x Nombre de jours de 

traitement) 
 

T.b.b. AnTat 1.9 

Solvant  0/4 

41 100 x 2 0/4 

Eau Physiologique  0/4 

Fexinidazole 100 x 3 4/4 

Tableau 38. in vivo T.b.b. AnTat 1.9  

 

 jour post traitement  une 

in 
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vivo 

cule 76.

 

d)  P450 

trypanocide 

e 

 

in vitro

63% au bout de 40 min. I in vivo et si cela 

 

figure 63). 

 

Figure 63. 1 
(n=3 souris ; traits rouges : les jours de traitements) 

 

pertinent de rechercher s comprendre pourquoi 

efficace in vivo. 
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e)  

s 

administration, 

 , puis le souris ont 

collecter 

 

issus 

Ces 

structure chimique. - les 

 h, et sur les urines  

-NO2 

-NH2 -

e phase 1 puis de phase 2), et de 3 autres 

(figures 64 et 65). par la suite par leur 

 

 

 

Figure 64. 41 et de ses 
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Figure 65  

(Les  

 

Les standards internes 

standards internes sont 

alors plu  

Une publication est en cour    : 

 8-Alkynyl-3-nitroimidazo[1,2-a]pyridines display potent in vitro activity toward T. b. brucei and 

T. cruzi after bioactivation by type 1  
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II.2.2. Etude des 28  de la 8- -a]pyridines 
(partie 2) 

 

Vingt-huit sont 

SRN entre autre d

position 8 du pharmacophore (figure 66).  

 

Figure 66.  

 

in 

vitro afin de rechercher un futur  hit  

 

II.2.2.1. Tests in vitro 

a)  

50 

50. 

L

 (tableau 39). 
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 Structures 
CC50 HepG2 

 
 Structures 

CC50 HepG2 
 

48 
 

> 3,9 63 
 

> 5,6 

49 
 

> 62,5 64 
 

> 3,9 

50 
 

> 100 65 
 

> 15,6 

51 
 

> 3,9 66 
 

> 25 

52 
 

> 5 67 
 

> 3,9 

53 
 

> 5 68 

 

> 3,9 

54 
 

> 3,9 69 
 

> 62,5 

55 
 

> 5 
 

70  
> 62,5 

56 
 

> 3,9 71 
 

> 62,5 

57 
 

> 3,9 72 

 
> 3,9 

58 
 

> 4,1 73 

 

> 3,9 

59 
 

> 62,5 74 

 

> 3,9 

60 
 

> 15,6 75 

 

> 3,9 

61 
 

> 50 . 1 Hit initial > 31 

62 
 > 3,9 . 2 Doxorubicine 0,2 

Tableau 39. 28  
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Parmi les 28 

poursuivre les tests avec des CC50

50 comprise entre 

(en rouge) 

une CC50  

de CI50 sur les souches de Leishmania et Trypanosoma. 

 

b) Mesure  

Au final, seuls T.b.b. 

in vitro  (Cf Partie 1b tests in vitro 

. 

Les  (tableau 40). 

 

 Structures 
CI50 T.b.b. 
AnTat 1.9 

 
SI  Structures 

CI50 T.b.b. 
AnTat 1.9 

 
SI 

49 
 

3,8 > 16,5 . 1 Hit initial 2,9 > 10,7 

50 
   

1,3 > 76,9 . 5 Fexinidazole 0,56 > 357,1 

59 
                 

0,27 > 231,5 . 6  13,59 7,4 

71 
 

0,18 > 347,2  Suramine 0,03 > 3333 

Tableau 40.   

 

des CI50 des valeurs comprises entre 0,18 

et 3, (en rouge) qui ont les meilleurs profils avec des 

valeurs de 0,27 et 0,18 (0,56 

). T IS > 347 se 

rapproche de celui du fexinidazole de 357.  

 la n de Sonogashira. L , ayant une CI50 
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T.b.b. AnTat 1.9, e comme le nouveau  hit  antileishmanien avec 

une valeur moyenne de . Il a donc subi 

par la suite  

 

c) Evaluation   

 hit  initial, tout comme 

- -

 (tableau 41). 

 

 

 
 

Benzo[a  

hit 
initiale 

(50) 
 

2,5 mM 25 mM 2,5 mM 25 mM 2,5 mM 25 mM 

Souches 

TA97a + + - - + + 
TA97a + S9mix + + - - + + 
TA98 + + - - + + 
TA98  +  S9mix - - - - + + 
TA100 + + - - + + 
TA100 + S9mix - - - - + + 
TA102 + + - - + + 
TA102 + S9mix - - - - + + 

Tableau 41.  de 50 

 

La 

des souches de Salmonella 

 donc pas 

p-  en position 8 semble 

 .  

fait 

s 

HepG2 (tableau 41 et figure 67).   
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(hit) (50) 

  t= 2 h 72 h t= 2 h 72 h 

 - - - - 

 - - - - 

 - - - - 

Methane Methylsulfonate + + + + 

Tableau 42. hit et pour 50  

 

 
Figure 67. ts du  pour la 0 

(Grossissement x200) (MMS ) 

 

En effet, aucune 

 hit  , 

de donner des faux positifs. 

 

d)  

La 

-vie.  
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 e (tableau 

43).

 % li  Fraction libre (fu) Log(fu) 

(50) 99,95 % 0,0005 -3,28 

 72,5 % 0,2752 -0,56 

 95,7 % 0,0431 -1,37 

Warfarine 99,35 % 0,0065 -2,19 

 99,81 % 0,0019 -2,72 

Tableau 43.  de fixation 50 

  

  

in vivo. Il faudra v

 (figure 68). 

 

Figure 68.  

 

1/2 

sembler peu prometteuse pou in vivo. Or,  

une prodrogue . La 

le cas pour le fexinidazole  les  sont plus stables que 

). 
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sulfoxide sulfone. 

sur des 

souches de Leishmania et Trypanosoma  (tableau 44). 

 

Tableau 44. 
 

 

. 

T i

avec des valeurs de CC50 ,  

plasmatiques (99% au lieu de 99,95%), son temps de demi-vie est toujours aussi court, 
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e) Etude du franchissement de la  

-

-GIT (Parallel Artificial Membrane Permeability Assay 

- GastroIntestinal Tract absorption) (Bujard et al., 2017). Suivant les 

 avec un 

diffus  (tableau 45). 

Nom 
produit 

Concentration 
 

Log Pe 

pH = 5 

Log Pe 

pH = 6 

Log Pe 

pH = 7.4 
 

50  -6,21 -6,26 -6,34 Ne diffuse pas 

Antipyrine  -5,77 -5,76 -5,70 Ne diffuse pas 

ne  -5,88 -4,92 -4,37  

Tableau 45. -GIT pour  
 

estomac

ur se retrouver dans le sang. 

-atomique au niveau du 

pharmacophore imidazo[1,2-a]pyridine, 28 mo in vitro. 

50 comprises 

entre , quatre (49, 50, 59, 71) Trypanosoma. 

Les valeurs de CI50 c

IS 50 de 

Trypanosoma  hit  antileishmanien et a donc poursuivi les 

tests d

Son 

temps de demi-  iques (99,95%) 

in vivo . 
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 Nongenotoxic 3-

Nitroimidazo[1,2-a]pyridines Are NTR1 Substrates That Display Potent in Vitro Antileishmanial 

Activity  (Fersing et al., 2019).  
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Nongenotoxic 3-Nitroimidazo[1,2-a]pyridines Are NTR1 Substrates 

That Display Potent in Vitro Antileishmanial Activity 

 

Cyril Fersing, Louise Basmaciyan, Clotilde Boudot, Julien Pedron, , Anita 

Cohen, Caroline Castera-Ducros, Nicolas Primas, , Magali Casanova, Sandra 

Bourgeade-Delmas, , Alix Sournia-Saquet, , Bertrand 

Courtioux, -Robinet, Marc Since, Rachel Milne, Susan Wyllie, Alan H. Fairlamb, 

Alexis Valentin, Pascal Rathelot, Pierre Verhaeghe, Patrice Vanelleet Nadine Azas  

 

 

 

: 

Vingt-  3-nitroimidazo[1,2-a]pyridine, portant un groupement 

ph in 

vitro 

50 > 100 M). De bonnes 

ennes (CI50 = 1-2,1 M) contre L. donovani, L. infantum et L. major et de 

bonn  (CI50 = 1,3-2,2 M) contre T. brucei brucei et T. cruzi ont 

, co

50 

5, a un faible potentiel  -0,63 V), et 

nitroreductase de type 1 (NTR1) de L. donovani

 

 une faible 

 principal (sulfoxyde) demeure 

in vivo.  
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II.2.2.2. Tests in vivo 
Bien que la CI50 T.b.b le 50 a 

in 

vivo

in 

vivo  

 

a) ns effet 

toxique 

 

nous avons fait le choix de ne pas administrer de dose 

 

tableau 46).  

