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RESUME

La malaria est la premiére maladie endémique parasitaire mondiale, responsable de nombreux
déces suite a la résistance aux traitements, a la résistance des moustiques Anopheles aux
insecticides et a une inaccessibilité aux soins de santé.

Cette maladie est provoquée par un parasite du genre Plasmodium. Au sein des érythrocytes de
I’h6te humain, les parasites, sous forme de mérozoites, dégraderont I’hémoglobine pour en
utiliser les acides aminés. L héme produit par cette dégradation, toxique pour les mérozoites,
sera détoxifié par ceux-ci en hémozoine ou pigment malarique.

Afin de développer de nouvelles stratégies thérapeutiques, des chercheurs ¢tudient différentes
caractéristiques de 1’hémozoine car cette derniere pourrait représenter le point faible du
parasite.

Ce travail de recherche a permis la mise en place et I’optimisation d’un protocole de
quantification de la béta-hématine ( analogue synthétique de I’hémozoine ) en HPLC-VIS.
Les échantillons de béta-hématine synthétisée a partir d’hémine, ont été¢ identifiés et
caractérises.

Des tests de solubilisation de cette béta-hématine synthétisée ont par la suite été effectués pour
permettre d’injecter la solution en HPLC-VIS et ainsi quantifier la béta-hématine présente.

Au terme de ce travail, nous obtenons deux droites de calibration (R?>=0,9955 et R? = 0,9973)
d’échantillons de béta-hématine (de 0,01 pg/mL, a 150 pg/mL), superposables. Nous pouvons
conclure qu’il est possible de quantifier la béta-hématine, aprés solubilisation, en HPLC-VIS.
Cette méthode de quantification de la béta-hématine en HPLC-VIS permettra secondairement
a d’autres intervenants de tester in vitro ’efficacit¢ de leurs composés, molécules anti-

malariques sur I’inhibition de la synthése de la béta-hématine.



ABSTRACT

Malaria is the world's leading parasitic endemic disease, responsible for many deaths due to
resistance to treatment, resistance of Anopheles mosquitoes to insecticides and inaccessibility
to health care.

The disease is caused by a parasite of the genus Plasmodium. Within the erythrocytes of the
human host, the parasites, in the form of merozoites, will break down haemoglobin to use its
amino acids. The heme produced by this degradation, which is toxic to the merozoites, will be
detoxified by them into haemozoin or malaric pigment.

In order to develop new therapeutic strategies, researchers are studying different characteristics

of haemozoin, as this could represent the parasite's weak point.

This research work has led to the implementation and optimisation of a protocol for the
quantification of beta-haematin (a synthetic analogue of haemozoin ) using HPLC-VIS.
Samples of beta-haematin synthesized from hemin were identified and characterized.
Solubilization tests of this synthesized beta-haematin were then carried out to allow the solution

to be injected into HPLC-VIS and thus quantify the beta-haematin present.

At the end of this work, we obtained two calibration lines (R2=0.9955 and R2 = 0.9973) of
beta-haematin samples (from 0.01 pg/mL to 150 ug/mL), which are superimposable. It can be
concluded that it is possible to quantify beta-haematin, after solubilization, in HPLC-VIS.

This method of quantifying beta-haematin in HPLC-VIS will allow other parties to test in vitro
the effectiveness of their compounds, anti-malarial molecules on the inhibition of beta-

haematin synthesis.



Table des matiéres

REMERCIEIMENTS ..ttuuueetuussssseesessssssnsssssssnsssssesssssssssnsssssssssssssssnsssssssnsssssssssssssssnsssssssnssssssssassssssnassssss 1
RESUIME .....cuiieieueissiesessnsenssosssnssonssssssssssssssssonssssssnssssssnsssssssssassssssonssassenssonssnsonsssssensssnsensssnssnsssnssnns 3
A B S T RACT ...uiiiuueuirreenssersesnssessessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssssssssssssssnnssssssnnssssssnnssssssnnssssssnnssssssnnssssss 4
1. MISE AU POINT BIBLIOGRAPHIQUE ......ccceeeeiiiiirnnnnnnnsseeeeeessnnnsssssssssssssnnnssssssssessssnnnsssssssssssassnnnas 9
1.1,  IMALARIA — GENERALITES . .euuereueireuereeneserensersessrensssenssssnssesssssssssssenssssnsssssssssnssssassessnsssansssensssensssnnn 9
O N B =3 1 N ] PSR 9
1.1.2  CYCLE BIOLOGIQUE DU PARASITE ...eeeeuuvtrererieeeeesessssesssssseeesessesssssssssssssssssessessssssnssssssssssesessssssssnsnns 10
1.1.3  VECTEUR ET TRANSMISSION DE LA MALADIE ...ccceeettieieeeeurreeeeeeeeeeessissssssssseeseesesssssssssssssssssesesssssssssnnns 15
1.1.4  CLINIQUE ET PHYSIOPATHOLOGIE ....ceeeeeeevtverieeeeeeeesssesesssseseeesessesssssssssssssssseeseessssssmssssssssssesessssssssnssnns 18
R T 17X N[0 3 i [PPSR 19
1.1.6  PREVENTIONS ET TRAITEMENTS .eeitteeeeuurtreeerieeeeeesessssssssssseeseessesssssssssssssessseseessssssnssssssssesesesssssssssnsnns 21
I o 111V [ {0 )| 3N 23
O R =3 1 N ] PP 23
1.2.2  VOIES DE SYNTHESE IN VIVO e.ceeeiieiiieeeeeeieeeeeeeeeeeeeeseessisaeeeessessessssssssssssesssesessssssssssssssssssesessssssnnnnsnns 26
1.2.3  CARACTERISTIQUES PHYSICO-CHIMIQUES ET BIOLOGIQUES ..vvvvveeeeeeiieenrrereereeeeeesssssessssssseeesesssssssnsnnns 27
1.3. DECOUVERTE DE NOUVEAUX AGENTS ANTI-MALARIQUES A PARTIR DE SOURCES NATURELLES...ccvevuereenennens 31
2. OBJECTIFS ..iieieuuuunneeeeeeeeernnnnnnssssessesssnnssssssssssssssnnnssssssssssssssnnssssssssssssssnnssssssssssssssnnanssssssssssssnnns 32
3. PARTIE EXPERIMENTALE ....cocutiuieseesseesessssonsssssssssonssssssnssssssnsssssssnsonssssssnssssssssssnssssssnssssssssssnnss 33
3.1.  IMIATERIEL ET IMETHODES ....ceuuuteeeseteesereessrenssrensesenssssssssssssssassessnssssnsssenssssnssesssssssnsssensssenssssnssssnns 33
3.1.1 REACTIFS CHIMIQUES, INSTRUMENTS DE MESURE ...eeeeettiiiriirrrereeeereeeesssissssssssseeseeseessssssssssssssseesesssssns 33
I A L2 S s R T Y T S p 34
3.1.3 CARACTERISATION .eettteeeeeieseeuurereeeeeeeeeesssssssssssesseeeesssssssassssessseesesssssssssssssssesssessesssnssmssssrsssseeseesssnns 35
3.1.4 DEVELOPPEMENT LC-VIS oottt s e e e s e et et e e eeaaaeeeeeeserereeeseaaaeaeaaabasasansnnnes 38
3.2,  RESULTATS ET DISCUSSION...eeeueeeereenssssrerssssssesssssssesssssssessssessessssssssssssssssssssssssnsssssssnsssssssnsssssennnns 44
3.2.1  SYNTHESE DE LA BETA-HEMATINE ..ceeeiiiiiiiiiieieieeeeesstessseseseneesseseseseessesessssssesesesessssssssssssssssssassnsnnnns 44
3.2.2  CARACTERISATION ..eeeieeieeeuuureeeeeeeeeeeessseesssesseeteeeessssssssssssssssseesessssssssssssssssssssesssssssssmsssssssseeseessssns 45
3.2.3  TESTS DE SOLUBILISATION DE LA BETA-HEMATINE ..eeeveetiiiiieitrrreeeeeeeeeeeessesssssssseeseeeeesssssssssssssssseesesssssns 51
T 1 G V1O 52
4 CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES ...eecueuueseeensssssesssssssesnsssssssssssssssnsssssssssssssssnsssssssssssssssnsssssssnnss 61
5 BIBLIOGRAPHIE....ccuuuitieeesserrennssessesnssssssnsssssssssssssssssssssssnsssssssssssssssnsssssosnsssssesnsssssonnsssssssnsssssans 64
AINNEXE ..eeuuuiiiennessrennsssssesnsssssesnsssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsssssssssssssssnsssssssnsssssssnsssssannnss 73




Liste des figures

Figure 1

Parcours des sporozoites a partir de la pigiire du moustique
Jjusqu’aux cellules hépatocytaires.[13]

p-12

Figure 2

Exemple de formation d’une jonction mobile entre AMAI sécrété par
un mérozoite avec la boucle C-terminale de RON2 du complexe
macromoléculaire au niveau de la membrane de la cellule hote
(érythrocyte). [14]

p-13

Figure 3

. Le cycle de vie du Plasmodium. Le cycle implique deux hotes: un
moustique Anopheles femelle et un étre humain. [§]

p.15

Figure 4

Schéma reprenant les réactions responsables de la degradation de
[’hémoglobine, de la formation d’hémozoine et de la formation des
acides aminés. L’ ’hémozoine est issue de la polymérisation des
groupements héminiques. [40]

p.24

Figure 5

Voies de détoxification de I’héme chez Plasmodium. Voie (1)
Cristallisation de [’heme en hémozoine; Voie (2) Dégradation
peroxydative de [’heme; Voie (3) Dégradation de [’heme par
l’intermédiaire du Gluthation, Voie (4) Dégradation enzymatique de
[’héme en bilirubine. Les deux dernieres voies nécessitent le passage
de [’heme libre de la vacuole digestive vers le cytosol du parasite.
[43]

p.25

Figure 6

Les différentes structures chimiques des composés d’héme. A :hémine
B :hematine C :hémozoine/béta-hématine. 3]

p.28

Figure 7

Spectre IR de la béta-hématine synthétisée a partir du protocole
numeéro 1 (A), de la béta-hématine synthétisée a partir du protocole
numéro 2 (B), de [’hématine porcine (C), de [’hémine (D).

p-46

Figure 8

Images a haute résolution des porphyrines. A : Béta-hématine
protocole 1. Taille : 250um- 167um B : Béta-hématine protocole 2.
Taille : 250um- 200um B-bis : Autre image plus nette de la béta-
hématine protocole 2. C : Hématine porcine. Taille : 267um-175um
C-bis : Autre image de [’hématine porcine. D : Hémine. Taille :
S0um-17um

p-48

Figure 9

DLS de la béta-hematine 0,25 mg/mL issue du protocole n°l. Taille
hydrodynamique : 282,6 nm, (282,6 £.4,160 ) nm. Atténuateur :4.
PDI :0,261. 3 runs reproductibles.

p.50

Figure 10

Chromatogramme en HPLC-VIS d’une solution stock de béta-
hématine diluée dans du méthanol afin d’obtenir une concentration
finale de 250 ug/mL. Echantillon injecté a une longueur d’onde (1)
de 395 nm selon le protocole décrit dans matériel et méthodes (cfr
3.1.4)

p.53

Figure 11

Chromatogramme en HPLC-VIS d’une solution stock de béta-
hématine (a), d’hémine (b) ou d’hématine (c), chacune diluée dans du
méthanol afin d’obtenir une concentration finale de 100 ug/mL.
Echantillon injecté a une longueur d’onde (1) de 395 nm selon le
protocole décrit dans matériel et méthodes (cfr 3.1.4). Temps de
rétention entre 20 et 25 minutes.

p.54

Figure 12

Superposition des chromatogrammes de solutions stock
. de béta-
hématine (b), d’hématine porcine (c), d’hémine (d), chacune diluée

p.56




dans du méthanol afin d’obtenir une concentration finale de 100
ug/mL. Echantillons préparés et injectés a une longueur d’onde (1)
de 395 nm selon le protocole décrit dans matériel et méthodes (cfr
3.1.4). Temps de rétention : 28 minutes pour la béta-hématine (b), 29
minutes pour la , 29
minutes pour [ 'hématine porcine (c) et 29 minutes pour ['hémine (d).

Figure 13

Superposition des chromatogrammes de solutions stock de

. de béta-
hématine (b), d’hématine porcine (c), d’hémine (d), chacune diluée
dans du méthanol afin d’obtenir une concentration finale de 100
ug/mL. Echantillons préparés et injectés a une longueur d’onde (1)
de 395 nm selon le protocole décrit dans matériel et méthodes (cfr
3.1.4). Temps de rétention : 29 minutes pour la béta-hématine (b), 29
minutes pour la 29
minutes pour [’hématine porcine (c) et 29 minutes pour I’hémine (d)

p.57

Figure 14

Superposition des chromatogrammes du blanc numéro un (b) qui est
le blanc injecté apres [’injection de béta-hématine 100ug/mL et du
blanc numéro quatre (a) qui est le dernier blanc a étre injecté. Le
carry-over a fortement diminué au quatrieme blanc.

p.58

Figure 15

Superposition des chromatogrammes du blanc numéro quatre (a) qui
est le dernier blanc injecté en mode isocratique et du blanc numéro
cing (b) qui est le blanc injecté en mode gradient. Un pic au
cinquieme blanc réapparait.

p.59

Figure 16

Droites de calibration d’échantillons de la béta-hématine de 0,01
ug/mL, a 150 ug/mlL.

p.60

Liste des tableaux

Tableau 1

Ce tableau reprend les différentes méthodes utilisées afin de
détecter la présence des différentes especes de Plasmodium. Ce
tableau est issu et traduit en frangais a partir de [27].

p.20

Tableau 2

Tableau reprenant la phase mobile (solvants A et B) injectée en
gradient.

p-42

Tableau 3

Tableau reprenant la phase mobile (solvants A et B) injectée en
gradient.

p-43

Tableau 4

Tableau reprenant les rendements en béta-hématine obtenus
lors de la réalisation du protocole 1. Le rendement en béta-
hématine est de (44 2)%.

p.-44

Tableau 5

Tableau reprenant les rendements en béta-hématine obtenus
lors de la réalisation du protocole 2. Le rendement en béta-
hématine est de (60 + 4)%.

p-45

Tableau 6

Etude de la précipitation de différents échantillons de
concentrations croissantes (solution stock de béta-hématine
diluée dans du méthanol ou de [’eau Mili-Q) dans différents
solvants ou mélanges de solvants (phase mobile) a volume égal.