 Solvant 
 

100 mg/kg 
Fexinidazole  
100 mg/kg 

 0/4 0/4 0/4 

Tableau 46.  
(n=4 souris dans chaque lot) 

 

b) tique 

tant 

1/2 de 3 min in vitro 

microsomale.  

es avec le logiciel Monolix 

(figure 69, tableau 47). 
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Figure 69. concentrations plasmatique  
(Axe Y : Concentrations en ng/mL, axe X : Temps en h) (logiciel Monolix) (le logiciel ne permet pas de visualiser 

les valeurs SD sur ce graphique) 

 

     

Tableau 47. 
administration PO  

(Souris n=4, concentration de 100 mg/kg, dose unique) 

 

e ou 

e ment atteint au bout de 10 min, sa 

 et une A ble 

.  

 

c)  

Partant d

souche T.b.b. AnTat 1.9 

ure de 
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e 

Suivant

ous  2 administrations par jour. 

ultats obtenus sont les suivants (figure 70, tableau 48). 

 

Figure 70.  
(n=4 souris ; traits rouges : les jours de traitement) 

 

  
Dose (mg/kg x Nombre de jours 

de traitement) 
 

T. b. brucei AnTat 1.9 

Solvant  0/4 

50 100 x 3 0/4 

Eau Physiologique  0/4 

Fexinidazole 100 x3 4/4 

Tableau 48. in vivo 0 sur la souche T.b.b. AnTat 1.9  

 

Au 3  jour de traitement, 2 des 4 souris sont mortes avec une trop forte charge parasitaire 

 

in vivo 

tests in vitro . 
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d) Re  

la DMSET en dose unique.   ) 

co   

-NO2 en -NH2 et de la 

-NO2 en -NO. De plus nous constatons en comparant l

MRM de 3 fluides (sang 1 

dans le sang au bout de 1  tique 

 et 72). 

 

 

Figure 71  
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Figure 72. 50 et de ses 
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II.2.3. Etude des -analyse du pharmacophore anti-
 (partie 3) 

 

la position de substituant sur le 

pharmacophore initi

50 et de leur CI50 in vitro.  

II.2.3.1. Tests in vitro 

a)  

 

50 

des CC50 

124, 125, 134, 136, 121, 127 et 135) ont une CC50 

 50 > 62,5 

50 

 hit  
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  R8 = R8 =     _________

   
CC50 HepG2 

 
 

CC50 HepG2 
 

 

R3 =      ________ (80) 184 (81) > 15,63 

R3 =      _______ (101) > 34 (102) > 62,5 

 

R6 =     _ ______ (117) > 15,63 (118) > 3,9 

R6 =      _______ (112) > 31,2 (113) > 62,5 

R6 =      _______ (108) > 15,6 (109) > 7,8 

R6 =      _______ Hit > 31 (119) 34,3 

 

R2 =      _______ (120) > 62,5 (123) > 31,2 

 R2 =      ______ (121) > 15,6 (124) > 31,2 

 R2 =      _____ (122) > 62,5 (125) > 31,2 

 R2 =      ______ (127) 16,2 (128) > 7,8 

 R2 =      ______ (130) >125 (131) > 7,8 

R2 =      _______ (133) > 250 (134) > 15,6 

R2 =      ________ (135) > 31,2 (136) > 15,6 

Doxorubicine 0,2  0,2 

 50,3  50,3 

 8,8  8,8 

Fexinidazole > 200  > 200 

Eflornithine > 100  > 100 

Suramine > 100  > 100 

Tableau 49. 25  

 

Les 25 L. donovani et une partie 

T.b.b. 
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b)  

Dix-huit 50 et CI50 sur les souches de 

leishmanies) ont  sur la souche T.b.b. AnTat 1.9.  

(tableau 50). 

  

 

       R8 = 

 

    R8 =      

   
CI50 T. b. trypo. 

 
 

CI50 T. b. trypo. 
 

 

R3 =      ________   (81) 25,5 

R3 =      _______   (102) 10,6 

 
   

R6 =      _______ (112) 1,2 (113) 1,8 

R6 =      _______ (108) 4,0 (109) 4,0 

R6 =      _______ Hit 2,9   

 

R2 =       (120) 0,017 (123) 0,067 

R2 =      ______ (121) 0,47 (124) 1,5 

R2 =      _____ (122) 0,025 (125) 1,2 

R2 =      ______ (127) 0,4 (128) 0,087 

R2 =      _______ (133) > 50 (134) > 50 

R2 =      ________ (135) > 50 (136) > 50 

Fexinidazole 0,56  0,56 

Eflornithine 13,59  13,59 

Suramine 0,03  0,03 

Tableau 50. s  18  

 

P  50  les 14 

restantes, 5 50 0,  

 s et leur position 
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s que le fexinidazole. 

le cas de la  une CI50 de la 

50  

 par rapport au hit initial (CI50 

En revanche, 

yl) ne sont absolument pas actives in vitro avec des CI50 , tout 

 . Les mo

, 123 et 128 (en rouge) avec des CI50 de 0,017; 

0,025; 0,067  > 3676 et la 

S > 2500

 onyl

L. donovani T.b.b. 

Lors du changement en position 6 cette fois-

en fonction du type de substituant. Les valeurs de CI50  hit  initial, 

 

(CC50  que le fexinidazole et la suramine (CI50 

de 0,017   

 

c)  

Les s 120 et 123 ont s 

 in vitro afin de connaitre leurs profils s 

 

 (figure 73). 
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Figure 73.   

 

1/2 > 40 minutes. La 

minutes. Dans les deux  hit  

1/2 de 9 minutes.  

 (tableau 51).  

  Fraction libre (fu) Log(fu) 

(120) 76,90 % 0,2310 -0,636 

 99,70 % 0,0030 -2,523 

Tableau 51.  120 

 

e 

 

 

II.2.3.2. Tests in vivo 
Bien que tous les tests in vitro 

in vivo
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a) 

toxique

e valeur de CC50 

sur une semaine et 1 fois par semaine sur un mois (tableau 52). 

 Solvant 
120 

100 mg/kg 
Fexinidazole 100 mg/kg 

 0/4 0/4 0/4 

Tableau 52.  
(n=4 souris dans chaque lot) 

 

traitement. 

 

 

b)  

Avec un T1/2 > 40 min lors des tests in vitro des 

analyses in vivo

e sur 4 souris 

in vivo.  

(figure 74, tableau 53).  
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Figure 74.  

(Axe Y : Concentrations en ng/mL, axe X : Temps en h) (logiciel Monolix) (le logiciel ne permet pas de visualiser 
les valeurs SD sur ce graphique) 

 

Tableau 53. une 
administration PO  

(Souris n=4, concentration de 100 mg/kg, dose unique) 

 

1/2 relativement long. Elle 

est Avec un Tmax 

une administration unique hebdomadaire. 
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c) ide 

T.b.b. AnTat 1.9 (2 000 parasites dans 100 

s 

s et 

s. 

ants (figure 75, tableau 54).  

 

Figure 75.  
(n=4 souris ; traits rouges : les jours de traitement) 

 

  
Dose (mg/kg x Nombre de jours de 

traitement) 
 

T.b.b. AnTat 1.9 

Solvant  0/4 

120 100 x 3 0/4 

Eau Physiologique  0/4 

Fexinidazole 100 x 3 4/4 

Tableau 54. in vivo T.b.b. AnTat 1.9  

 

in vivo e de savoir 

ue 
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avec et sans ABT. 

 

d) s cytochromes P450 

trypanocide 

in vivo 

 T. 

ation  

 (figure 76). 