NP — Aucune précipitation.

p.52




Liste des annexes

Annexe 1

Images a haute résolution des porphyrines. A : Béta-hématine

protocole 1 métallisée. B : Béta-hématine protocole 2 métallisée.

C : Béta-hématine synthétisée par Traore.O métallisée.
D : Hématine porcine métallisée. E : Hémine métallisée.

p.73

Liste des abréviations

CSP Protéine circumsporozoite

AMPK AMP- activated protein kinase

MST Protéine de surface du merozoite

HSPG Heparan sulfate protéoglycanes

GR Globule rouge

SPECT «Sporozoite Protein Essential for Cell Transversal»
CelTos «Cell Traversal protein for Ookinetes and Sporozoitesy»
MACPF « Membrane Attack Complex/Perforin »

TIE Taux annuel d’inoculation entomologique

AC Anticorps

TDRs Les tests rapides diagnostiques

HRP-2 Histidine-rich protein

PCR Polymerase chain reaction

IFA Immunofluorescence

1A Incilius alvarius

RM Rhinella marina

IR Infra-rouge

FTIR Fourier-Transform Infrared spectroscopy

SEM Spectroscopy Electron Microscopy

DLS Dynamic Light Scattering

MS Mass Spectrometry

LC-UV Liquid Chromatography With Ultraviolet Detection
HPLC High Performance Liquid Chromatography

TFA Acide trifluoroacétique

ACN Acétonitrile




1. Mise au point bibliographique

1.1. Malaria — Généralités

1.1.1 Définition

La malaria est la premiére maladie endémique parasitaire mondiale qui provoque, chaque année
de nombreux déces. Depuis les années 2000 jusqu’en 2019, le nombre de personnes infectées
a fortement diminu¢ ainsi que les déces dus a cette maladie. Cependant, une augmentation des
cas de malaria et de déces suite a la contraction de cette maladie est observée en 2020.

En 2020, on recense 240 millions de personnes infectées dont 627 000 déces; ceci représente
environ 69 000 personnes décédées de plus qu’en 2019. [1]

Plusieurs causes telles que la résistance aux traitements, la résistance des moustiques Anopheles
aux insecticides, une inaccessibilité ou une rupture de ’accés aux soins de santé, pourraient
expliquer cette augmentation de cas. De plus, ’OMS a remarqué que les pics de transmission
coincidaient avec la pandémie de Covid. En effet, lors de cette crise, les consultations ainsi que
les dépistages de malaria ont fortement diminué. [2,3]

L°OMS indique que 95% des cas de malaria et 96% des déces a la suite de la contraction de la
malaria se situent en Afrique. [1]

Sur ce continent, 80% des déces concernent des enfants de moins de 5 ans. [1]

Les personnes les plus touchées par cette maladie, outre les enfants de moins de 5 ans, sont les
personnes présentant une faible immunité telles que les femmes enceintes. [1]

Tous ces cas de malaria sont essentiellement le fait d’un protozoaire du genre Plasmodium dont
I’espece la plus prévalente et associée au taux de mortalité¢ le plus ¢€levé est Plasmodium
falciparum; Plasmodium vivax étant I’espece la plus étendue géographiquement.

Il existe des centaines d’especes appartenant au genre Plasmodium qui peuvent infecter de
nombreuses especes animales dont les mammiferes. [4] Cependant, parmi ces centaines
d’especes, seulement six vont étre capables d’infecter les humains: le Plasmodium falciparum,
le Plasmodium vivax, le Plasmodium ovale wallickeri, le Plasmodium ovale curtisi, le
Plasmodium malariae, le Plasmodium knowlesi. [5]

Les symptomes causés chez I’Homme par le parasite dépendent de I’espéce.

On retrouvera ces différentes especes dans des zones géographiques parfois tres différentes. La
malaria est transmise dans les zones tropicales et subtropicales et spécifiquement en Afrique.
Certaines conditions climatiques doivent étre rencontrées afin de permettre d’une part la survie
et la multiplication des moustiques Anopheles et d’autre part, permettre la réalisation du cycle

biologique du parasite chez le moustique. La température ambiante est une condition essentielle



a la transmission de la malaria; le taux d’humidité ambiante ou la quantité de précipitations ont
¢galement un role dans la transmission de la malaria.

L’Afrique est dominée par le Plasmodium falciparum, le Plasmodium malariae et le
Plasmodium ovale. Plasmodium vivax est peu implanté en Afrique (corne est de I’ Afrique). En
Inde, c’est surtout le Plasmodium vivax qui domine alors qu’en Amérique latine et en Asie du
sud-est, on y retrouve essentiellement le Plasmodium falciparum et le Plasmodium vivax. [3]
[4] [6] Plasmodium knowlesi ne doit pas étre sous-estimé. Initialement découverte chez
certaines especes de macaques, 1’espece est impliquée dans 1I’émergence de formes graves de
la malaria chez ’Homme en Asie du Sud-Est (zoonose). [7] Il est important de la diagnostiquer
rapidement, étant donné son taux de réplication rapide et un niveau consécutif ¢levé de
parasitémie chez la personne infectée. Plasmodium knowlesi est souvent confondue avec
Plasmodium malariae, forme de malaria humaine plus bénigne, de par leur morphologie

similaire en microscopie.[3]

1.1.2 Cycle biologique du parasite

Le cycle de vie du Plasmodium est divisé en deux étapes. Il se passe entre deux hotes. Ces deux
hotes, I’Homme et le moustique Anopheles femelle, sont indispensables afin de permettre le
développement, la croissance et la reproduction du parasite. [8]

Le Plasmodium infectant les humains se reproduit de fagon asexuée chez ’Homme alors que
sa reproduction sexuée a lieu chez le moustique Anopheles.

Le parasite est transmis a I’Homme sous forme de sporozoites a partir des glandes salivaires du
moustique Anopheles lorsque celui-ci prend son repas en sondant la peau a la recherche d’un
vaisseau sanguin.[9] En effet, les sporozoites stockés dans les glandes salivaires du moustique
sont libérés et déposés au niveau du derme humain lorsque le moustique €jecte sa salive. Les
sporozoites inoculés au niveau du derme vont traverser rapidement les cellules dermiques avant
d’entrer dans les vaisseaux sanguins ou d’étre drainés par les vaisseaux lymphatiques dans les
ganglions ou les sporozoites risquent d’étre exposés aux cellules dendritiques, induisant la
réponse immunitaire protective des cellules T. [10]

Les sporozoites se déplacent a travers le derme a une vitesse d’1 a 2 um/seconde par mobilité
par migration [11,12,13]

Une fois dans la circulation sanguine, les sporozoites vont, via 1’artére hépatique ou la veine
porte, se diriger vers le foie dans le but de s’y différencier (Figure 1). Les sporozoites s’arrétent
dans les sinusoides hépatiques, traversent les cellules endothéliales et les cellules de Kupffer
pour avoir acceés aux hépatocytes.[12] Ils traversent plusieurs hépatocytes en rompant leurs

membranes cellulaires, pour ressortir de leur cytoplasme avant d’envahir productivement 1’un
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d’eux. Ils formeront dans cet hépatocyte une vacuole parasitophore, séparant le sporozoite du
cytoplasme de la cellule hépatique, et s’y différencieront. La phase de traversée cellulaire sera
nommée invasion non productive et pourra engendrer 1’apoptose des cellules traversées. Afin
de traverser les différentes cellules, les micronémes du sporozoite vont synthétiser des protéines
comme SPECT ! (SPECT1, SPECT2) ou encore CelTOS .[13,14] Le mode d’action de ces
protéines est mal connu. SPECT2 permet surtout la traversée des cellules dermiques et des
cellules sinusoidales grace a son domaine MACPF?. Ce domaine est présent dans les protéines
formant des pores dans les membranes cellulaires. Une de ces protéines est la perforine. Les
protéines qui contiennent ce type de domaine vont se lier aux membranes plasmiques des
cellules cibles, s’insérer dans la bicouche phospholipidique et provoquer une oligomérisation
et un changement de conformation. Ces protéines deviennent alors transmembranaires. Il y a
alors formation d’un pore.

L’invasion non productive va engendrer la cytolyse d’hépatocytes et la libération d’un facteur
de croissance hépatocytaire (HGF) qui induirait I’activation du récepteur a tyrosine kinase
MET, activant de la sorte la PKC { et 1’activation en cascade de la NF-kB. Cette cascade
d’activation induirait I’expression de la CXCR4 dans les hépatocytes et induirait une
augmentation du Ca?" intracellulaire, induisant a son tour la transformation des sporozoites en
formes exoérythrocytaires (EEFs).

La traversée des hépatocytes et donc I’invasion non productive permettrait dés lors 1’activation
de I’'invasion productive et le développement de la vacuole parasitophore.[13] (Figure 1.) Le

parasite, une fois dans I’hépatocyte, se nourrit de son cytoplasme.

! « Sporozoite Protein Essential for Cell Traversal »
2 « Membrane Attack Complex/Perforin »
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Figure 1. Parcours des sporozoites a partir de la pigiire du moustique jusqu’aux cellules hépatocytaires.[13]

A la surface du sporozoite, la CSP? doit étre clivée dans le but d’exposer la région carboxy-
terminale I1.[12] Une fois fixés aux HSPG* hépatocytaires (CD81) via la région carboxy-
terminale II de la protéine de surface CSP, les sporozoites vont procéder a la schizogonie
hépatique. [3,9,12,13] C’est un processus qui consiste en la multiplication binaire des
sporozoites et par conséquent, former de nouveaux parasites. Le sporozoite se différencie en
mérozoites.[3,13]

Ils sont destinés a retourner dans la circulation sanguine afin d’infecter des érythrocytes. (Figure
1.) [9] Pour se faire, les mérozoites vont inhiber I’enzyme cellulaire AMPK ce qui provoque un
stress oxydatif au sein de la mitochondrie de 1’hépatocyte. Cette inhibition meéne a I’apoptose
de I’hépatocyte via les phagocytes. Afin d’échapper aux cellules de Kupffer, le mérozoite
synthétise une membrane protectrice, le mérosome. Ce mérosome permet donc aux parasites

d’atteindre la circulation sanguine de fagon intacte. [9]

3 La CSP est une protéine circumsporozoite. Cette protéine posséde une structure composée d’une région
centrale, une région I [13]

4 HSPG sont des molécules ubiquitaires qui sont localisées 4 la surface des cellules des mammiferes. Les HSPG
hépatiques sont hautement sulfatés ce qui permet une meilleure interaction des sporozoites aux HSPG. [13]
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Les parasites vont envahir les globules rouges par liaison d’une protéine transmembranaire
AMA-1° ala protéine RON2° de I’hématie afin de former une jonction mobile et ainsi permettre
leur entrée dans la cellule hote. [3,9,13] RON2 change de conformation dans le but d’exposer

la boucle C-terminale a la surface de la cellule hote.[14]

0 Aldolase bridge
A Avat —

gj RON

complex

* DBL/RH Proteins |
‘ RBC receptors {

Cytoskeleton
=== Moving junction

Rbc

Figure 2. Exemple de formation d’une jonction mobile entre AMAI sécrété par un mérozoite avec la boucle C-

terminale de RON2 du complexe macromoléculaire au niveau de la membrane de la cellule hote (érythrocyte).
[14]

Comme pour les sporozoites, les mérozoites s’entourent d’une vacuole parasitophore lors de la
pénétration dans les hématies. (Figure 2.)[14] 1ls vont procéder a la schizogonie afin de
produire de nombreux autres mérozoites via une reproduction asexuée.

A cette étape, on parle d’un parasite sous forme de trophozoite. Celui-ci va suivre plusieurs
¢tapes de développement: jeune trophozoite, trophozoite mature, schizonte érythrocytaire qui
est formé de plusieurs mérozoites. Les mérozoites présents dans les hématies dégradent

I’hémoglobine pour en utiliser les acides aminés libérés.[3]

Le nombre de mérozoites produit par schizogonie dans les GR varie de 8 a 32 en fonction de

I’espéce du parasite. [3]

5 Apical Membrane Antigen 1 est un antigéne sécrété par le micronéme du parasite afin de se lier 8 RON2
¢ Fait partie du complexe macromoléculaire de protéines de rhoptries. Ce complexe comprend RON2, RON4,
RONS5, RONS. 11 est sécrété au niveau de la membre de la cellule hote : ’hématie.
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La schizogonie suivie de la libération des mérozoites de fagon a contaminer des globules rouges
sain se nomme « cycle de propagation intra-érythrocytaire ». Ce dernier peut étre répété a
plusieurs reprises. Cependant, le temps d’un cycle varie en fonction de I’espéce du parasite.
Plasmodium knowlesi répete ce cycle toutes les 24 heures alors que le cycle du Plasmodium
falciparum, du Plasmodium vivax et du Plasmodium ovale dure 48 heures.

Pour le Plasmodium malariae, 1l peut également durer le triple du temps de celui du

Plasmodium knowlesi. [3,4,8,9]

Le schizonte augmentant de taille, finira par occuper toute la place disponible au sein du GR,
conduisant ainsi a la rupture du GR et a la libération du contenu.

En paralléle, certains mérozoites se différencient en gamétocytes; c’est la gamétogenese.

Les gametes males et femelles ainsi présents dans le sang de 1’hdte humain, pourront étre
absorbés lors de la piqlire par le moustique et se retrouver dans le tube digestif du moustique
Anopheles.[3]

Les gamétocytes débutent le cycle sporogonique. Certaines especes de parasite comme le
Plasmodium vivax, vont directement produire des gamétocytes durant leurs « cycles de
propagation intra-érythrocytaires ». D’autres especes devront subir plusieurs « cycles de
propagation intra-érythrocytaires » avant de pouvoir se différencier en cellules reproductrices,
gamétocytes males et femelles.

La reproduction sexuée commence au niveau de la lumicre intestinale. Les gamétocytes ainsi
ingérés par le moustique se transforment en gameétes males (microgametes) et femelles
(macrogametes). La fécondation d’un macrogameéte femelle par les microgametes males
conduit a la formation d’un zygote [13]. Les zygotes bourgeonnent et se transforment en
ookinétes. L’ookinete est un ceuf mobile qui va se fixer au niveau de la paroi de 1’estomac. Les
ookinétes traverseront les cellules stomacales grace a la protéine CelTOS qu’ils expriment.
Ceux-ci vont maturer et se différencier en oocystes dans lesquels vont se développer les
sporozoites. La rupture des oocystes liberera les sporozoites qui gagneront les glandes salivaires
du moustique [3,13] dans lesquelles ils pénetreront suite a la liaison via la région amino-tertiaire
I de la CSP. A I’occasion d’une piqire de moustique Anopheles, les sporozoites contenus dans
les glandes salivaires, seront injectés a 1’hote humain, conduisant a son infection et a un

nouveau cycle. [3,13]
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Figure 3. Le cycle de vie du Plasmodium. Le cycle implique deux hotes: un moustique Anopheles femelle et un
étre humain. [8]

1.1.3 Vecteur et transmission de la maladie

Le moustique femelle du genre Anopheles est le vecteur de la malaria. Le vecteur ainsi que le
parasite et I’hote humain existent dans un environnement bien précis. Cet ensemble compose
le systéme de la malaria. L’association vecteur, parasite, hote humain et environnement est
nécessaire pour la transmission de la malaria. [3,16] De nombreux facteurs influencent cette

transmission.

(1) Le vecteur: Pour transmettre 1’agent infectant responsable de la malaria a I’Homme, le
moustique Anopheles femelle doit premierement tre infecté par le parasite.

Ce moustique sera infecté via une consommation de sang humain contaminé par le parasite
Plasmodium.

Seul le moustique de sexe féminin transmet le parasite causant la malaria en injectant sa salive
contaminée dans 1’hote humain; dont il se nourrit afin d’obtenir les protéines utiles a
I’ovogenese.

La ponte des ceufs se réalise généralement dans les 3 jours qui suivent le repas sanguin dans un
environnement chaud et humide. [3]

Quelques facteurs comme son espece, son alimentation, son environnement, son type de
morsure, sa résistance aux insecticides, sa durée de vie ainsi que sa reproduction jouent sur ce

vecteur. Cela peut impacter la transmission de la malaria de fagon positive ou négative. [16]
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Il existe différents complexes d’espéces de moustiques Anopheles. Au sein de ces complexes,
les especes possédent une génétique différente alors que leur morphologie est identique. [3]
41 complexes d’especes sont considérés comme étant les vecteurs dominants capables de
transmettre la malaria. Ces complexes sont distribués partout dans le monde.
En Afrique, on retrouvera A. funestus, A.arabiensis, A. gambiae, A. melas, A. merus,
A.mouchetti ou encore A.nili.

D’autres complexes seront localisés dans d’autres régions comme en Amérique (4. albimanus),
en Europe (4. sacharovi), en Asie (4. dirus). [3,18]

Un nombre restreint de moustiques Anopheles permet de transmettre la malaria. La transmission
va notamment dépendre des moustiques et de leur capacité vectorielle. La transmission peut
étre limitée par différents facteurs comme le développement du moustique, la durée de vie du
moustique ou encore du climat de la région qui permettra de créer un milieu propice ou non au
bon développement de I’Anopheles. [3,18]

De plus, le taux de transmission sera plus ou moins important en fonction de différents critéres:
la densit¢ du moustique Anopheles, leur localisation et leur alimentation. Les espéces
anthropophiles’ et endophiles® sont essentielles pour la transmission du parasite. [3]

Les complexes Anopheles gambiae et Anopheles funestus sont les principaux vecteurs de la
malaria en Afrique. Ils ont développé une transmission efficace de la maladie. Ils se nourrissent
du sang humain lorsque ceux-ci sont endormis, a I’intérieur de leurs habitats ; les moustiques
sont attirés, entre-autre, par le CO> dégagé par la personne endormie. Ce sont donc des especes
anthropophiles et de type endophiles. [10]

L’intensit¢é de la transmission est ¢évaluée par le TIE (Taux annuel d’Inoculation
Entomologique). Ce taux est calculé par le nombre de personnes qui ont recu une inoculation
de sporozoites pendant un an dans une zone géographique bien définie. [3]

Plus I’interaction entre le vecteur et ’Homme est importante, plus la transmission sera
considérée comme « efficace ». [18]

(i1) L’Homme: Les sporozoites inoculés vont se développer dans 1’organisme humain.
Lorsque ’'Homme infecté est piqué par un moustique Anopheles femelle, il transmet les
gamétocytes du Plasmodium au moustique. Cela signifie que I’Homme participe ¢galement a

la transmission de la malaria.

Des facteurs génétiques présents chez certains individus permettent de les protéger des

différents types de la malaria.

7 « Anopheles qui se nourrissent de sang humain. » [3]
8 « Anopheles qui se retrouvent dans les habitats humains. » [3]
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En effet, les porteurs hétérozygotes du géne de la drépanocytose’[19] seraient protégés contre
les infections causées par le Plasmodium. Cela s’expliquerait par I’implication d’un facteur de
transcription Nrf2 dans la réaction permettant la libération de I’enzyme « Héme Oxygénase 1 »
(HO-1) lors de I’hémoglobinopathie. Cette enzyme libérée va elle-méme produire du CO qui
empéche le relargage de ’héme libre dans le sang qui provoque des effets cytotoxiques et joue

un réle important dans la pathogénicité de la malaria. [19,20,21,24]

De plus, les personnes négatives au groupe sanguin Duffy!® avec un phénotype Fy(a-,b-)'!
présentent une résistance au Plasmodium vivax et au Plasmodium knowlesi, puisque ces deux
parasites doivent interagir avec ’antigéne Duffy (Fy? et Fy® codifiés par I’alléle FYA et FYB)
afin de pénétrer dans les hématies. [22] La malaria n’est donc plus occasionnée par P. vivax et
par P. knowlesi mais pourra néanmoins contaminer la population africaine via P.ovale qui est

capable d’infecter les personnes Duffy négative. [20,23,24]

En outre, certaines personnes ont une immunité acquise suite a un contact régulier avec le
Plasmodium; elles peuvent développer une immunité partielle. Cela signifie qu’elles seront
partiellement protégées de la malaria, on parle alors de personnes « semi-immunes ». Ces
personnes pourraient encore étre infectées mais ne développeraient pas de formes séveres.

Les nouveau-nés acquicrent les anticorps maternels ce qui leur permet d’étre protégés de la
malaria durant quelques mois apres leur naissance. Les AC diminuent avec le temps ce qui les
rend hautement a risque d’étre infectés et ainsi de développer les complications de la malaria
voire d’en mourir. Cependant, s’ils survivent aux différentes infections occasionnées avant

leurs 5 ans, ils auront acquis une immunité partielle. [24]

Enfin, certains comportements humains permettent d’influencer la transmission de la malaria.

Cette transmission pourrait étre diminuée en prenant quelques précautions comme mettre des
moustiquaires autour du lit, éviter les élevages d’animaux prés de 1’habitation ou encore éviter
de travailler la nuit. Il faudrait également assurer un meilleur suivi des personnes infectées afin

de les soigner correctement et de fagon non-frauduleuse. Cependant, le manque de moyens dans

9 « Maladie récessive causée par une mutation monogénique qui affecte I’hémoglobine. » [24]

10 Le géne du groupe sanguin érythrocytaire Duffy, localisé sur le bras long du chromosome 1 est FY dont le
produit issu de ce geéne est une glycoprotéine transmambranaire. Le systéme Duffy comporte 4 alléles, 5
phénotypes et 5 antigénes (Fy?, Fy°, Fy3,Fy5,Fy6) exprimés sur la glycoprotéine Duffy Antigen Receptor for
Chemokines (DARC).

' Le phénotype Fy(a-,b-) est présent surtout chez les individus noirs comme les Afro-Américains et les Africains
occidentaux. Ce phénotype représente le génotype FYBSE/FYBSE. On parle alors d’un alléle FYB silencieux au
niveau du locus Duffy (FYA/FYB). FYBSE présente la méme structure que 1’alléle FYB mais présente une
mutation au niveau de la région promotrice GATA 1a ou adhére GATA-1, un facteur de transcription.
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certains pays, I’absence d’¢laboration ou de la mise en place de protocoles adéquats participent
a pérenniser la transmission. Les médicaments, les équipements, les formations de

professionnels de la santé sont souvent manquants. [19]

1.1.4 Clinique et physiopathologie

Une personne infectée par la malaria peut étre asymptomatique ou au contraire, symptomatique.
Toutefois, les conséquences sont souvent non négligeables. La maladie peut mener au

développement de formes graves, voir au déces des personnes infectées.

On distingue quatre formes cliniques.[6]L ‘accés palustre simple se caractérise par un état

grippal, de la fievre, des maux de téte, des douleurs abdominales, des nausées et vomissements

ou encore une jaunisse légeére. La forme séveére de malaria présente une symptomatologie

semblable a celle de I’acces palustre simple mais cliniquement plus sévere. Ces formes séveres
sont caractérisées par le développement d’atteintes organiques: affections cérébrales qui,
parfois, menent au coma, de ’hémoglobinurie, des affections rénales ou encore de ’acidose
métabolique qui se complique de détresse respiratoire.[6,22,25,26] De 1’anémie sévere est

¢galement observée. Le malaria neurologique représente 1’atteinte du systéme nerveux central

associ¢ a une défaillance multiviscérale. La malaria viscérale évolutive est caractérisée par

I’installation d’une malaria chronique qui s’accompagne de fatigue, de perte d’appétit,

d’amaigrissement, de dyspnée, d’épisodes de fébricules.

Les symptomes cliniques surviennent suite a la phase de développement érythrocytaire du
parasite. Lors de la lyse des érythrocytes infectés, il y aura libération dans la circulation de
pigment malarique, microvésicules, arginase, ADMA (asymmetric dimethylarginine), GPI
(glycosylphosphatidylinositol) en méme temps que les mérozoites préts a envahir de nouveaux
érythrocytes. Le GPI, les microvésicules et le pigment malarique vont activer I’immunité de
I’héte en stimulant des cellules immunitaires comme les macrophages. Ils stimulent également
les cellules produisant des cytokines ainsi que des facteurs solubles qui vont provoquer de la
fievre, des frissons et d’autres pathologies. [26]L’acidose métabolique est due a I’accumulation
d’acide lactique, produit par la glycolyse anaérobie au sein des tissus insuffisamment perfusés
et a la production de pLDH par le parasite malarique. Cette enzyme permet la synthése d’acide
lactique, entrainant une baisse de pH. [5]

Quant aux autres manifestations graves comme les affections neurologiques, les GR infectés

par P.falciparum adherent aux récepteurs présents au niveau des cellules de I’endothélium des
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vaisseaux sanguins via les différents domaines de la protéine de surface PFEMP1'2. Les génes
var’? codent les protéines de surface des érythrocytes infectés et sont responsables des effets
secondaires thrombogeénes engendrés par P.falciparum. Les GR cytoadhérants vont alors
s’accumuler dans les vaisseaux sanguins et entrainent la formation d’un thrombus. Dans la
malaria gestationnelle, le procédé est similaire au procédé responsable de [’atteinte
neurologique. En effet, les érythrocytes infectés par le P. falciparum, vont étre isolés au niveau
du placenta via le phénoméne de cytoadhérence via PEEMP1codé par VAR2CSA qui interagit
avec les récepteurs CSA (chondroitine sulfate A). Tout ce mécanisme mene a de ’anémie
feetale ou chez les nouveau-nés. On comprend des lors que ces mécanismes communs de
cytoadhérence, n’auront pas les mémes conséquences selon les tissus touchés.

Toutes ces complications peuvent mener au déces ; une prise en charge rapide de ces patients
est essentielle. [13,25]

Notons que certaines personnes pourront développer des symptomes cliniques quelques temps
apres leur premiere infection. Ce phénomene est di a la présence des parasites P.vivax ou
P.ovale sous forme latente dans les hépatocytes. Ces formes dormantes sont appelées
hypnozoites. [13,25]

Malgré que ces especes de Plasmodium soient moins virulentes que P.falciparum, P.vivax peut

potentiellement occasionner des pathologies mortelles. [13,25]
1.1.5 Diagnostic

Des tests diagnostiques sont utilisés afin de détecter la présence de Plasmodium chez un
individu. Cette détection rapide du parasite est essentielle pour la prise en charge précoce et

pour limiter le développement des complications.

Il existe différentes méthodes pour diagnostiquer I’infection au Plasmodium dans le sang de
I’héte: la microscopie, la PCR, la Fluorescence ou encore les TDRs (Figure 4).