 

Figure 76.  
 (n=3 souris ; traits rouges jours de traitements ; rond rouge : rechute) 

 

Malheureusement, au 4  jour post fin de traitement, nous avons mis 

 la 
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e) 
 

 

in vitro ats in 

vivo

avec un T1/2 > 40 min, alors que lors des tests in vivo utilisant une un inhibiteur des CYP450 

 

 et sa demi-  

nous avons 

 

100 mg/kg 

 savoir au bout de 30 min, 1 h, 3 h, 6 h, 9 h, 12 h, et 24 h. Les souris ont 

collecter les urines et les 

 h et 24 

 

 

 (figure 77 et tableau 55). 
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Figure 77.  + ABT pour les 3 souris  
(Axe Y : Concentrations en ng/mL, axe X : Temps en h) (logiciel Monolix) (le logiciel ne permet pas de visualiser 

les valeurs SD sur ce graphique) 

 

Tableau 55
administration PO 

(Souris n=3, concentration de 100 mg/kg, dose unique) 

 

f) es dans les fluides biologiques 

une recherche d  . Le 

 

-dessous.  

les histogrammes 

 sans ABT (figure 78).  
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Figure 78. 120 et de ses 
 

 

Pour fini

79
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Figure 79. Chroma

biologiques 
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II.3. L

- - thyl-2-(5-amino-1,3,4-

thiadiazole)-5- ue histoire (figure 80). 

 

Figure 80. S  

 

 (bacilles Gram  parasiticide 

(Entamoeba histolytica, Trichomonas vaginalis, Leishmania donovani, et Trypanosoma spp.) 

(Berkelhammer and Asato, 1968).  

 

Portant un groupement -NO2

u trypanosome . 

comme le groupement nitroso NO. Il a 

efficacement les thiols (R-SH) essentiels aux trypanosomes . De plus, le 

NO2 

su

OH qui sont toxiques pour le trypanosome 

(Docampo and Moreno, 1984). En effet, les parasites sont sensibles au stress oxydatif lors de 

-oxydantes. 

super -

-vis de certains transporteurs 
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(Le Trant et al., 1983; Krauth-

Barrett et al., 2000)

de l

a 

mort du parasite (Turrens et al., 1996). 

 

 

(Enanga et al., 1999). Son temps de demi-

e 

in vivo 

 

(Enanga et al., 1999). De 

de T.b.g. (Enanga et al., 

2000) 50 

mg/kg (Redin et al., 1968).  

 son 

(Nesslany et al., 2004). 

dont la mienne en 2015, a permis de montrer que 

l 50 - -vis de la souche T.b.b. AnTat 1.9, et 

par une souche de T.b.b AnTat 1.1E provoquant une infection chronique 

de la maladie (Keita et al., 1997; Enanga et al., 1998). De plus, au cours des travaux sur le 

(Mespoulet, 

2012; Boudot, 2015)

e des 2 cycles imidazoles et thiadazoles ainsi que le 

groupement nitro reconnu par la NTR 1, mais avec des substituants autre pouvant jouer sur 
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 ts chez 

   la 

Ce travail fait  Identification of 

metabolites derived from the anti-trypanosomal drug megazol ) 

(annexe 3). 

 

 

Microorganismes UMR 7245 CNRS/MNHN  

Didier Buisson travaille sur la biotransformation microbiologique (Fromentin et al., 2013; 

-Vargas et al., 2016). En effet les 

microorganismes sont capables de mimer des 

 

e 

laboratoire UMR 7245 CNRS/MNHN. 

 

1-  

CNRS/MNHN, 

majoritairement des propr

 

rties dans 4 

erlenmeyers suivant une ).  
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microorganismes Souches A B C D E F G H I J K L 

 

1 C Absidia glauca  LCP 00556 X   X         
2 C Chaetonium indicum  LCP 984200 X   X         
3 C Absidia blakesleena  ATCC 10148b X            
4 B Nocardia opaca ATCC 4276 X X           
5 B Corynebacterium equi  ATCC 10146 X X           
6 C Absidia corymbifera  LCP 631800  X           
7 C Syncephalastrum racemosum  LCP 722150  X X          
8 C Acremonium alternatum  MMP 3010  X X          
9 C Apsergillus niger  ATCC 9142   X          
10 B Bacillus megaterium  NRLL R938   X X         
11 C Cunninghamella echinulata  ATCC 9245    X         

               

 

12 C Aspergillus candidus  ATCC 20023     X   X     
13 C Aspergillus terreus  LCP 752296     X   X     
14 B Streptomyces antibioticus  NRRL 8167     X X       
15 B Streptomyces coelicolor  A(3)2             
16 C Mucor sinensis  CBS 20474      X X      
17 C Mortierella isabelina  NRRL 1757      X       
18 C Rhizopus  arrhizus  ATCC 11145      X X      

19 C 
Cunninghamella echinulata var elegans  

ATCC 36112 
      X      

20 B Rhodococcus ruber  DSM 44541     X X       
21 B Rhodococcus rhodochrous  DSM 43198       X X     
22 C Mucor plumbeus  CBS 11016        X     

               

 

23 L Kloekera magna  NRRL Y1611         X   X 
24 L Pichia anomala  NRRL Y40         X   X 
25 L Pichia minuta  MUCL 27758         X    
26 L Rhodotorula buffonii  MUCL 29812         X X   
27 L Rhodotorula mucilaginosa         X X   
28 L Rhodotorula rubra  ATCC 4056          X   
29 L Saccharomyces montanus  CBS 6772          X X  
30 L Yarrowia lipolytica  MUCL 29853          X X  

31 L 
Zygosaccharomyces fermentati  MUCL 

31281 
          X  

32 L Kluyveromyces dubbzurski            X 

33 L Dipodascus albidus  MUCL 31469           X X 

Tableau 57. Criblage analytique des microorganismes 
 

cise. 

Aspergillus niger

Absidia glauca et 

Chaetonium indicum) 
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anisme pourra dans un second temps subir une nouvelle 

 

 

2- Etude analy  

souche est mise en culture 

 

 

 de tampon 

phosphate pH 7 et DMSO es  du tampon phosphate pH 

eyer pour obtenir un volume final de 20 mL. Tous les 

surnageant qui est directe

81.  

 

Figure 81.  
Fromentin, 2013) 
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-

oudot 2019). Nous avons pu constater que 

-

82 et 83

 

s 84 et 85). Aspergillus terreus et 

A. candidus  

-MRM ont permis de 

 : 

Aspergillus candidus, Aspergillus terreus, Mortierella isabelina, Mucor plumbeus et Pichia 

minuta. 

Par la suite, des analyses individuelles de ces 6 microo

A. terreus, M. isabelina et M. plumbeus. 

 

 
Figure 82. -MRM de l'erlenmeyer E 
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Figure 83. -MRM de l'erlenmeyer H 

 

 

Figure 84. -MRM des urines de souris  
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Figure 85  

 

3-   

1   : 

remier 

 Aspergillus terreus. 

 

Cette biomasse est par la suite reprise dans 500 mL de tampon phosphate pH 7 et mise dans 

s 

. 

pendant 

 pur 86). 
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Figure 86 A. terreus 

 

trie LC-

Limoges (figure 87).  

 

Figure 87. A.terreus 

 

 

 permet donc 
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us sont 

les suivants (figures 88, 89). 

  

 
Figure 88. A. terreus 

(culot des lavages MeOH/ACN) 

 
Figure 89. Chromatogr A. terreus 

(Surnageant lavage MeOH/ACN) 
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 surnageant des lavages MeOH/ACN  extrait 

 

 

 

 

 A. terreus repris dans du MeOH 

Nou

2Cl2 

2Cl2 est moin

migration. Les tubes contenant des co

au MeOH et le  

utilise cette fois-ci le solvant 90/10 CH2Cl2/AcOEt. Le changement de proportion entre les 2 

2Cl2 permettant de mieux 

 

s pour faire une 3  

silice permettant de retenir les produits directement dans le ballon contenant nos fractions. Le 

une colonne solide qui se compose de solvant 70/30 cyclohexane/AcOEt. Cette technique 

la 

silice fine. Nous collectons les fractions pour effectuer des CCM de confirmation.  
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rie de masse. 

 

us sont les suivants (figures 90, 91). 

 

Figure 90.  Lavage MeOH colonne 1  

 

 
Figure 91.    
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 lavage 

MeOH colonne 1 

 

e. 

2   : 

Une culture de 3 A. terreus 

 

Les 3  par ajout de NaOH 3M, et mis 

.  