Les tests diagnostiques via microscopie optique et PCR nécessitent des connaissances
scientifiques suffisantes que pour pouvoir les utiliser. La PCR est une technique trés sensible
mais elle est longue et onéreuse. Elle se justifie dans les cas de difficulté diagnostique en
microscopie, pour I’identification de I’espéce plasmodiale ou pour I’étude des geénes de
résistance au traitement mais n’est pas compatible avec 1’urgence du diagnostic de la malaria.

La sensibilit¢ de la PCR est telle qu’elle permet de détecter I’ADN de parasites non viables

12.“P falciparum erythrocyte membrane protein 1”. C’est une protéine présente a la surface des érythrocytes.

13 Les génes var sont classés en 3 sous-familles A,B,C. Les génes du groupe A sont liés au paludisme cérébral. En
effet, PFEMP1 du groupe A permettent la liaison des GR infectés au récepteur endothélial de la protéine C (EPCR)
et une liaison a la molécule d’adhésion intracellulaire 1 (ICAMI1) au niveau du cerveau. [26]
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encore présent dans I’organisme, engendrant un risque de faux positifs. Cependant, microscopie
et PCR ont une limite de détection relativement faible ce qui permet de détecter la présence de
n’importe quelle espéce a un taux trés faible de parasites / uL. (Figure 4).11s sont sensibles et
spécifiques.

Les TDRs quant-a eux, sont des tests basés sur des détections immunologiques des antigenes
du parasite comme HRP-2, pLDH, aldolase. Il existe 3 types de TDR: le TDR qui reconnait
spécifiquement I’HRP-2 du Plasmodium falciparum; le TDR qui reconnait spécifiquement
pLDH et enfin, le TDR qui reconnait I’aldolase. Les TDRs pLDH et aldolase peuvent détecter

la présence de P. falciparum, P.vivax, P.malariae, P.ovale, P.knowlesi. [25,27]

Tableau 1. Ce tableau reprend les différentes méthodes utilisées afin de détecter la présence des différentes

especes de Plasmodium. Ce tableau est issu et traduit en frangais a partir de [27].

Paramétre Microscope PCR Fluorescence Dipstick HRP-2| Dipstick pLDH, ICT Pf/Pv
Sensibilité 50 5 50 >100 >100
Spécificité Toutes Toutes P falciparum bonne, Seulement P falciparum et P.vivax
especes especes autres difficiles P falciparum bonne,
P.ovale et P.malariae
seulement avec pLDH.
Densité parasitaire (010)1 NON NON Estimation Estimation
parasitémie grossiére grossiére
Temps des résultats 30-60 min 24h 30-60 min 20 min 20 min
Niveau de compétence Elevé Elevé Modéré Bas Bas
Equipement Microscope Appareil PCR | Appareil QBC ou Kit seulement Kit seulement
microscope a fluorescence
directe.
Cout/test Bas Elevé Modéré/bas Modéré Modéré

Les TDRs sont faciles a mettre en ceuvre, ne demandent pas de personnes qualifiées et sont
indiqués dans des structures non spécialisé€es, en 1’absence de diagnostic microscopique. Ces
TDRs sont malheureusement souvent associés a un taux accru de « faux-positif » et de « faux-
négatif ». [24,27] Les performances de ces tests rapides dépendent de la parasitémie du sujet
infecté. Leurs résultats devront étre vérifiés si possible, par examen microscopique qui demeure
le « gold standard » en terme de diagnostic. Leur positivité permettra une prise en charge rapide
du patient infecté. La négativité de ce test ne devra pas exclure pour autant une vérification du
diagnostic de malaria. Lorsque le traitement antipaludique est terminé, la plupart des TDRs ne
détecteront plus la présence de Plasmodium alors que le TDR qui reconnait les HRP-2 pourra

la détecter jusqu’a 3 semaines apres la fin du traitement. [27]
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1.1.6 Préventions et traitements

La mise en place d’outils de prévention contre la malaria est nécessaire a la réduction des
infections au Plasmodium; ceci afin de réduire les décés liés a cette maladie. Plusieurs méthodes
de prévention comme la lutte antivectorielle, la chimioprévention et la vaccination sont

utilisées.

La lutte antivectorielle consiste en 1’utilisation de barriéres physiques comme les
moustiquaires imbibées d’insecticides. Ceux-ci sont également pulvérisés au domicile.
[28]Cette lutte antivectorielle permet un effet répulsif sur les moustiques Anopheles et par
conséquent, limite les piqares et la transmission de la malaria.

Cependant, les moustiques Anopheles peuvent acquérir une résistance aux insecticides :
métabolique (augmentation du niveau d’une ou de plusieurs enzymes capables de dégrader ou
de séquestrer les insecticides), par mutation de cibles (mutations ponctuelles empéchant la
fixation de I’insecticide sur les molécules réceptrices des neurones du moustique), par réduction
de la pénétration et comportementale.[29,30,31] Des campagnes de lacher de moustiques males

stériles sont également a 1’étude.[32]

La chimioprévention, quant a elle, utilise des médicaments seuls ou associés dans de le but

d’éviter une potentielle infection malarique. A ce jour, selon 1’age, I’état de santé du patient, on
utilise de I’atovaquone-proguanil, de la doxycycline ou encore de la méfloquine'®. Ces
médicaments remplacent la chloroquine pour laquelle P.falciparum a acquis une résistance. La
chloroquine reste le traitement antipaludéen de premiere ligne contre P.vivax. Cette prévention
est toutefois menacé par I’émergence de souches P.vivax résistantes a la chloroquine. Le besoin
de recourir a la chimioprophylaxie dépendra de la destination géographique du sujet, de la
saison, de la durée de I’exposition aux moustiques ou encore, de 1’altitude. En effet, au-dessus
de 1500 m en Afrique et 2500 m en Amérique/Asie, il n’y a plus de malaria. Ces traitement
préventifs doivent étre scrupuleusement suivis et étre continués quelques semaines apres le
retour de la région endémique car certains parasites comme P.vivax, peuvent étre latents dans

I’organisme. [1,33]

Depuis octobre 2021, il est possible de vacciner contre la malaria les enfants qui vivent dans
des régions endémiques. Le vaccin RTS,S/AS01 (Mosquirix, GSK) était efficace a prévenir un

premier épisode clinique du paludisme chez 56 % des enfants 4gés de 5-17 mois et chez 31 %

14 « CBIP ». CBIP, https://www.cbip.be/fr/chapters/12?frag=19398 &view=pvt&vmp_group=20248 consulté le
19/06/22
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des enfants agés de 6 a 12 semaines. L'efficacité du vaccin a diminué apreés un an. Le vaccin
contient la région C-terminale ainsi qu'un domaine central de répétition de la protéine CSP.
Cette protéine exprimée a la surface des sporozoites est ciblée par les anticorps anti-CSP apres
la vaccination. Le but étant d’empécher 1’invasion des hépatocytes par les sporozoites et ainsi
d’empécher leur différenciation en mérozoites. [1,34] Plus la réponse immunologique est
rapide, plus I’efficacité du vaccin RTS,S est susceptible d’étre efficace. En effet, les sporozoites
sont capables d’envahir les hépatocytes en un quart d’heure. Il est essentiel que les anticorps
agissent rapidement afin de neutraliser les sporozoites. [34] Dans le cas ou la réponse
immunologique ne serait pas assez rapide, il y a un risque que certains sporozoites réussissent
a rentrer au niveau des hépatocytes et ainsi continuer leur développement sanguin. Il serait
intéressant de développer un vaccin antipaludique qui agirait contre les sporozoites mais

¢galement contre les mérozoites. [34]

Malgré la mise en place de méthodes de prévention, certains patients développeront toutefois

la malaria. Ces personnes infectées recevront un traitement adapté. Celui-ci dépend de

plusieurs criteres: la sévérité de la maladie, I’espece du parasite, 1’age du patient, son immunitg,
la sensibilité aux médicaments antipaludiques, du cotit des médicaments et de leur disponibilité.

Tous ces critéres varient en fonction des zones géographiques. [35]

Dans les années 1990, I’introduction de dérivés de 1’artémisinine en association avec d’autres
molécules, a permis de traiter de maniere sire et efficace les infections aux parasites
Plasmodium et plus précisément au Plasmodium falciparum. [36,37,38] Le peu de solubilité
dans I’eau et I’huile ainsi que I’instabilité¢ de cette molécule, la rend difficilement exploitable.
Aujourd’hui, le traitement de choix en cas d’infection séveére est un traitement d’artésunate
administré par voie intraveineuse. Cette formulation est possible grace a sa solubilité dans 1’eau.
D’autres alternatives sont possibles comme la quinine ou I’artéméther!s, toutes deux
administrées par voie parentérale également. L artéméther de par sa liposolubilité supérieure a
celle de I’artémisinine et de I’artésunate, peut étre injectée via une préparation huileuse en
intramusculaire. Dés que le patient sera capable d’avaler et aprés avoir regu un traitement
parentéral de minimum 24h, il recevra une médication orale a base d’artémisinine. Plus
précisément, on parlera de thérapie combinée a base d’artémisinine. Dans le cadre d’une
infection malarique non-compliquée, les traitements seront en fonction des espéces. Concernant

les infections par P. falciparum et P.knowlesi, il existe 5 thérapies combinées possibles:

15 « CBIP ».CBIP, https://www.cbip.be/fr/chapters/12?frag=10629&view=pvt&vmp_group=2212. Consulté le
10/06/22
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artéméther-luméfantrine, dihydroartémisinine-pipéraquine, artésunate-méfloquine, artésunate-
amodiaquine et enfin, artésunate-sulfadoxine-pyriméthamine. Les trois autres especes, P.vivax,

P.ovale, P.malariae restent, quant-a-elles, sensibles a la chloroquine. [39]

Ces anti-malariques peuvent occasionner de nombreux effets-indésirables qui varient d’un
patient a I’autre: quinidine et quinine peuvent provoquer des troubles cardiaques alors que la
méfloquine peut occasionner des pathologies neuropsychiatriques. Un suivi clinique des
patients sous anti-malariques est recommandé. [40] Notons que chez certaines personnes, des
symptdmes peuvent survenir quelques semaines apres le premier traitement. Cela est di a la
réapparition des parasites chez 1’hote. Plusieurs causes pourraient étre a 1’origine de cette
réapparition comme une prise incorrecte des anti-malariques, 1’utilisation de médicaments

falsifiés, une non-adhérence a la thérapie ou encore la présence de formes latentes. [39]

1.2. Hémozoine

1.2.1 Définition

L’hémozoine, aussi appelée pigment malarique est un produit issu de la dégradation de
I’hémoglobine et de la détoxification de I’héme par le parasite. Ce processus a lieu dans sa
vacuole digestive. En effet, ’hémoglobine contenue dans les hématies est transférée vers la
vacuole digestive par pinocytose. Cette vacuole présente un environnement acide. A ce pH,
I’oxydation de I’oxyhémoglobine'® méne a la production de méthémoglobine!” et 4 la libération
de produits toxiques comme O™ qui se dismute en dioxygene et peroxyde d’hydrogene. (Figure
5.) Ensuite, les protéases aspartiques clivent le lien entre I’acide aminé 33Phe et 34Leu de la
méthémoglobine. Il y a alors formation d’un héme libre et d’une globine dénaturée non-active.
Chacun de ces deux composés vont subir des réactions. La globine dénaturée sera hydrolysée
en oligopeptides puis en dipeptides par des protéases parasitaires'® afin d’étre a leur tour
hydrolysés en acides aminés qui seront utilisés par le parasite pour sa synthése protéique.
(Figure 6.) Quant a I’héme libre, celui-ci est détoxifié afin de ne plus étre toxique pour le
parasite. Il peut également étre toxique pour I’hote humain. En effet, I’héme induit la production
d’especes oxygénées qui sont réactives et vont potentiellement provoquer des dommages au
niveau de ’ADN et des protéines. Les radicaux libres occasionnent ¢galement une peroxydation
lipidique des membranes et provoquent 1’hémolyse des GR. Un tiers de I’héme est polymérisé

en un cristal nommé hémozoine dans la vacuole digestive parasitaire alors que les deux tiers

16 Le fer est a Iétat ferreux (Fe?") ce qui permet le transport de ’oxygeéne. [41]

17 Le fer de I’héme est ferrique (Fe**). Celui-ci est incapable de transporter de I’oxygéne. Un taux élevé de
méthémoglobine provoque une anémie chez 1’hote. [41]

18 Les protéases parasitaires incluent la sérine-protéase, les aspartines-protéases, les cystéines-protéases.
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restants sont détoxifiés par d’autres mécanismes qui ont lieu dans le cytoplasme de la vacuole
parasitophore. (Figure 6.) Parmi les autres voies de détoxification de ’héme, une réaction au
niveau de la rate est menée par I’héme oxygénase. Cette enzyme permet de détoxifier ’héme
libre en bilirubine. L’héme peut également étre détoxifi¢ par le peroxyde d’hydrogene ou par
la superoxyde dismutase. Des protéines de liaison a I’héme incluant la glutathion réductase, la
glutathion S-transférase, la glycéraldéhyde-3-phosphate, la protéine disulfure isomérase

peuvent également diminuer la toxicité de ’héme. [3,40,41,42,43]

Membrane de I'érythrocyte hote

Membrane parasitaire

embrane vacuole digestive

@@ Plasmegsme 1 __/-\

Héme
Plasmepsine I
Hémoglobme Plasmepsine II

Falcipaine
Peplldes
Hémozoine

Acides aminés

------"“'......"n__ — -

Carboxypeptidases

Figure 4. Schéma reprenant les réactions responsables de la dégradation de I’hémoglobine, de la formation
d’hémozoine et de la formation des acides aminés. L ’hémozoine est issue de la polymérisation des groupements
héminiques. [40]
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Figure 5. Voies de détoxification de I'héme chez Plasmodium. Voie (1) Cristallisation de I’héme en hémozoine;
Voie (2) Dégradation peroxydative de I’heme; Voie (3) Dégradation de I’héme par ['intermédiaire du Gluthation;
Voie (4) Dégradation enzymatique de ’héme en bilirubine. Les deux derniéres voies nécessitent le passage de
[’héme libre de la vacuole digestive vers le cytosol du parasite. [43]

L’hémozoine est de nature cristalline, de coloration noire brunatre et est insoluble dans les
conditions physiologiques. Au contraire de I’heéme libre, ’hémozoine n’induit pas de stress
oxydatif.