 

poule, nous 

p  filtrat AcOEt 

 certaines 

fractions.  lavage MeOH colonne 1 

suivants : Phase A : H2O/ACN 95/5 + 0,05% TFA ; Phase B : ACN/H2O 95/5 + 0,05% TFA. 

La CHLP est util



 

Clotilde BOUDOT | torat |  | 2019 240 
 

 

 

310,4 nm. 

2).  

 

 
Figure 92  

 

 -

us sont les suivants (figures 93, 94). 

 

Figure 93. 

 C1 lavage MeOH  
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Figure 94. Chromatogramme correspondant au pic 14 

 

 

Nous constatons 

d  qui 
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Chapitre III. Les   

Une collabora UMR INSERM U1212 / CNRS 5320 - Laboratoire ARNA 

de Bordeaux sous la direction du Pr Jean-Louis Mergny

 

-

 

ype 

 quinoline-like  pyridine-like   

travers des membranes (Leeder et al., 2016; Das et al., 2017; Gueddouda et al., 2017; Guillon 

et al., 2017) plusieur

, 

-

(Figure 95). 
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C cette enzyme dans 

de types Leishmania, et Trypanosoma

ch

iques 

 (Moyzis et al., 1988).  

Les G-quadruplex sont des structures temporaires e

forme simple brin, a

(Huppert and Balasubramanian, 2005; Rhodes and Lipps, 

2015)

les s ). Or cette formation de G- on 

(Zahler et al., 1991). 

 
Figure 96. -quadruplex  

(Pr J. Guillon) 

 

Inhib -

rotozoaires. Dans cette optique demment on

T.b.b 50. 
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III.1. : 

 2,9-bis[(substitu - -

1,10-  

Plasmodium falciparum, de promastigotes de L. 

donovani T.b.b. af CI50 les comparant aux 

 

in vitro 50 permettant donc de 

s cellules HepG2. 

Puis une recherche de la CI50 

meilleurs candidats obtenus (CC50 50 

les tests in vitro in vivo 

 

a) Tests  

50  Vitrome de Marseille. Cette exp

50 ne 

 la recherche de la CI50 afin 

50 -

 

 . 

b) Mesu  

T.b.b. AnTat 1.9 suivant le protocole 

 

50 50 

ces 24, 16 ont une CI50 - 50  

ement IS > 10. Il 

 Ce travail en 2017  Design, 

synthesis, and antiprotozoal evaluation of new 2,9-bis[(substituted-aminomethyl)phenyl]-1,10-

phenanthroline derivatives  (Guillon et al., 2018).   
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Design, synthesis, and antiprotozoal evaluation of new 2,9-
bis[(substituted-aminomethyl)phenyl]-1,10-phenanthroline 

derivatives 

 
Jean Guillon, Anita Cohen, Rabindra Nath Das, Clotilde Boudot, Nassima Meriem 

 avrimoutou, Louise Basmaciyan, 
Camille Tisnerat, Sacha Mestanier, Sandra Rubio, Sophia Amaziane, Alexandra Dassonville-
Klimpt, Nadine Azas, Bertrand Courtioux, Jean- Pascal Sonnet  
 

 

 

: 

- -1,10-

in vitro sur trois protozoaires 

(Plasmodium falciparum, Leishmania donovani, et Trypanosoma brucei brucei  

50 de l'ordre du M. 

in vitro pG2 

humaines

-bis[(aminom -1,10-

1h 

P. 

falciparum sensible et chloroquino-  de P. falciparum sont la 

-quadruplexes 

Plasmodium s au moyen d'un test de fusion 

1f et 1m 
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III.2.  B  

comme 

diques dont certaines sont 

contre 

50 et leur CI50. 

Ce travail a en janvier 2020  Design, synthesis, and 

antiprotozoal evaluation of new 2,4-bis[(substituted-aminomethyl)phenyl]quinoline, 1,3-

bis[(substituted-aminomethyl)phenyl]isoquinoline and 2,4-bis[(substituted-

aminomethyl)phenyl]quinazoline derivatives  (Guillon et al., 2020).  
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Design, synthesis, and antiprotozoal evaluation of new 2,4-

bis[(substituted-aminomethyl)phenyl]quinoline, 1,3-

bis[(substituted-aminomethyl)phenyl]isoquinoline and 2,4-

bis[(substituted-aminomethyl)phenyl]quinazoline 

derivatives   

 

Jean Guillon, Anita Cohen, Clotilde Boudot, Alessandra Valle, Vittoria Milano, Rabindra Nath 
Das, , Maxime 
Demourgues, Elodie Reviriego, Sandra Rubio, Sandie Ferriez, Patrice Agnamey, Cecile Pauc, 
Serge Moukha, Pascale Dozolme, Sophie Da Nascimento, Pierre Laumaille, Anne Bouchut, 
Nadine Azas, Jean-Louis Mergny,   

 

 

 

:  

-
-

in vitro contre trois parasites 
protozoaires (Plasmodium falciparum, Leishmania donovani et Trypanosoma brucei brucei). 

 50 dans 
in vitro 

ndidat 

P. falciparum. La quinazoline 
uissant avec un 

T. brucei brucei
des parasites P. falciparum et Trypanosoma 

 stabilisation des G-quadruplexes 
Plasmodium et Trypanosoma 

de fusion FRET.  
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III.3.   

-

mo  - 50 = 20-50 nM) 

-

 click dulations 

50 de cette dern 03 

M. 

nouvelle fois, des IC50 13 M. 

tions structure-

antiparasitaire. 
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Discussion 

Les infections   

rang de  (Chapman 

et al., 2018). En Afrique sub-

 est en 

  

60 (Dramane, 2019). La vigilance doit rester de mise et les efforts consentis pour lutter contre 

cette maladie du bout de la piste doivent perdurer. Actuellement la prise en charge 

t

utilisation. Des grands organismes tel le DNDi pe de nouveaux 

ainsi 

T.b.g. 

.  

P, Target Product Profile) essentiel 

(Frearson et al., 2007)

 hit via 

 hit 

 

 lead   lead 

in vivo -

 (Chatelain and Ioset, 2011; Don and Ioset, 2014).  

notre 

to des collaborations 

transdisciplinaires. Ici l est 

iques du trypanosome comme les NTRs ou encore ses 
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Pour atteindra ces objectifs,

avec ses enzymes parasitaires (i) les nitroaromatiques 

substrats 

 ; (ii

 du trypanosome.  

 

Dans un premier temps, nous nous sommes s 

. Cette enzyme, absente des cellules 

 

parasite (Hall et al., 2010).  

en deux familles et 

-UPR CNRS 8241 et LPCR  UMR 7273 

respectivement.  

 hit - -2(1H)- in vitro de 

50, de la CI50

in vivo (Paloque et al., 2012; 

Pedron et al., 2018a, 2018b). De ces analyses in vitro

avec une CC50 , une CI50 

Ces premiers tests in vivo ont  

mg/kg.   

administration per os 

travers de l vers la circulation sanguine. 

est  avec une valeur de Cmax 

de 0,017 mg/mL, montrant que ceux du fexinidazole qui sont pour la 

valeur d -4 mg.h/mL avec une Cmax de 5.10-4 mg/mL (figure 52) (Torreele 

et al., 2010). au niveau sanguin nous ont 

- -vis des trypanosomes. 

le  Tenant compte de ces 

, nous sur un 
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par la souche T.b.b. AnTat 1.9 g/jour 

pendant 

, nous nous sommes 

 in vivo ?  peut 

, bien que les analyses in vitro montre le 76 e 

microsomale avec un T1/2   Pour 

ne  

inhibe n de plusieurs isoformes permettant de 

comprendre les   (De Montellano, 2018)

 

quotidiennement. A  que la 

ition 3 par un chlore et en position 6 par un brome. Sa 

sous 

 

du nitro NO2 en amine NH2, seule cible possible,  

(Dingsdag and Hunter, 2018). A ce stade, il est difficile de conclure sans 

 dont la 

- ou la 

(Guengerich, 1996). Nous savons que la 

s  par oxydation les 

plus 

comme les UGT (UDP-glucuronyl- capables de 

glucuronoconjugaison. Les 

 (Guengerich, 

1996). Ains

. Des souris , et des 

second comp

pas  NH2 in vitro et avec 
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De 

in vivo 

 tochromes - 

. Il reste donc 

 76

Une autre pouvant expliquer ces 

la technique 

les QuECh

la forte dans le sang et laissant 

 un bon passage plasmatique. Mais ceci biaise  le ratio fraction libre  et 

donc  (Dulaurent et al., 2016). 

fraction 

(Rai, 2007).  

Un nouvel 

le parti cette dose en allant jus  avec le risque de voir apparaitre 

 administrations . 

-aussi -

 

, il serait 

. Ce qui permettrait de 

compren  dans des cellules ou tissus extra-plasmatiques, et 

 (Fischman et al., 1993; Reif et al., 2017).  

celle des 

 hit -dibromo-3-nitroimidazo[1,2-a]pyridine, 

dif

meilleurs profils in vitro in vivo 

 (Fersing, 2019 en 

cours de soumission) in vitro 
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une CC50 50

 

la 

 

in vivo 
-4 mg/mL. 

Nous pouvons en conclure que cette  

sanguin.  , que le 

 

probablement le sang pour 1/2 long, de 

, 

jour sur 5 jours de traitement (figure 61)

gava Toutes les souris sont 

YP450. Partant du 

des CYP450. Pour 

NO2 en NH2, 

pouvant peut- cette une des 

s de nos s du 

reconnu par la NTR1 du trypanosome. Cinq  ont aussi 

les fluides des souris do

 (Smith 

and Waterbeemd, 1999; Lentz et al., 2013). Ceci explique 

 C

toujours pas efficace. 

Il faudrait effectuer une re leur 

. Comme utile analyser 

sa distribution. 

La  , est e substitution 

-

in vivo 50 
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sulfoxides et sulfones bien 

in vivo 

  
-5 mg.h/mL indiquant une faible exposition 

du -5 mg/mL et une 

3 mL/h signifiant . 

Ce qui confirme in vitro du test PAMPA- a 

 faible exposition 

 Les tests in vivo 

traitement. A dement mortes. Une 

recherche des  99 et 100 dans les fluides biologiques . Aucun des 2 

comp . Nous avons uniquement -NH2, 

NO.  

diffuser au niveau sanguin et qui . Ainsi, le plus gros  de 

cette  50 . Nous pourrions donc 

envisager s sulfoxide et sulfone directement in vivo 

 

  des nitroimidazopyridines in vivo 

fois-  hit  initial.  in vitro avec une 

CC50 50 et une liaison aux 

. E La dose 

maximale sans eff  

 s avec une exposition 
-4 

 1 

fois 

 animaux. 

 

 

 jour de traitement avec une 

 jour de 
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traitement. Malheureusement,

  , voire la 

toutefois  

pouvant avoir des c Si le 

la possible interaction avec des traitements substrats des CYP450, comme certains anti-

infecti  

 - A

 ). Afin de comprendre 

pharma

120

(contre 7.10-4 mg/mL sans ABT

in vitro Avec ces derniers,  une 

 40 min. Pour , la recherche 

avec et sans ABT. 

1 h post traitement -12 

h puis 12-24 h), nous . Nous avons 

NH2

Les 

ent tabolisation de phase 1 ou de phase 1 et 2. Ceci explique probablement la 

I s uniquement dans les urines et les 

 h post 

trai  

 permettant 

 alors que celle du 

Nous pouvons envisager

  Ortiz de Montellano a 

1/2 plasmatique de 9h et 

concentration pendant au moins 24 h chez le rat, le chien et le singe 

de 100 mg/kg (De Montellano, 2018) , une 
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Par exemple le CYP3A4, le 

plus connu des CYP450, a un T1/2 entre 3 et 6  saturer ces 

liaisons pour correctement les inhiber (Yang et al., 2008)

estion se 

toute rechute. Il subsiste une interrogation sur le site de formation du . En effet, 

mal et dans ce cas-

 de type antibiotique et antifongique, soit il est produit par 

  voire de modifier la structure de la 

d

-ci une voie IV pour comparer avec la voie 

Par la suite il faudra envisager en 

obtenus, 

 (Zhang et al., 2018).  

qui apparait dans les urines des souris seulement 

 

 120 reste prometteuse 

-4 jours. Il  

action.  . Par 

exemple, le ritonavir es  : 

darunavir) comme potentialisateur pharmacologique. Il est capable inhiber la P-gp intestinale 

 

ritonavir (Zeldin and Petruschke, 2004)

 

 (Tseng et al., 2017). 
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pharmacomodulations azole, il faut 
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-NO2,  

 

Cette 

- -vis des 

trypanosomes notamment (Winkelmann et al., 1977)

une dose effi (Enanga et al., 1998). Malheureusement 

stoppant alors  (Nesslany et al., 2004)

son 

une utilisation en m  

Lors 

 dans des urines de souris

des chromatogrammes ont  en suivant leur temps de 

.  , des 

 (Boudot 2019, en cours de soumission). Malheureusement la 
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collaboration avec le Dr Buisson du Museum National 
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m/z 239. au niveau du 

NO2 de 
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de purification, nous observons une seule migration expliquant 
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 aux traitements 

 s de plus en plus 

importants (Peregrine and Mamman, 1993). 
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20 mg/kg/jour  (Yapi et al., 2006). 
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-
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CI50  (Guillon, 2018, Guillon, 2019).  

Actuellement aucune de ces s e pour des tests in vivo
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-

et humaines. Une des solutions pour ires devra 

passer par des modifications fonctionnelles, en ajoutant par exemples   

-quadruplexes parasitaires. (Pirota 

et al., 2019). Une autre piste 

biomarqueurs (Anticorps

 ce type, 

-  

cellules saines avoisinantes (Bakhtiar, 2016; Beck et al., 

2017; Li et al., 2018). 

nanoparticules et nanocorps capables de reconnaitre la surface du parasite et a ainsi permis 

 

(Arias et al., 2015).  
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s  000 g/mol
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(Abbott et al., 2010; Sekhar et al., 2014). De plus, la 
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rejeter in vitro, celles-ci ne peuvent suffire

 notamment le cas lors 

restrictive in vitro in vivo

 

on du choix 

de la souche parasitaire  lors de ces travaux. En effet, la souche T.b.b. AnTat 1.9 mime 
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sous-  et qui pourraient 

  Par exemple, on peut noter que lors de 
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la souche T.b.b. 427 et 0, T.b.b. BS221 (Camacho et al., 2000; 

Wenzler et al., 2009). 
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Conclusion  
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biologie, la recherche de nouveaux traitements 
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Animale Africaine, le constat est tout aussi 

raison des  entrainant 

e pour 

-on pas destiner cette 

strictement 
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Abstract

BACKGROUND: African Trypanosomiasis is an endemic vector-borne parasitic disease in 

sub-Saharan Africa. It is caused by different parasites of the genus Trypanosoma and is 

transmitted through a tsetse fly (Glossina sp.) bite during a blood meal. This neglected tropical 

disease remains difficult to control due to the complexity of treatment protocols and use of toxic 

drugs. Over the decades, nitroimidazole compounds have been promising molecules for anti-

parasite therapy. One of them, megazol, has proven to be an effective anti-trypanosomal drug, 

but interest dropped after reports were published concerning its mutagenic properties.  

OBJECTIVES: We therefore decided to characterize and identify megazol metabolites, with 

the hypothesis that they could be less toxic.  

METHODS: We treated groups of mice with different derivatives and then detected metabolites 

by high performance liquid chromatography combined with mass spectrometry in urine, feces, 

and plasma samples from mice.  

FINDINGS: In vivo results showed that eleven metabolites were detected in urine (M1 to M11); 

six metabolites were detected in plasma (M1a/b, M2a/b, M5, M7a/b M9, andM10a/b) and in 

feces, only two (M1 a/b and M5) were found.  

MAIN CONCLUSIONS: The structures of metabolites were deduced using chromatograms 

and mass spectra data combined with usual metabolic patterns. 