Apres avoir été libérée dans le sang, I’hémozoine atteint I’hypothalamus et influe sur ce centre
de la thermorégulation, provoquant de fortes fievres chez 1’hote humain. [42]

L hémozoine peut altérer la réponse immunitaire chez 1’hote, une fois libérée suite a la lyse
érythrocytaire. La réponse cellulaire pourra €tre altérée: on pourra observer une diminution de
la réponse immunitaire suite a la présence antigénique, une baisse de la prolifération des cellules
T CD4+ et un déclin de la production d'anticorps.

Lors de I’interaction hémozoine-phagocytes, ceux-ci vont ingérer 1’hémozoine qui va stimuler
la synthése de facteurs inflammatoires et par conséquent, activer les voies inflammatoires en
interagissant avec les récepteurs de surface des phagocytes.[3] En effet, lors de I’ingestion de
I’hémozoine, les phagocytes vont sécréter de I’'IL-1. Cela va activer les lymphocytes T qui vont
sécréter ’interféron IFN-y. Cependant, les cellules immunitaires ayant phagocyté 1’hémozoine
ne savent pas exprimer le complexe majeur d’histocompatibilité, CMH II. Les lymphocytes T
n’ont pas la capacité de se lier aux CMH II et ne peuvent donc pas détruire les cellules infectées.

Il y a alors une accumulation d’IFN-y dans le sang. [42]
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1.2.2  Voies de synthese in vivo

L’hémozoine peut étre produite via différentes voies de synthéses in vivo, permettant de
détoxifier ’héme libre. La cristallisation de I’héme étant la plus connue. D’autres voies de
syntheses in vivo de I’hémozoine pourraient exister via une réaction autocatalytique ou via des

réactions médiées par des protéines ou des lipides. [3]

Les lipides joueraient un role important dans la biosynthese de ’hémozoine. En effet, les lipides
impliqués lors de I’invagination de la membrane plasmique parasitaire permettent le transport
de I’hémoglobine du GR a partir du milieu extracellulaire au cytoplasme parasitaire. Ils
permettraient également d’entourer I’héme monomere issu de la dégradation de I’hémoglobine
libérée dans la vacuole digestive afin de le concentrer, de le positionner de fagcon optimale et
ainsi favoriser leur dimérisation. La dimérisation est possible grace a la précipitation de I’héme
avec les lipides (lipide majeur est I’acide linoléique). Cette précipitation crée un environnement
avec des propriétés physico-chimiques optimales pour la dimérisation!® de I’héme monomére.
Le dimére formé est ainsi le précurseur de 1’hémozoine. Enfin, afin de former le cristal de

I’hémozoine, les dimeres forment des liens hydrogénes entre eux. [3]

Les protéines telles que les Histidine Rich Proteins (HRP)? et les Heme Detoxification Protein
(HDP) pourraient étre impliquées dans la biosynthése de I’hémozoine. En effet, 3% des HRP
II sont présents dans la vacuole digestive du Plasmodium dans le but de se lier a I’héme libre.
La liaison a ’héme se fait via I’hexa-peptide de la protéine HRP II. HRP II initierait la synthese
de I’hémozoine. Ensuite, les lipides interviendraient dans la croissance du cristal hémozoique.
Cependant, la présence ou non des protéines HRPII n’affecte pas la forme des cristaux de
I’hémozoine ce qui suggere que cette protéine ne serait pas nécessaire a la formation du pigment
malarique. La deuxieme protéine qui serait impliquée dans la synthése de ’hémozoine est
I’HDP. Cette protéine cytosolique est riche en histidine et joue un rdle de conversion. HDP est
en association avec la protéine falcipaine et permettent toutes deux la conversion de ’héme de

I’hémoglobine en hémozoine. Cette conversion a lieu dans la vacuole digestive et se passe a un

1 Liens entre le groupement propionate chargé négativement d’un premier Fe(IIT) PPIX et le noyau Fe (I1I)
positivement chargé. [3]

20 Les « Histidine Rich Proteins » contiennent un hexa-peptide qui se répéte a plusieurs reprises. Sa séquence
contient des paires d’acides aminés comme une paire d’histidine (His) et une paire d’alanine (Ala).

HRP II contient une séquence hexa-peptidique Ala-His-His-Ala-Ala-Asp. Cette séquence se répéte 18 fois au
sein de HRP II.
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pH acide compris entre 3 et 5,5. L’utilisation d’HDP permettrait une syntheése d’hémozoine

1000 fois plus importante qu’avec les lipides. [3]

L’ hypothese est que la synthese de I’hémozoine se fait via un processus de biocristallisation.
Le processus de formation de 1’hémozoine est autocatalytique, non enzymatique. En effet,

I’hémozoine préformée aide et stimule a la formation de I’hémozoine future. [44]

La syntheése de béta-hématine, analogue synthétique de 1’hémozoine, suit quant-a-elle une
cinétique sigmoide, c’est-a-dire qu’elle est lente a certains moments et rapide a d’autres. La
phase rapide correspond a la précipitation de I’hématine qui est un cristal amorphe de 30 nm et
la phase lente est la conversion de ce cristal amorphe en béta-hématine qui est un corps cristallin

10 fois plus long que ’hématine.[3]

Ces trois hypotheses sont encore I’objet de travaux de recherche et les mécanismes sous-jacents
ne sont pas tout a fait €lucidés. [43,45] Le rdle des différentes molécules impliquées dans ces
voies de synthese n’est pas encore connu précis€ément. En général, 1a production de I’hémozoine
est reconnue comme étant une caractéristique des parasites sanguicoles. Cependant, Pek [46]et
son équipe ont démontré, lors d’une étude sur des souris déficientes en protéines HRGI1
transporteuses d’héme, que leurs macrophages accumulaient de I’héme qui sera polymérisé en
hémozoine. Cependant, ce processus de conversion de I’héme en hémozoine chez certains

mammiferes, n’est pas non plus €élucidé¢ entierement. [3]

1.2.3 Caractéristiques physico-chimiques et biologiques

On peut caractériser les propriétés physico-chimiques du pigment malarique via des méthodes
d’analyse telles que la FTIR (Fourrier-Transform Infrared Spectroscopy), la SEM (Scanning
Electron Microscopy) et la DLS (Dynamic Light Scattering). Ces méthodes ont été utilisées
dans le présent travail. Cependant, la MS ( Mass Spectroscopy) [47], LC-VIS permettent
¢galement de caractériser les propriétés physico-chimiques de 1’hémozoine. Nous ne nous
attarderons pas sur la MS qui ne sera pas développée dans ce travail. L utilisation de la LC-
VIS, par contre, fera 1’objet de ce travail ; I’analyse des caractéristiques de I’hémozoine en LC-

VIS sera longuement détaillée.

Au niveau de sa structure, I’hémozoine est un ensemble de dimeéres d’hemes liés entre elles par

des liaisons hydrogeénes. Le fer a 4 liaisons de coordination avec les 4 azotes du noyau
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porphyrine. Il posseéde €galement une liaison de coordination avec I’oxygeéne du groupement
carboxylique d’un autre héme. Le pigment malarique apparait sous forme de petits cristaux
rectangulaires. Sa forme ainsi que la taille des cristaux dépendent du stade de développement
du parasite, de la méthode d’extraction et purification et de la souche du Plasmodium (ex. : la
taille des cristaux de la souche Plasmodium berghei chloroquino-sensible LNK-65 est plus
grande que la taille des cristaux de sa souche chloroquino-résistante [48,49]. D’un point de vue
structure moléculaire, 1’hémozoine naturelle est identique a celle de la béta-hématine
commerciale (InvivoGen, France; 93-95%); toutefois, les cristaux de la béta-hématine

commerciale (InvivoGen, France; 93-95%) sont plus petits.[3]

I1 est possible de solvater les chaines carboxylates latérales de I’hématine dans des solvants tels
que le bicarbonate de sodium, les solvants aprotiques (Diméthylsulfoxyde (DMSO), pyridine,
Sodium Dodecyl Sulfate (SDS)) alors que 1’hémozoine est insoluble dans ces solutions
faiblement basiques. Celle-ci ainsi que la béta-hématine sont solubles dans I’hydroxyde de
sodium. Cette solubilisation est possible par la cassure des liens de coordination entre le

groupement carboxylate et le fer ce qui permet la formation d’une solution d’hématine. [3]

HO o]
(o] HO

Figure 6. Les différentes structures chimiques des composés d’héme. A :hémine B :hématine C :hémozoine/béta-

hématine. [3]

Afin d’analyser physiquement les composés chimiques tels que I’hémozoine, la béta-hématine,
I’héme, I’hémine et I’hématine, des méthodes spectrales sont utilisées. Ces méthodes
spectroscopiques permettent de caractériser les composés chimiques. La molécule analysée doit
posséder un caracteére anisotrope, c’est-a-dire qu’elle doit présenter des caractéristiques
optiques, spectrales qui dépendront de son orientation. Par conséquent, la molécule absorbera

la lumiére polarisée différemment en fonction de son orientation.

La FTIR permet de différencier I’hémozoine et la béta-hématine de leurs précurseurs: héme,

hématine, hémine. En effet, I’hémozoine, d’origine naturelle, et la béta-hématine, d’origine
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synthétique, possedent des pics caractéristiques communs. Le premier pic caractéristique est
celui de 1664 cm™! qui correspond a la liaison C=0 présente dans le groupe carboxylate 1ié au
fer central de la structure (O=C-O-Fe). Le second pic est celui situé a 1209 cm™! qui représente
la vibration de la liaison C-O issue du groupement carboxylate (C-O-Fe). Enfin, le dernier pic
caractéristique du pigment malarique est celui en 1712 cm!. Ce dernier pic caractérise les liens

hydrogénes qui permettent de relier les diméres entre elles?!. [3,50]

Une autre méthode d’analyse physico-chimique est la DLS. Cette méthode permet de
déterminer la distribution de taille des particules en mesurant et interprétant la lumiére qui est
diffusée au travers de 1’échantillon en suspension. Plus les particules ont un diametre important,
plus elles diffuseront lentement. La béta-hématine commerciale (InvivoGen, France; 93-95%)
se compose de cristaux de deux tailles différentes; 84 % des cristaux ont un diametre moyen de
498 nm et 16 % avec un diametre de 165 nm. Cependant, la taille des cristaux varie en fonction

du solvant utilisé pour la laver. [3]

Enfin, la méthode d’analyse SEM permet d’examiner la morphologie des cristaux de

I’hémozoine ainsi que de la béta-hématine [3,51,52]

1.2.4 Evaluation in vitro de la formation d’hémozoine

L’analogue synthétique de 1’hémozoine est la béta-hématine. Cette dernicre possede des
propriétés spectrales et structurales similaires a celles de ’hémozoine. [3] Toutefois, selon le
protocole de synthese, la taille et la forme des cristaux de la béta-hématine synthétisée peuvent
différer de celle de I’hémozoine, engendrant des réponses inflammatoires variables lors de leur
utilisation in vitro et in vivo. [53,54] Plusieurs protocoles de synthése chimique de la béta-
hématine existent. [55,56] Dans ce travail, nous avons développé notre propre protocole de

synthese de la béta-hématine, sur base de protocoles existants.

Afin de développer de nouvelles stratégies thérapeutiques, les chercheurs étudient différentes
caractéristiques de 1’hémozoine telles que sa structure et sa formation. Certaines thérapies
agissent sur la formation de I’hémozoine alors que d’autre interagissent avec 1’héme. Les
dérivés des quinoléines (chloroquine, quinine, méfloquine) auraient la capacité a recouvrir les
cristaux d’hémozoine, empéchant ainsi leur croissance et bloquant de ce fait la détoxification
de I’héme.[57] L’artémisinine et ses dérivés pourraient créer un complexe avec I’héme libre,

empéchant ainsi la conversion de cet heme toxique en hémozoine.[58] Les mécanismes ne sont

21 Rappelons que I’ensemble de ces diméres forment le cristal de I’hémozoine.
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toutefois pas completement ¢lucidés et sont complexes.

Une évaluation in vitro de la formation d’hémozoine en présence de composés aux propriétés
antipaludiques, permet d’étudier la capacité de ces composé€s a inhiber la voie de synthese qui
conduit a la polymérisation de I’hématine en béta-hématine/hémozoine. Ces évaluations in vitro
permettront par analogie, de comprendre ce qu’il se passe physiologiquement au niveau du
parasite.

Afin de déterminer quels composés inhibent potentiellement cette voie de détoxification,
plusieurs protocoles ont été développés.

Selon Fitch et al. [59], la substance d’intérét est mise en solution dans un milieu tamponné. A
cette solution mise au bain a ultra-son, on ajoutera la quantit¢ d’hématine nécessaire a
I’obtention de la concentration voulue. Le volume doit également étre ajusté a 2 mL.
Apres incubation, tout en étant mélangée, la solution d’hématine est centrifugée, lavée a 1’aide
de SDS 2,5% (m/v) dans un milieu tamponné avec du phosphate S0mM (pH 7.4). Le culot
obtenu est mis en suspension dans un solvant composé de SDS 2,5% (pH 7.4) et du NaOH
0,01M est ajouté au précipité afin de le transformer.

La quantit¢ d’hématine résiduelle et non transformée sera alors mesurée par
spectrophotométrie.