 

Keywords: megazol, metabolites, HPLC-MS/MS, mice fluids 
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1. Introduction

African Trypanosomiasis is an endemic Neglected Tropical Disease in 36 sub-Saharan Africa 

countries. It is a zoonosis, called either Human African Trypanosomiasis (HAT) or Animal 

African Trypanosomiasis (AAT). The disease is transmitted by the bite of a tsetse fly and 

different Trypanosoma species can cause pathology. Both disease forms are fatal if left 

untreated [1]. For HAT, 2 subspecies are responsible for 2 different disease forms:  (i) Gambian 

sleeping sickness corresponds to an infection by Trypanosoma brucei (T. b.) gambiense, 

characterized by chronic disease with the average infection lasting around 3 years, and (ii) 

Rhodesian sleeping sickness corresponds to an infection by T. b. rhodesiense, characterized by 

an acute disease in which death can occur within weeks of infection. The infection progresses 

from the haemolymphatic stage where parasites spread to the lymphatics, blood, and peripheral 

organs, to the late encephalitic stage where parasites invade the central nervous system (CNS) 

to cause a serious meningo-encephalitis that can result in death. For AAT, there is a diversity 

of parasites and animals, but the symptomatology is the same [2]. 

Until 2018, chemotherapy for HAT relied on five drugs including 2 drugs (Suramin, 

Pentamidine) that are active in the early disease stage and 3 drugs (Melarsoprol, Eflornithine 

and Nifurtimox Eflornithine combination therapy (NECT)) that are effective during CNS 

invasion. These drugs are available for patients through a donation from SANOFI (a global 

biopharmaceutical company focused on human health), but there are still many drawbacks to 

their use. The main drawbacks are: (1) high toxicity for the hosts, which is mainly due to their 

poor selectivity for parasite cells compared to mammalian cells; (2) route of administration  

(intramuscular or intravenous injections); (3) very narrow anti-trypanosomal spectrum; and (4) 

high cost of hospitalization [3]. Overall, although active, these drugs are not ideal for use in 

rural settings, drug resistances are spreading and there is a need for an oral form of a drug that 
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could be used for both disease stages. Clearly, improved chemotherapy with better selectivity 

for trypanosomes is needed to control this disease. Unfortunately, very few new drugs were 

proposed; only two candidates were selected. Fexinidazole, 2-substituted 5-nitroimidazole, 

belonging to the nitroimidazole class of drugs, exhibits trypanocidal properties, and has the 

potential to become a safe, short-course oral treatment for both HAT stages [4]. Its in vivo 

activity is most likely due to its two major metabolites, oxide and sulfone [5]. The other 

potential candidate, Acoziborole or SCYX-7158 has proven highly effective as a single dose 

oral treatment for both HAT stages [6] and is in phase 2 of clinical trials [7]. Since November 

2018, the European Medicines Agency (EMA) agency recommends the approval of 

fexinidazole as the first line of treatment by oral administration against T.b.g [7], but nothing 

has been proposed against T.b.r. For AAT, the therapy is old and numerous resistances occur, 

but no new treatment exists. It is important to develop new medications to treat HAT and AAT 

to reduce cases of resistance and work towards the elimination of the disease. 

Among nitro-heterocyclic compounds known for their anti-trypanosomal activity and their 

abilities to be selectively activated by parasitic nitroreductases (NTRs) to generate cytotoxic 

metabolites, megazol, was a promising compound that diffused easily into the CNS and could 

be used orally. However, its development was discontinued due to reports of in vitro 

mutagenicity [8], and genotoxicity [9] [10], but its pharmacological mechanism of action still 

remains.  In fact we only know that trypanocidal and mutagenic effects of megazol are due to 

the parent drug and/or its metabolites [11]. The few tests done on 3 Salmonella strains with 

murine plasma and urine containing metabolites of megazol showed that two were mutagenic 

in plasma and three in urine, suggesting that megazol metabolites present in the systemic 

circulation and in urine might differ and be associated with different effects. Recently, Enanga 

et al. [12] found 4 different metabolites of megazol in primate urine, but further identification 

could not be performed.  
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The aim of the present was to determine megazol metabolites and, notably, characterize these 

metabolites in biological fluids of mice for futures studies.  

 

2. Materials/Methods 

2.1. Animals and protocol administration 

Twenty-five female mice (weighing 30g) were clinically healthy 1 month prior to 

experimentation. 

(i) The first group (n = 10) was treated with a suspension of 13C megazol. It was 

administered per os an aqueous solution of 2% low viscosity 

carboxymethylcellulose (Merck, Germany) at a dose of 60 mg/kg body weight. 13C-

megazol was used to control the structure of detected metabolites. 

(ii) The second group (n = 10) was treated by the same dose of unlabeled megazol.  

(iii) The third group (n = 5) only received the suspension of carboxymethylcellulose without 

megazol. It is used like a control. 

All animals were kept under the same conditions according to laboratory animal care guidelines 

(European convention SPE123). The Ethical Committee of Limousin approved all the 

procedures. The number of mice is established with the 3R (Reduce, Replace, Refine) principle 

for the animal experimentation. 

Megazol (CAS: 19622-55-0) powder was synthesized as previously described [13] [14]. 

2.2. Sample collection 
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Urine and feces were collected from a metabolism cage (Tecniplast  Italy). These samples were 

gathered prior to treatment, after megazol administration to animals on the first 12h and then 

for the last 12 h (a total of 24 h). For each group, urines and feces of all mice were pooled to 

generate a single sample and were stored at -  Blood samples (0.5 mL) were 

collected by sinus retro-orbital puncture prior to treatment and 3h after first and last 

administration of megazol to animals. Blood was immediately g for 10 min 

a C to obtain the serum samples. 

2.3. Sample extraction for megazol metabolites 

We optimized an extraction method previously established by Enanga et al. [15], replacing 

dichloromethane solvent by butan-2-ol in order to obtain better metabolite recovery. Urine (100 

 was  (1N, AVS Titrinorm ; Fontenay-sous-Bois, France) then 

left to stand 5 min. Butan-2-ol (5mL)(Prolabo Rhone Poulenc, Paris, France) were added and 

the mixture was kept under rotary stirring (25 rpm, C; Rotator SB3, Stuart , Stone, 

Staffordshire, United Kingdom) for 20 min and then centrifuged for 10 min at 3 500 rpm. The 

homogeneous liquid was further collected (alkaline extract) and the precipitate underwent an 

acid extraction by the addition of , Fontenay-sous-Bois, 

France) followed by vortexing. Samples were then left to stand for 5 min and 5 mL of butan-2-

ol were added, kept under rotary stirring for 20 min, centrifuged 10 min, and the non-

precipitated acid extract was transferred. The alkaline and acid extracts were evaporated to 

dryness using a Speed-Vac  (Thermo-Fisher, Les Ulis, France) and r

methanol/water/acetic acid (50:50:0.1 v/v/v) by vortex agitation, just before liquid 

chromatography / mass spectrometry (LC-MS) analysis. For feces, the same protocol was used, 

with the first step consisting of adding water to dissolve feces and vortexing the product to 

homogenize the samples. 
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For the MRM method, we used the same extraction method except that we added 20 

standard (Metronidazole (a nitro-heterocyclic family) at 25 ng/ L in methanol initial 

samples. 

2.4. Detection of megazol metabolites by reverse-phase chromatography 

MS/MS 

The High Performance Liquid Chromatography (HPLC) system consisted of a Shimadzu LC 

10 ADvp pump with an SIL-Ht autoinjector and a CTO-10ASvp column oven. 

Chromatographic separation was performed on a Nucleosil C18 column (125 x 2.1 mm i.d., 

- -Nagel; Germany). The flow rate was 0.2 mL/min. The mobile phase 

was a gradient of 0.1 % acetic acid in water (A) and 0.1 % acetic acid in methanol (B) 

programmed as follows: initial, 5 % B, increased to 50 % in 19 min, then increased to 100 % B 

in 1.5 min, maintained at 100 % for 2.5 min, and finally, decreased to 5% B in the last 10.5 

min. The injection volume was 20    

Exploration and detection were carried out with a 4 000 QTRAP hybrid triple quadrupole linear 

ion trap mass spectrometer (SCIEX, Framingham, MA, USA) equipped with a Turbo Ion Spray 

electrospray ionization (ESI) source and controlled by the Analyst software version 1.6.2 

(SCIEX). Ionization was achieved with electrospray in the positive ionization mode with the 

following settings: ion spray voltage, 5 500 V; curtain gas, 15 arbitrary units; ion source gas 1 

and 2, 20 and 30 arbitrary units, respectively; collision cell exit potential, 16 V; declustering 

potential, 46 V. The settings of the GUS (General Unknown Screening) procedure were 

previously reported in details, [16] [17], [18]. Briefly, acquisition was performed in the IDA 

(Information-Dependent Acquisition) mode, in which MS/MS continuously switched between 

a survey scan acquired in the enhanced-MS mode and up to three dependent scans obtained in 

the enhanced product ion (EPI) scan mode.  
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Detection of the putative metabolites was carried out using the PeakView 2.2 software 

(SCIEX). The total ion current chromatogram of urine samples collected from mice receiving 

60 mg/kg megazol was compared to that of the controls (0 mg/kg megazol) for additional peaks. 