Un autre protocole est celui décrit par Tripathi et al. [60] La premiére étape est la préparation
d’une solution de 1 mL contenant de ’acétate de sodium (100mM, pH 4,8) avec 100 uM
d’hémine et un facteur?? catalysant la synthése d’hémine en béta-hématine. Cette préparation
est mélangée, incubée a 37°C pendant 12 a 14 heures. Elle sera alors centrifugée, lavée une
premicre fois avec avec un tampon Tris-Hcl (100 mM, pH 7,8) en présence de SDS 2,5% (m/v)
et une deuxieme fois avec un tampon de bicarbonate (100 mM, pH 9,2). -

Le culot de béta-hématine obtenu est solubilis¢ dans 50 pL d’hydroxyde de sodium (2M) et
dilué a 1 mL avec du SDS 2,5%.

La deuxiéme étape de son protocole consiste a ajouter un médicament, potentiellement
inhibiteur de la formation de béta-hématine, dans la solution décrite en début de protocole. Pour
se faire, une solution stock du médicament (10mM) concerné est réalisée dans des solvants tels
que I’eau, le diméthylsulfoxyde, 1’éthanol. Cette solution stock est ajoutée juste apres le tampon
acétate, avant I’ajout d’hémine et du facteur catalysant. Le protocole poursuit ensuite les autres
étapes décrites.

La quantité de béta-hématine obtenue pourra dés lors étre mesurée par absorbance a 400nm,

témoignant de 1’efficacité ou de ’inefficacité du médicament ajouté et étudié.

22 pans le cadre du protocole de Tripathi et al., plusieurs facteurs sont utilisés comme par exemple du plasma de
souris infectés par Plasmodium yoelii.
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Ces deux protocoles ont également été utilisés et adaptés par Afshar et al. pour I’étude de
I’activité antimalarique d’extraits de plantes en mesurant, par absorbance a 400nm, la quantité

d’hémozoine obtenue. [61]

1.3. Découverte de nouveaux agents anti-malariques a partir de sources naturelles

De nombreuses molécules dont certaines d’origine naturelle sont actuellement utilisées comme
traitement antipaludique: la chloroquine, la quinine, 1’artémisinine et ses dérivés,...les deux
premieres €tant extraites de 1’écorce de Cinchona officinalis, la troisieme étant extraite de

I’Artemisia annua.

Il est recommandé¢ par I’Organisation Mondiale de la Sant¢ (OMS) d’utiliser des thérapies
combinées a base d’artémisinine ou un dérivé (artéméther + luméfantrine; dihydroartémisinine

+ pipéraquine; artésunate + amodiaquine; etc). [2]

Cependant, les parasites Plasmodium développent des résistances a I’artémisinine ou aux
médicaments partenaires utilisés dans les combinaisons thérapeutiques a base d’artémisinine.
Par conséquent, des chercheurs étudient de nouvelles molécules ayant potentiellement une

activité anti-malarique.

Dans le cadre de son travail de thése, Mathilde Wells a évalué et a démontré 1’activité
antiplasmodique d’extraits bruts et de fractions isolées issues des venins de crapauds (Rhinella
marina et Incilius alvarius). [62,63] En effet, ces venins contiennent des composés bioactifs
tels que des bufadiénolides, des peptides, des alcaloides, des protéines, des amines biogenes et
des bufotoxines [64] qui avaient déja démontrés des propriétés antivirales [65], anti-tumorales
[66], cytotoxiques [67], vasoconstrictrices et cardiotoniques [68,69]. La toxicité de ces venins
vis-a-vis des GR, vecteurs des parasites, pourrait cependant représenter un obstacle a leur
utilisation clinique. Un travail de recherche au Laboratoire d’ Analyse Pharmaceutique (Faculté
de Médecine et de Pharmacie, Universit¢ de Mons) a démontré I’absence d’activité hémolytique
des composés étudiés.[25]

Les venins de crapauds pourraient dés lors étre la source de molécules potentiellement actives
contre les parasites Plasmodium en remplacement de certaines devenues au cours du temps

moins efficaces.

Dans ce contexte, il serait intéressant d’investiguer leurs modes d’action potentiels, y compris

sur I’inhibition de la synthése de ’hémozoine.
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2. Objectifs

Parmi les modes d’action connus des molécules anti-malariques, I'un d’eux est ’inhibition de
la synthése de I’hémozoine. Dans ce contexte, des chercheurs travaillent sur la structure et les

caractéristiques de I’hémozoine dont 1’analogue synthétique est la béta-hématine.

Ce travail de recherche a pour objectif de développer une méthode de quantification de la béta-

hématine en LC-VIS.

Ceci pourra permettre, secondairement, a d’autres intervenants de tester in vitro, c’est-a-dire en
I’absence du parasite, ’efficacité de leurs composés anti-malariques sur 1’inhibition de la
synthése de I’analogue de 1’hémozoine, la béta-hématine. Les nouvelles molécules a tester
seraient des lors évaluées lors d’un test de polymérisation de I’hémine en béta-hématine, en
présence d’un agent inducteur. La quantité¢ de ’analogue de ’hémozoine formée et quantifice
en LC-VIS, serait le témoin de 1’action du composé testé sur cette synthése et au de-1a, mettrait

en évidence un nouveau potentiel de I’agent anti malarique en identifiant son mode d’action.
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3. Partie expérimentale

3.1. Matériel et méthodes

3.1.1 Réactifs chimiques, instruments de mesure

Réactifs

Provenance

NaOH, pellets a.r.

ChemLabs

Eau Ultra-pure (MiliQ)

Laboratoire d’Analyse Pharmaceutique, UMons

MeOH, HPLC grade

ChemLabs

Acide acétique = 99,8% VWR
DMSO (Diméthylsulfoxide) Baker
TFA (Trifluoroacétique), 100% VWR
Acétonitrile, HPLC gradient grade ChemLabs

Hémine

Sigma-Aldrich

Hématine, porcine

Sigma-Aldrich

Béta-hématine

Synthétisée par Orokia Traore

Matériel Provenance
Micropipettes 20-200pL BIOHIT
Micropipettes 100-1000uL BIOHIT
Vials BGB

Tubes SmL

LLG-centrifuge

Flacons 15 mL

Greiner Bio one

Plot en Aluminium

Jeol Sem Cylinder Sample Stub

Cuvettes en polystyréne jettable Fisherbrand™
Filtre Watherman™
Vial avec septum BGB

Colonne greffée C18 Waters
Instruments Provenance

HPLC mode 1 (isocratique)

HPLC Hitachi D-7000

HPLC mode 2 (gradient)

HPLC Hitachi D-7000

FTIR Perkin-Elmer

DLS Malvern Zetasizer Nano ZS

SEM JEOL scanning electron microscope
pH-meter 713 Metrohm

Balance Mettler Toledo
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3.1.2 Synth¢se béta-hématine

Plusieurs méthodes de synthese existent. Deux protocoles ont été¢ effectués et optimisés
notamment en modifiant les concentrations de départ, les temps d’incubations,...Il est utile
d’utiliser deux protocoles distincts afin de comparer les produits synthétisés et de s’assurer que

le produit synthétisé correspond a de la béta-hématine.

Dans le cadre de ces 2 protocoles, la béta-hématine est synthétisée a partir d’hémine. Le premier
protocole s’inspire de la méthode de synthése selon Slater et al. [3,55] Le milieu réactionnel
utilisé possede un pH acide proche de celui de la vacuole digestive du parasite. C’est-a-dire, un
milieu réactionnel qui in vivo permet la biosynthése de 1’hémozoine.

Dans ce protocole, la premiere réaction est 1I’oxydation de I’hémine en hématine suite a 1’ajout
d’hydroxyde de sodium. Ensuite, une solution d’acide propionique a été ajoutée a la solution
afin d’acidifier le pH a 4 et de créer un milieu réactionnel propice a la formation de cristaux de
béta-hématine. Pour permettre la formation des cristaux bruns, la solution est incubée a 70°C
pendant 18 heures. Ensuite, la béta-hématine synthétisée est lavée a 1’eau Mili-Q et séchée a
37°C pendant 72 heures. Les cristaux sont broyés au mortier. Enfin, la béta-hématine sous
forme de poudre est lavée dans un tampon de bicarbonate pendant 3 heures puis 3 fois a I’eau
Mili-Q et séchée a 37 °C sur papier filtre pendant 24 heures. Cet analogue chimique de

I’hémozoine est alors conservé a 4°C dans un flacon brun. [3,55,70,71]

Protocole détaillé n°1:

10 mL d’une solution basique (NaOH, hydroxyde de sodium 0,4M)?? ont été ajoutés a 0,3018g
d’hémine. Ensuite, le pH de cette solution est ajusté a 4 a I’aide d’acide propionique 2%%*. La
solution préparée est placée dans des flacons afin de I’incuber au bain marie a 70°C.

Apres une incubation de 18h, un culot s’est formé et est lavé six fois avec de 1’eau Mili-Q par
centrifugation a 1000g pendant 5 minutes. Le culot obtenu est séché pendant 72 heures a I’étuve
ce qui permet I’obtention de cristaux qui vont étre broy€s au mortier en porcelaine.

La poudre obtenue est lavée dans un tampon de bicarbonate pH 9,22° pendant 3h, sous agitation

23 Préparation NaOH 0,4M: 0,4g dans 25mL d’eau Mili-Q.
24 Préparation de I’acide propionique: 2mL d’acide propionique 99,5% ad 100mL d’eau Mili-Q.

25 Préparation du tampon de bicarbonate:

mnaHco3= 16,8g dans 1L

mna2co3= 2,0596g dans 100mL.

Sous agitation magnétique constante: ajouter 175mL de Na.CO3 0,2M a 935 mL de NaHCO3 0,2M. Le pH obtenu
est de 9,203. Sous agitation magnétique constante : ajouter 175mL de Na,CO3 0,2M a 935 mL de NaHCOs 0,2M.
Le pH obtenu est de 9,203.
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magnétique. Cette solution sera ensuite centrifugée a 1000g pendant 5 minutes. Le culot ainsi
formé est lavé a 1I’eau Mili-Q trois fois puis récupéré sur du papier filtre et séché a I’étuve a

37°C pendant 24 heures.

Protocole détaillé n°2:

Le second protocole consiste en I’utilisation d’une solution stock d’hémine?® en présence d’eau
Mili-Q, de Tween 20 a une concentration de 0,075 g/mL ?’dissout dans ’eau et d’une solution
tampon d’acétate permettant d’acidifier le pH a 4,8. Quant au Tween 20®, il permet d’accélérer
la formation d’hémine en béta-hématine.

Afin de préparer cette solution, une certaine masse d’hémine est dissoute dans un volume de
DMSO (Diméthylsulfoxyde) afin d’obtenir une concentration de 0,15g/mL. 1 mL de cette
préparation est prélevée et placée dans un flacon afin d’y ajouter ImL d’eau Mili-Q, 1 mL de
Tween 20® et 7 mL de tampon acétate 100mM>=8.

Ensuite, la préparation est ultrasoniquée jusqu’a dissolution compléete de I’hémine. Puis, il y a
incubation dans le noir a 37°C pendant 24 heures et a température ambiante pendant 1h. La
solution est lavée 3 fois a I’eau Mili-Q par centrifugation a 1000g pendant 5 minutes. Le culot

récupéré est séché une derniere fois a I’étuve a 37°C pendant 24h ou plus si nécessaire. [72,73]
3.1.3 Caractérisation

Une fois I’analogue du pigment malarique synthétisé selon les deux protocoles, il était

intéressant de 1’identifier ainsi que de le caractériser a 1’aide de différentes méthodes.
3.1.3.1 FT-IR (Fourrier-Transform Infrared Spectroscopy)

La premicre étape a ét¢ d’identifier les produits cristallins synthétisés en FT-IR (Fourrier-
Transform Infrared Spectroscopy). La méthodologie d’acquisition des spectres FT-IR est
décrite ci-dessous.

Les mesures par spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FT-IR) ont été réalisées a
I’aide d’un spectromeétre Perkin Elmer Spectrum 100 (attenuated total reflectance, ATR-FT-IR,

Manchester, Royaume-Uni). Les analyses ont ét¢ effectuées sur des échantillons en phase solide

26 Hémine dans DMSO

7 Polysorbate de nature hydrophile. C’est un tensioactif non-ionique [52]

Tween 20 a une concentration de 0,075 g/mL: ajouter 0,15g de Tween 20 dans 2mL d’eau Mili-Q. Prélever ImL
de solution de Tween 20 dans le falcon.

28 Préparer un tampon acétate 100mM pH 4,8 :

Dans un ballon jaugé de 1L, ajouter une masse de 13,608g d’acétate de sodium trihydraté. Ajouter 500 mL d’eau
Mili-Q. Ensuite, il faut ajouter 5,7742 mL d’acide acétique glacial. Mettre a trait avec de I’eau Mili-Q et vérifier
le pH.
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pour une gamme spectrale comprise entre 4000 et 650 cm™! et les spectres sont présentés en

pourcentage en transmittance. [74]

Protocole:

Apres avoir lavé la presse a embout plat et le cristal avec du méthanol, un background a été
réalisé. Le background permet de soustraire le bruit de fond ou « absorptions parasites » des
spectres des échantillons analysés.

Chacun a leur tour, une pointe de spatule d’échantillons sous forme de poudre a été placée sur
le cristal?®® et a été analysée via le mode ATR du spectrométre Perkin Elmer Spectrum 100. Le
cristal et la presse a embout plat sont nettoyés 2 fois au méthanol entre chaque analyse

d’échantillons afin d’éviter des contaminations croisées.
3.1.3.2 SEM (Scanning Electron Microscope)

Apres avoir identifié¢ les produits de synthéses en FTIR, il est possible de caractériser les
différentes porphyrines en générant des images a haute résolution de leur structure via une
microscopie ¢lectronique a balayage.