Potential metabolites were named M1 to M11 according to their retention time and major 

fragments (n = 2-3) were selected for each metabolite. Collision energy (CE) settings were 

automatically optimized for megazol and metronidazole (SI) transitions and were set at 35 or 

50 V, depending on the metabolite transitions. The MRM transitions of metronidazole (Internal 

Standard), megazol and potential metabolites were simultaneously monitored in the urines of 

the megazol (60 mg/kg) and control group in parallel for confirmation. 

The same protocol was used with feces and blood. 

 

The same protocol was used with 13C-megazol to confirm the presence of metabolites with a 

mass  

 

2.5. Confirmation of the raw formula of putative metabolites by micro-

LC QTOF 

Urine samples were analysed by microLC-MS/MS using a nanoLC 425 in a micro-flow mode 

(Eksigent, Dublin, CA) system coupled with a TripleTOF 5 600+ (SCIEX, Framingham, MA). 

The chromatography was performed on a HALOfused C18 column (50 x 0.5 mm i.d., 2.

SCIEX) at a 20 flow rate. The mobile phase was water/acetonitrile/formic acid 95:0:0.1 

v/v/v (A) and 5:95:0.1 v/v/v (B) gradient programed as follows: initial, 5 % B, increased to 50 

% in 16 min, then increased to 95 % B in 2 min, maintained at 95 % for 3 min, and finally, 

decreased to 5 % B for reequilibration. 
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The TTOF 5 600+ was operated in an information-dependent acquisition (IDA) mode with 

Analyst 1.7TF software (SCIEX). MS and MS/MS data were continuously recorded with up to 

15 precursors selected for fragmentation from each MS survey scan. Precursor selection was 

based upon ion intensity and whether or not the precursor had been previously selected for 

fragmentation (dynamic exclusion). Collision energies were set at 40  15 eV. 

Both molecular formula identification and structure elucidation were performed using the latest 

Sirius software (Version 4.0.1, https://bio.informatik.uni-jena.de/sirius/). First, megazol and 

metabolite high resolution MS/MS spectra were converted to a text file containing fragment 

m/z and intensities. The top 10 best formulas with a tolerance of 20 ppm and minimum 5 

nitrogen atoms were retained for structural elucidation.  

 

3. Results and discussion 

3.1. Identification of megazol metabolites 

After extraction by butan-2-ol in either alkaline medium for the majority or acid medium for 

the rest, fifteen megazol metabolites were detected in mice urine by the GUS method and 

confirmed by MRM on control and megazol groups (Figure 1). The same protocol, used with 

13C-megazol, had shown all  corresponding to the presence of one 

13C in the megazol structure which confirmed they were related to megazol.  

Once the metabolites of interest were identified and confirmed by the shift of mass due to the 

13C, Sirius software used MS/MS data to propose elemental composition and fragmentation 

pathways for the top 10 best results. Structural formula were proposed according to Sirius 

results and to specific neutral loss on MS/MS spectra and confronted to fragmentation patterns 
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of structural formula generated using Mass Frontier 8.0 (Thermo Electron, San Jose, CA). 

Comparisons between theoretical and experimental fragmentation spectra further aided in the 

identification of metabolite structures and site(s) of biotransformation with the parent megazol. 

Some fragmentation losses that are characteristic of nitroimidazole compounds are the 

following: [M-16]+ corresponds to O loss; [M+H-30]+ to NO loss; [M+H-46]+ to NO2 loss; 

[M+H-47]+ to HNO2 loss; and [M+H-73]+ to NO2 HCN loss.  

According to MS losses and chromatographic mobility obtained with the 4000QTRAP, the 

metabolites were produced via one to three combined biotransformations targeting four 

preferred sites -NH2, -CH3, and -NO2 with or without involvement of the imidazolyl-conjugated 

-bond.  

3.1.1. Megazol [m/z 227] 

The fragmentation spectrum of megazol was established by infusing pure compound. The drug 

at m/z 227 ([M+H]+) with an elemental composition of C6H6N6O2S H+ eluted at 17.8 min. The 

MS/MS spectrum of [M+H]+ megazol displays the signature fragmentation pattern of 

nitroimidazole compounds ([M-16]+, [M+H-30]+, [M+H-46]+, [M+H-47]+, [M+H-73]+). Sirius 

computation proposed megazol molecular formula as TOP 1 result with a 90.7% score, 

explaining 47 over 60 peaks and 93.5% of total ions intensities. After confronting Sirius and 

Mass Frontier results, we really assigned 58% of global ion intensities of megazol MS/MS 

spectrum (Figure 2). 
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3.1.2. Megazol metabolites 

Table 1 lists the detailed information of these metabolites, including retention times, proposed 

elemental compositions, and mass errors (table 1). Spectra obtained from low and high-

resolution mass spectrometry for each compound can be found in Supplementary Table. 

Metabolites M3, M9 and M11 were generated by modifications targeting a single site of the 

parent drug.  

M9 was characterized by [M+H]+ m/z 213, corresponding to a difference of 14 Da with megazol 

[M+H]+ m/z 227, generally associated with a demethylation. Such a structure was in full 

agreement with the reverse phase HPLC elution order, pointing to a higher mobility for M9 (Tr 

13.9 min), more polar than the parent compound (Tr 17.8 min) which was obviously slowed 

down by the original methyl group. The MS/MS spectrum of M9 at m/z 213 [M+H]+ showed 

the presence of nitroimidazole-specific product ions ([M-16]+, [M+H-46]+, [M+H-47]+, [M+H-

73]+) and like megazol, m/z 127. The elemental composition of m/z 213 proposed by Sirius was 

C5H4N6O2S H+ with an error of -11.4ppm and 85% of total ion intensities were assigned 

comparing with Mass Frontier. 

QTRAP data suggested that M3 and M11 [M+H]+ m/z 243 could be structural isomers, but HR-

MS data did not corroborate this hypothesis as the exact masses were too different (162.9ppm). 

M3 was characterized by [M+H]+ m/z 243, corresponding to a difference of 16 Da with megazol 

[M+H]+ m/z 227 induced by an extra hydroxyl group. In comparison with megazol and M9, 

M3 (Tr 7.6 min) was eluted faster, must have distant OH and NH2 polar groups to enhance 

aqueous solvation, so we proposed that M3 was hydroxylated on the methyl group. The MS/MS 

spectrum of M3 at [M+H]+ m/z 243 showed some nitroimidazole-specific fragments ([M+H-

46]+, [M+H-47]+ and [M+H-73]+) and highly abundant product ions at m/z 226 [M+H-OH]+, 
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m/z 168 and low abundance product ions at m/z 141. The elemental composition of M3 m/z 243 

proposed from HR-MS spectrum was C6H6N6O3S H+ with an error of -9.4ppm. 

M11 which had the same [M+H]+ m/z 243 with a Tr 15.5 min, eluted more slowly than M9 and 

M3, meaning M11 was less polar than the two others. The MS/MS spectrum of M11 at m/z 243 

[M+H]+ showed product ions at m/z 228, m/z 213 ([M+H-30]+), m/z 186, m/z 157. Its elemental 

composition proposed from HR-MS spectrum was C7H10N6O2S H+ with an error of 3.8ppm. 

Currently, conjugation reactions occurring with glucuronic acid, serine, alanine and acetic acid 

resulted in eleven metabolites: M1a,b, M2a,b, M4, M5, M6, M7a,b, M8, and M10a,b.  