Protocole:

Les quatre échantillons (béta-hématine du protocole 1, béta-hématine du protocole 2, hémine,
hématine porcine) seront analysés deux fois.

Chacun d’entre eux a d’abord été analysé en SEM? (Jeol scanning electron microscope, Service
de Biologie des Organismes Marins et Biomimétisme-UMons) sans qu’ils soient métallisés?!.
[75,76]

Nous avons procédé a une deuxieéme analyse. Les cinq échantillons ont été métallisés afin
d’obtenir les meilleures résolutions possibles.

Pour les deux analyses, les échantillons de béta-hématine du protocole 1 et 2, d’hémine et
d’hématine porcine ont été micronisés au pilon dans un mortier afin d’avoir une poudre et des
particules suffisamment fines et de taille homogeéne. Une pointe de spatule de chaque
échantillon est placée en fine couche sur un « disque adhésif conducteur carbone®? double
face ».

Le disque adhésif est placé sur un plot ou « JEOL SEM Cylinder Sample Stub » constitué

2 Le cristal en FT-IR est le détecteur.

30 Scanning Electron Microscope permet la production d’images a trés hautes résolution de la structure des
échantillons. Le principe utilisé lors de cette microscopie électronique est I’interaction électron-matiere.

31 Une fine couche de métal (platine ou or) est appliquée sur I’échantillon. Elle permet d’augmenter la
conductivité de 1’échantillon. Dans le cas d’échantillons non-conducteurs, les électrons s’accumulent a la surface
de I’échantillon ce qui crée des régions trés lumineuses. Ces régions lumineuses peuvent apparaitre sur les
images résultantes.

32 Le carbone est un conducteur électrique
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d’aluminium® et cela pour les quatre échantillons. [77]

Les stubs sont placés dans le support et celui-ci est immédiatement inséré dans la chambre de
I’instrument ou le vide sera fait pour ensuite analyser les différents échantillons. A cette étape,
des parametres d’observation sont choisis tels que le voltage, le zoom, le Working Distance
(WD).

Le voltage (kV) est de 1.00 kV pour ’hémine ; 2.00 kV pour ’hématine porcine, la béta-
hématine du protocole 1 et la béta-hématine du protocole 2. Le voltage est automatiquement
modifié¢ selon 1I’échantillon analysé.

Plusieurs zoom ont été utilisés (45x, 90x, 180x) mais seules les photos prises avec un zoom de
180x sont présentées dans ce travail. Une partie des photos est également reprise en annexe.
Le Working Distance varie selon 1’échantillon afin de faire le focus sur 1’échantillon.

Il était également intéressant de modifier le contraste et la brillance lors de 1’analyse de chaque
échantillon. En effet, ces deux parameétres permettent d’améliorer la qualité de I’image.

Enfin, lorsque tous les parameétres sont sélectionnés, le mode « Freeze » est activé afin de
capturer I’image comme on la souhaite.

Dans le but d’analyser des échantillons métallisés, nous avons procédé comme suit: les
échantillons ont d’abord, été micronisés puis placés sur un « disque adhésif conducteur
carbone » coll€ sur un stub en aluminium, comme décrit dans le protocole des échantillons non-
métallisés. Ils sont ensuite métallisés par une fine couche d’or**. Afin de procéder a cette
métallisation, les stubs sont placés dans un support. Celui-ci doit étre placé de sorte que les
¢chantillons soient vers le bas.

Une fois la métallisation des différents échantillons réalisée, les stubs sont placés dans le
support de la SEM et sont analysés en suivant les mémes étapes que dans le protocole de la
premicre analyse.[78]

Un blanc a également ¢été réalisé lors de I’analyse des échantillons métallisés.

Pour se faire, il suffit de coller un « disque adhésif conducteur carbone » vierge sur un stub et
de le placer dans le support de la SEM. Le blanc est analysé de la méme maniére que les autres

échantillons.

3.1.3.3 DLS (Dynamic Light Scattering)
La derniére technique de caractérisation des hémoprotéines est la DLS (Dynamic Light

Scattering)®>. Elle permet de déterminer par des mesures de diffusion dynamique de la lumiére,

33 L’aluminium est également un bon conducteur électrique.
34 Cette fine couche est issue d’une pulvérisation cathodique.
35 « C’est une technique qui mesure la vitesse des particules qui subissent les mouvements Browniens. » [79]
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la taille hydrodynamique® des particules en suspension. Les tailles hydrodynamiques des
particules en suspension sont enregistrées sur un analyseur de taille Zetasizer Nano ZS

(Malvern Instruments, laser He-Ne, 633 nm) (Worcestershire, Royaume-Unis). [79]

Protocole :

Une solution stock des quatre produits (hémine, hématine porcine, béta-hématine du protocole
1, béta-hématine du protocole 2) est préparée a une concentration de 10mg/mL. Pour réaliser
les quatre solutions stocks, chaque échantillon a été solubilis¢ dans du NaOH 0,4M.
Ces solutions stocks sont ensuite diluées dans du NaOH 0,4M afin d’obtenir des concentrations
de Img/mL, 0,5mg/mL et 0,25mg/mL. On parle alors de suspensions aqueuses diluées
possédant un pH alcalin.

La DLS nécessite ensuite d’étre paramétrée. Pour se faire, un indice de réfraction de la béta-
hématine a été défini a 1,44 a une longueur d’onde de 635 nm, comme reporté dans la littérature.
[80] I1 est également important de définir une absorbance et une température d’analyse. Celles-
ci sont respectivement 0,0 et 25°C.

Enfin, chaque suspension aqueuse est placée dans une cuvette en polystyréne jetable afin d’étre
analysée. Les données obtenues sont présentées sous forme de distributions du diameétre

hydrodynamique et de valeurs moyennes (diamétre hydrodynamique, Dy + écart type).
3.1.4 Développement LC-VIS
3.1.4.1 Solvants de solubilisation

En premier lieu, des tests de solubilisation de la béta-hématine ont été effectués afin de la
solubiliser de fagon a pouvoir injecter la solution de béta-hématine en HPLC-VIS et ainsi de
permettre sa quantification.

Il est essentiel de trouver un solvant qui peut étre injecté dans I’HPLC sans que la béta-hématine

ne précipite en présence de ce solvant.

Protocole des tests de solubilisation :

Dans ces tests de solubilisation, nous avons utilis¢ des solvants de solubilisation (hexane et

hydroxyde de sodium) ainsi que des solvants de dilution (méthanol et eau Mili-Q).

Plusieurs essais de mise en solution de béta-hématine (protocole 1 et 2) ont été réalisés avec de

I’hexane. Des solutions de Img/mL ; 0,5mg/mL ; 0,25 mg/mL ; 0,1 mg/mL ; 0,01 mg/mL de

36 On tient compte de la particule et de la coque de solvatation (les molécules d’eau adsorbées a la surface de la
particule). Le diamétre hydrodynamique est noté Dy et est mesurée en nm.
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béta-hématine 1 et 2 ont été préparées afin de détecter si la béta-hématine est soluble dans

I’hexane. De cette facon, ces solutions pourraient étre injectées en HPLC.

Selon la littérature, la béta-hématine est soluble dans du NaOH. [3] Une solution stock de béta-
hématine 1 est alors préparée a partir de 1mg de béta-hématine solubilisée dans 1 mL de NaOH
0,4M. Cette solution stock a ensuite ét¢ diluée dans du MeOH (0,5mg/mL ; 0,25mg/mL ; 0,1
mg/mL ; 0,01 mg/mL) de facon a diminuer le pH de la solution et par conséquent, permettre
I’injection de béta-hématine en HPLC si celle-ci ne précipite pas lors de 1’ajout du solvant de

dilution. Cette étape a également ¢été réalisée avec la béta-hématine du protocole 2.

La troisieme étape de ces tests consiste en la dilution des deux solutions stocks de béta-hématine
1 et 2 avec de I’eau Mili-Q. Quatre concentrations sont obtenues : 0,5mg/mL ; 0,25mg/mL ; 0,1
mg/mL ; 0,01 mg/mL. Afin de pouvoir injecter ces solutions en HPLC, le pH doit étre

suffisamment bas et la béta-hématine doit toujours étre solubilisée.

Enfin, la solubilisation de I’hémine ainsi que de I’hématine porcine ont également été vérifiées.
Selon le protocole décrit ci-dessus, I’hémine ainsi que I’hématine porcine ont chacune été
solubilisées dans de I’hydroxyde de sodium 0,4M. Les solutions stocks a 10 mg/mL d’hémine
ainsi que d’hématine porcine ont ensuite ét¢ diluées dans du MeOH HPLC grade afin d’obtenir
les cing concentrations souhaitées (1 mg/mL ; 0,5 mg/mL ; 0,25 mg/mL ; 0,1 mg/mL ; 0,01
mg/mL).

Ces mémes solutions stocks d’hémine et d’hématine porcine ont également été¢ diluées dans de
I’eau déminéralisée (eau Mili-Q) dans le but de réaliser les cinq concentrations décrites ci-

dessus.

3.1.4.2 Phases mobiles

Des essais de phases mobiles ont ¢té réalisés dans le but de vérifier que les solvants des phases

mobiles ne provoquent pas la précipitation des échantillons.

Protocole des essais de phases mobiles :

Trois solutions stocks a 10ug/mL ont été préparées en solubilisant chaque composé dans de
I’hydroxyde de sodium 0,4M: une solution stock de béta-hématine, une solution stock d’hémine
et une solution stock d’hématine porcine. A partir de ces trois solutions stocks, des échantillons
de concentrations différentes (2ug/mL ; 1ug/mL ; 0,5 pg/mL ; 0,25 pg/mL ; 0,2 ug/mL) ont été
préparés en diluant chaque solution stock dans du méthanol ou dans de I’eau Mili-Q. [81,82,83]

Les échantillons seront mis en présence de chaque solvant qui compose les phases mobiles afin
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d’exclure toute précipitation.
Sur base de la littérature, nous prévoyons de tester plusieurs phases mobiles mais seule la

premiere phase mobile sera utilisée en HPLC-VIS [81,82] :

1. Méthanol / Eau Mili-Q / Acide acétique (32 :18 :5)

2. 0,1% acide trifluoroacétique (v/v) dans de I’acétonitrile
Préparation : 1 pL de TFA + 999 uLL d’ACN

3. 0,1% acide trifluoroacétique (v/v) dans 1’eau Mili-Q
Préparation : 1 uL de TFA + 999 uL d’eau Mili-Q

4. 0,05% acide trifluoroacétique (v/v) dans 1’acétonitrile

Préparation : 0,5 uL. de TFA + 999,5 uL d’ACN

Chaque échantillon a été testé avec chacun des mélanges de solvants cités ci-dessus, composant
les phases mobiles. De plus, les solvants composant ces phases mobiles (méthanol, eau Mili-Q,
acide acétique, TFA, acétonitrile) ont été testés séparément afin de s’assurer que les échantillons

ne précipitent pas au sein de ces solvants pris séparément.
3.1.4.3 Développement et optimisation de la méthode LC-VIS

L’¢étape suivante a ¢té celle de I’injection de béta-hématine en HPLC-VIS afin de la quantifier.
Dans ce but, il faut optimiser un protocole permettant de doser ce composé de la fagon la plus
quantitative possible. Il est donc important de trouver le bon mode (isocratique ou gradient), la

phase mobile la plus adaptée ainsi que la bonne concentration des échantillons.

Etant donné que peu de données sont disponibles dans la littérature, plusieurs modes ont été
explorés : en isocratique et en gradient ainsi que plusieurs phases mobiles et différentes
concentrations d’échantillons.

Protocole de ’injection des échantillons en mode isocratique :

Plusieurs tests en mode isocratique ont été réalisés. Pour ces différents tests, les €échantillons
sont détectés a une longueur d’onde (1) de 395 nm. La phase stationnaire est une colonne de
silice greffée C18 possédant une longueur de 25 cm, un diametre de 4,6 mm et un diametre de
particules de 5 um. La phase mobile initialement utilisée pour les trois premiers tests est un
mélange de méthanol, d’eau Mili-Q et d’acide acétique (256 : 144 : 40 v/v). Elle sera ensuite
remplacée par une seconde phase mobile qui est un mélange d’eau Mili-Q, de méthanol et

d’acide formique (75 : 25 : 0,1 v/v)
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Les échantillons sont réalisés a partir d’une solution de béta-hématine dissoute dans du NaOH
0,4M (solution stock); cette solution est ensuite diluée dans de 1’eau déminéralisée ou dans du
méthanol. Deux échantillons sont préparés a partir de la solution stock diluée dans du méthanol
afin d’obtenir une concentration de 2pug/mL et de 250 pg/mL, soit un échantillon dans la gamme
des basses concentrations et un échantillon dans les hautes concentrations. Deux autres
échantillons de 2 pg/mL et 250 pg/mL sont également préparés a partir de la solution stock qui,
cette fois, sera diluée dans de I’eau Mili-Q.

Les échantillons a une concentration de 2 pg/mL seront injectés en premiers et seront suivis des
¢échantillons a une concentration de 250 pg/mL.

Avant I’injection de chaque échantillon, un blanc est injecté. Le blanc réalisé avant les
¢chantillons dilués dans du méthanol est constitué de NaOH 0,4M et de méthanol alors que le
blanc injecté avant les échantillons dilués dans de I’eau ultra-pure est constitué¢é de NaOH 0,4M
et d’eau Mili-Q. Les proportions NaOH/MeOH ou NaOH/H>Oistinieey sont calculées de fagon a

obtenir la méme concentration que 1’échantillon ultérieur au blanc injecté.