M2a,b [M+H]+ m/z 403 and M7a,b [M+H]+ m/z 419, each exhibited an abundant daughter ion 

[M+H-176]+ arising from the characteristic neutral loss of anhydroglucuronic acid or 

equivalent. The m/z 227 [M+H-176]+ for glucuronides M2a,b corresponded to a protonated 

megazol moiety yielding, as did megazol itself, the same lower fragment ion pattern. As the 

parent drug offers only the outer amino group to conjugation, the two isomers major M2a and 

minor M2b  would appear to differ through the major pyrano- and the minor furanoglucuronyl 

parts. With 16 Da more, M7a,b were also deduced to be the pyrano- and  the furano- 

glucuronides derived from one of the two reported metabolites M3 or M11 with [M+H-176]+ 

m/z 243. M3 was selected according to the significant [M+H-176-17]+ m/z 226 and the low 

fragmentation pattern. Attachment of the glucuronyl unit could occur on the amino or 

hydroxymethyl groups. As M7a,b had a lower mobility (M7a: Tr 11.7 min; M7b: Tr 14.4 min) 

when compared to that of M2a,b (M2a: Tr 6.9 min; M2b: Tr 11.8 min), attachment to the 

hydroxymethyl group was discarded because, with an additional free OH group, M7a,b should 

have been more polar than glucuronides M2a,b. The elementary composition proposed from 

HR-MS data was C12H14N6O8S H+ with an error of -1.9ppm for M2 and C12H14N6O9S H+ with 

an error of -1,4ppm for M7. 
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Metabolites M4 [M+H]+ m/z 316 (Tr 10.7 min) and M8 [M+H]+ m/z 358 (Tr 13 min) both 

showed the abundant daughter ion m/z 229 giving the same low fragmentation pattern in each 

case (m/z 227, m/z 196, m/z 168, m/z 141)  which tended to prove that M4 and M8 belong to 

the same compound class. The presence of a minor fragment at m/z 316 [M+H-42]+ on HR-MS 

spectrum of M8 could imply that M8 was an acetylated M4. The amino acid residue identified 

in the conjugation could be respectively serine ([M+H-87]+ m/z 229) and acetylserine ([M+H-

42-87]+ m/z 229) for M4 and M8, but the m/z 229 derivative of megazol was not identified. The 

elemental composition proposed from HR-MS data with the lowest error is C14H11N7O3S H+ 

(7.6ppm) for M8. The precursor peak on HR-MS spectrum was too low for M4 to be 

informative for elemental composition. However, using the minor fragment at m/z 316 on M8 

HR-MS spectrum, we suggested that the elemental composition of M4 corresponded to 

C12H9N7O2S H+ (16.7ppm). 

Like M4 and M8, isomer conjugates M10a,b [M+H]+ m/z 343 (a, Tr 15.1 min and b, Tr 17.3 

min) and M6 [M+H]+ m/z 301 (Tr 11.6 min) exhibited respectively a loss of acetylserine (-42-

87 Da) and serine moiety (- 87 Da) resulting in the same abundant fragment m/z 214 (not 

identified). Both MS/MS spectrum showed product ions at m/z 255 [M6+H-NO2]+, m/z 212, 

m/z 140.  The elemental composition proposed from HR-MS data with the lowest error was 

C14H10N6O3S H+ (7.3ppm) for M10 and C12H8N6O2S H+ (7.9ppm) for M6.   

M5 [M+H]+ m/z 239 (Tr 11.2 min) did not exhibit nitroimidazole-specific fragments, but a 

fragment at m/z 197 [M+H-42]+, m/z 141, m/z 123. The elemental composition proposed from 

HR-MS spectrum with the lowest error (-7.8ppm) was C8H10N6OS H+. This composition with 

only one oxygen was in accordance with the absence of nitroimidazole-specific fragments. 

Metabolite M5 was tentatively identified as acetylated reduced megazol.  



14

The metabolites M1a/b [M+H]+ m/z 310 were detected at Tr 6.7 and 10.8 min. The MS/MS 

spectrum of M1 was more informative from the 13C-analysis at m/z 311 [13C-M+H]+ and 

showed a highly abundant product ion at [M+H-71]+, and low abundant product ions probably 

corresponding to low mass fragmentation of M5. This could suggest some parenthood between 

M5 and M1, which differed from a mass of 71 Da, potentially corresponding to alanine loss. 

The precursor peak on HR-MS spectrum was too low for M1 to be informative for elemental 

composition, but considering the possible parenthood between M5 and M1, we could propose 

C11H15N7O2S H+, corresponding to an alanine conjugate of acetylated reduced megazol, but the 

accurate site of conjugation could not be confirmed 

As a result, the reported megazol metabolites found in mouse urine were formed via either a 

single biotransformation or two combined biotransformations and even three.  

In parallel with the analysis of megazol metabolites in mouse urine, the same analysis was 

conducted in feces and serum samples. The results showed fifteen metabolites (M1 to M11) in 

urine, five metabolites in serum and two metabolites in feces (table 2).  

 

4. Conclusion & prospects 

Although the chemical configuration (imidazole and thidazole cycles) is rigid, the 

fragmentation of megazol is complex. For the first time, we identified, fifteen metabolites of 

megazol in Swiss mice urines by using micro LC-MS/MS and some of their structures were 

elucidated based on the fragmentation patterns. Among these compounds, some of them could 

be phase I metabolites with oxidation or reduction of some groups, and the others with 

glucuronidate addition could be phase II metabolites. The structural identification of these 
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metabolites might provide essential information about the toxicity and activity of megazol. 

Their role must be elucidated to provide prospects for a new, effective and convenient treatment 

where megazol has failed in African Trypanosomiasis. 
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Table 1 

 

 

 

 

 

 

Compound no. Mesured m/z Proposed formula Error (mDa) Error (ppm) 

Megazol MGZ 227.0326 C6H6N6O2S H+ -2.0 -8.7 

M1a/b N/A C11H15N7O2S H+ N/A N/A 

M2a/b 403.0659 C12H14N6O8S H+ -0.8 -1.9 

M3 243.0272 C6H6N6O3S H+ -2.3 -9.4 

M4 316.0664 (*) C12H9N7O2S H+ 5.3 16.7 

M5 239.0691 C8H10N6OS H+ -1.9 -7.8 

M6 301.0526 C12H8N6O2S H+ 2.4 7.9 

M7a/b 419.0610 C12H14N6O9S H+ -0.6 -1.4 

M8 358.0744 C14H11N7O3S H+ 2.7 7.6 

M9 213.0165 C5H4N6O2S H+ -2.4 -11.4 

M10a/b 343.0633 C14H10N6O3S H+ 2.5 7.3 

M11 243.0668 C7H10N6O2S H+ 0.9 3.8 
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Table 2 

 Formula Urine Serum Feces 

Megazol C6H6N6O2S H+ + + + 

M1 a/b C11H15N7O2S H+ + + + 

M2 a/b C12H14N6O8S H+ + + - 

M3 C6H6N6O3S H+ + - + 

M4 C12H9N7O2S H+ + - - 

M5 C8H10N6OS H+ + + + 

M6 C12H8N6O2S H+ + - - 

M7 a/b C12H14N6O9S H+ + + - 

M8 C14H11N7O3S H+ + - - 

M9 C5H4N6O2S H+ + + - 

M10 a/b C14H10N6O3S H+ + + - 

M11 C7H10N6O2S H+ + - - 
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Mots-  :  

Screening of new trypanocid molecules 

Kinetoplastid diseases are vectorial parasitoses caused by flagellated blood protozoa. Among 
these, African Trypanosomiasis, due to a parasite of the genus Trypanosoma, affects both 
humans and animals. In humans, this disease, known as sleeping sickness, progresses 
classically in 2 stages: the hemolymphatic stage characterized by multiplication of the parasite 
in blood and lymph and the nervous stage characterized by the presence of the parasite in the 
brain. In the absence of appropriate therapy, death is inevitable. Currently, the treatments 
proposed in human and veterinary medicine are old, toxic and at the origin of cases of 
resistance. The search for new molecules is therefore essential to control this pathology. It is 
in this context that we studied two families of molecules which recognize parasitic sites: (i) 
Nitroimidazoles that interact with nitroreductases to generate toxic intermediates, and (ii) 
Phenanthroline derivatives targeting telomerases to disrupt trypanosome DNA synthesis. Our 
thesis research evaluated the trypanocidal power of different molecules from these two families 
both by in vitro tests and in a mouse model infected with a strain of Trypanosoma brucei brucei. 
The purpose of this work was to identify new drug candidates. The results obtained have made 
it possible to identify compounds of interest that open up new pathways of research to control 
this parasite, as well as all kinetoplastidae.  

Keywords: Kinetoplastid, Trypanosoma, nitroimidazole, phenanthroline, treatments 

 