Sans étre certain que des particules de de tailles différentes ne soient présentes dans la solution
stock de béta-hématine et ne faussent les résultats, la solution stock de béta-hématine a été
filtrée (Whatman™ Syringe Filter, Puradisc 25 H-PTFE Disposable Filter Device) avant d’étre
diluée dans du méthanol HPLC grade afin de réaliser 4 échantillons de 100 pg/mL ; 111,11
pg/mL et 125 pg/mL ; 250 pg/mL. Ces quatre échantillons filtrés sont analysés dans les
conditions initialement décrites. Chaque échantillon injecté est séparé par un blanc tel que décrit

ci-dessus.

Sans étre certain que des résidus d’hémine, d’hématine ne soient présents dans la solution stock
de béta-hématine, puisqu’ils sont les précurseurs de la béta-hématine, et ne faussent les
résultats, un dernier test est réalisé dans les conditions initialement décrites. Des échantillons
de béta-hématine, d’hémine et d’hématine porcine a une concentration de 100 pg/mL sont

préparés a partir de leur solution stock diluée dans du méthanol HPLC grade et analysés.

La phase mobile , initialement utilisée en mode isocratique, méthanol, eau Mili-Q, acide
acétique (256 : 144 : 40 v/v) est ensuite remplacée par un mélange d’eau Mili-Q, de méthanol
et d’acide formique (75 : 25 : 0,1 v/v) toujours dans un mode isocratique. Les échantillons sont
détectés a une longueur d’onde (1) de 395 nm et la phase stationnaire reste identique.

Les échantillons de béta-hématine, d’hémine et d’hématine a une concentration de 100 pg/mL
seront injectés dans ce systéme et seront ¢lués par la nouvelle phase mobile durant un temps de

run de 40 minutes.
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Protocole de ’injection des échantillons en mode gradient :

Une autre facon d’optimiser les résultats, serait de changer de mode. On passe alors d’un mode
isocratique a un mode en gradient. Deux gradients seront testés. La longueur d’onde utilisée
pour ’analyse des échantillons est ¢galement de 395 nm.

Pour le premier gradient testé, la phase mobile testée est composée du solvant A qui correspond
a un mélange d’eau Mili-Q avec 0,1% d’acide acétique et du solvant B qui est uniquement du
méthanol HPLC grade. (Tableau 2.)

Un deuxiéme gradient sera également testé. (Tableau 3) Il se différencie essentiellement du
premier par son temps d’analyse plus long. La phase mobile testée reste composée des mémes

solvants A et B.

Tableau 2. Tableau reprenant la phase mobile (solvants A et B) injectée en gradient.

0

2

25

30

32

35

95 5
95 5
0 100
0 100
95 5
95 5
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Tableau 3. Tableau reprenant la phase mobile (solvants A et B) injectée en gradient.

Temps (minutes)  Solvant A (eau/Acide acétique 0,1% ) Solvant B (MeOH)
0 95 5

2 95 5

25 0 100

35 0 100

37 95 5

40 95 5

Quatre échantillons ont ét¢€ préparés a partir d’une solution stock d’hémine, d’hématine porcine,
de béta-hématine et de béta-hématine anciennement synthétisée par TraoreO. [3] Chacun a été
dilué dans du méthanol afin de préparer les échantillons a une concentration de 100 pg/mL.
Chaque échantillon est injecté apres 1’injection d’un blanc composé¢ de NaOH 0,4M et de
méthanol HPLC grade. Les échantillons sont injectés selon le gradient décrit dans le Tableau
2 puis selon le gradient décrit dans le Tableau 3; les solvants A et B de la phase mobile restant

identiques.

La derniere étape avant d’effectuer une droite de calibration consiste a éviter le carry-over. Ce
dernier fut évalué en injectant un échantillon blanc constitu¢ d’hydroxyde de sodium 0,4M et
de méthanol (50 : 50) juste apres 1’injection du standard de calibration le plus concentré. Et ce,
afin d’¢luer tous les résidus éventuels d’échantillon qui seraient restés dans le systeme de

I’HPLC.

La phase mobile testée reste composée des mémes solvants A et B injectés selon le gradient

décrit au Tableau 3.

Un échantillon de solution stock de béta-hématine dilué dans du méthanol a une concentration
de 100 pg/mL est injecté et détecté. Ensuite, un blanc composé d’hydroxyde de sodium 0,4M

et de méthanol est injecté ; cette opération est répétée de maniere a diminuer le carry-over.

Un autre essai d’optimisation de blanc a été réalisé. L’échantillon de béta-hématine a été injecté

a un gradient tel que représenté au Tableau 3. Plusieurs blancs seront injectés en isocratique
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avec une phase mobile de méthanol HPLC grade avant d’injecter un dernier blanc mais, cette

fois, injecté au méme gradient que pour 1’échantillon de béta-hématine. (Tableau 3.)

Enfin, de fagon a vérifier que tous les parametres de ’HPLC permettraient de quantifier la béta-
hématine, des droites de calibration ont été réalisées. Une méthode de quantification de la béta-
hématine serait alors développée et permettrait d’envisager la mise au point d’un test in vitro
qui ne requiert pas la présence de parasite. Les molécules a tester serait alors évaluées lors d’un
test de polymérisation de I’hémine en béta-hématine en présence d’un agent inducteur. La
quantité¢ de I’analogue de I’hémozoine formé, serait témoin de I’action du composé testé sur
cette synthése et au de-la de mettre en évidence un nouveau potentiel agent anti malarique,
identifierait son mode d’action.

Deux droites de calibration ont été¢ réalisées en utilisant le méme gradient.(Tableau 3.)
Cependant, le nombre de blancs varie en fonction des concentrations des échantillons de béta-

hématine échelonnées de 0,01 pug /mL a 150 pg /mL. (Figure 18).

3.2. Résultats et discussion

3.2.1 Synthé¢se de la béta-hématine

Le premier protocole de syntheése de la béta-hématine a permis d’obtenir un rendement moyen

de (44+ 2)%. (Tableau 4.)

Tableau 4.. Tableau reprenant les rendements en béta-hématine obtenus lors de la réalisation du protocole 1. Le
rendement en béta-hématine est de (441 2)%.

Essais Massehemine (g) Massebéta-hématine (g) | Rendement (%)

1 0,3012 0,1268 42,0983

2 0,6032 0,2708 44,8939

3 0,6004 02714 45,2032
Moyenne (%) 44,0651
Ecart-type (%) 1,7103

Un deuxieme protocole a été réalisé atin de pouvoir comparer les deux produits obtenus mais
¢galement dans le but de synthétiser plus de béta-hématine.

Ce deuxieme protocole a été optimisé¢ en augmentant les temps d’incubation a 1’étuve ainsi
qu’en augmentant les concentrations de départ. Grace a ce protocole n°2, il a été¢ possible

d’obtenir un rendement moyen de (60 = 4) %.(Tableau 5.) [83]
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Tableau 5. Tableau reprenant les rendements en béta-hématine obtenus lors de la réalisation du protocole 2. Le
rendement en béta-hématine est de (60 = 4)%.

Essais Massehemine (g) Massebéta-hématine (g) | Rendement (%)

1 0,1531 0,0975 64,8703

2 0,1500 0,0878 58,5333

3 0,1499 0,0865 57,7051
Moyenne (%) 60,3696
Ecart-type (%) 3,9120

3.2.2 Caractérisation
3.2.2.1 FT-IR

La spectroscopie infra-rouge a transformée de Fourier (FT-IR) est une technique couramment
utilisée dans le cadre de la caractérisation de protoporphyrines. Cette étape permit d’identifier
et de comparer les produits de synthése issus des deux protocoles sélectionnés. De plus, les
spectres IR des précurseurs de la synthése (hémine et hématine) furent établis afin de confirmer
que le produit de fin était bel et bien différent du réactif de départ.

L’analyse structurale des hémoprotéines en IR s’étend de 3500 cm™ a 500 cm™'. Les bandes
d’absorption caractéristiques de la béta-hématine obtenues en IR sont respectivement 1210 cm-
1, 1661 cm™, 1710 cm™'. Chaque bande traduit la vibration d’une liaison au sein du cristal.
La bande a une longueur d’onde de 1210 cm™! correspond a la liaison C-O du carboxylate alors
que le pic a 1661 cm'correspond a la vibration de la liaison entre ce méme carboxylate et
I’atome de fer situ¢ au centre du cristal. Quant aux liaisons hydrogeénes permettant la formation
de la béta-hématine, liaisons reliant les diméres entre eux, elles sont caractérisées par le pic a
une longueur d’onde de 1710 cm’!. On retrouve ces trois bandes sur le spectre du produit
synthétisé a 1’issue des deux protocoles décrits. Ceci témoigne d’une part, qu’il s’agit de la
méme molécule analysée dans les protocoles 1 et 2. D’autre part, il s’agirait bien de béta-

hématine.(Figure 7. (A) ; (B) )

Afin de s’assurer du bon déroulement des deux synthéses de 1’analogue de I’hémozoine, il est
intéressant de comparer les spectres IR des produits synthétis€s a leurs précurseurs, I’hémine et
I’hématine. Ces deux précurseurs ont un spectre bien distinct de celui de la béta-hématine.
(Figure 7. (C) ; (D) )En effet, la position, I’intensité ainsi que la forme des bandes sur les

spectres de 1’hémine et de 1’hématine porcine, sont différentes de celles présentes sur les
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spectres de la béta-hématine. Il y a absence des pics a 1661 cm™ et 1208 cm™ chez I’hématine
porcine et I’intensité¢ des bandes de 1’hémine est plus faible que I’intensité des bandes de la
béta-hématine. (Figure 7. (C) ; (D) )

Il serait donc possible de conclure que la molécule de synthése obtenue au protocole 1 et au

protocole 2 serait de la béta-hématine et ne correspondrait ni a de ’hémine ni a de ’hématine
porcine. [3,50,84]
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Figure 7. Spectre IR de la béta-hématine synthétisée a partir du protocole numéro 1 (A), de la béta-hématine synthétisée
a partir du protocole numéro 2 (B), de [’hématine porcine (C), de [’hémine (D).

3.2.2.2 Microscopie a balayage ¢électronique

La microscopie a balayage ¢électronique communément appelée SEM (= Scanning Electron
Microscopy) permet d’observer la morphologie et la taille des cristaux de béta-hématine
formée; cette technique permet donc d’obtenir une idée approximative de grandeur des
composés analysés. Les échantillons non-métallisés lors de la premiere mesure ont été analysés

a la méme échelle: les images ont été prises avec le méme zoom (x180). (Figure 8) Les

échantillons analysés ont été secondairement métallisés afin de faciliter la capture des images

46




en supprimant le mouvement présent spontanément dans les échantillons non-métallisés. De
plus, la métallisation permettrait de diminuer les régions lumineuses sur I’image en augmentant
la conductivité de I’échantillon. Elle permettrait également d’améliorer la netteté de 1’image.
En effet, dans le cas d’échantillons non-conducteurs, les électrons s’accumulent a la surface de
I’échantillon ce qui crée des régions tres lumineuses. Quant a I’eau présente dans 1’échantillon,
elle s’évapore dans la chambre d’observation di a la faible pression. Cette évaporation va
flouter 1’objectif et peut de cette fagon, diminuer la netteté de I’image.

Cependant, malgré 1’étape de métallisation, les images obtenues n’étaient toujours pas nettes et
¢taient toujours caractérisées par la présence de régions lumineuses a la surface des cristaux de
béta-hématine. La métallisation des échantillons a uniquement permis de faciliter la capture des
images des cristaux présents dans les différents échantillons sans toutefois supprimer les
régions lumineuses a la surface des cristaux et sans améliorer la netteté de ’image. Un probleme
expérimental de paramétrage du contraste est donc a envisager plutét qu’un probléme de
conductivité et de présence d’eau dans I’échantillon. [75] photos A,B,C de la Figure 8.
(Annexel)

La morphologie et la taille des cristaux synthétisés dans nos différents protocoles différent de
ce qui est habituellement décrit dans la littérature. (Figure 8, Annexe 1) [3,52,55,85,86,87] Les
cristaux de béta-hématine synthétique et d’hémozoine, bien qu’ils soient isostructuraux,
présentent a 1’imagerie des différences dans la morphologie des cristaux. Les cristaux
d’hémozoine sont remarquablement uniformes en taille et forme. Ils ont une morphologie
parallélépipédique et une taille de ’ordre de 800x200x200 nm. [87] Leurs bords sont pointus
et tranchants; caractéristiques de cristallinité. [85] Différents protocoles de synthese de la béta-
hématine ont produit du matériel diversifi¢, pouvant étre faiblement cristallin et hétérogene au
sein du méme échantillon produit. [55] La forme et la taille des cristaux peuvent différer selon
le protocole de synthése de la béta-hématine. [88] Il a néanmoins été montré que la
cristallisation de I’hématine dans un milieu aqueux donnait rarement lieu a une surface de cristal
lisse et pourvue de bords pointus mais plutot a des cristaux rugueux ; leur surface étant grélée
de formations rugueuses quasi sphériques. A 1’opposé, la cristallisation de 1’hématine dans un
milieu qui mime 1’environnement lipidique tel qu’on peut le rencontrer dans la vacuole
digestive des parasites, donnera des cristaux trés similaires a ceux extraits des parasites, c’est-
a-dire plus uniformes, lisses et pointus. [85]

Les structures observées pour nos deux protocoles de synthése, aprés micronisation, sont de
taille bien supérieure a ce que 1’on décrit dans la littérature ; leur taille étant de I’ordre de 200
um. Ces structures revétent en outre, un aspect irrégulier, non cristallin et plutét amorphe. On

peut cependant observer a leur surface, la présence de nombreuses petites irrégularités. Ces
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structures pourraient étre des agrégats amorphes de béta-hématine, revétant a leur surface de
petits cristaux ou des petits dépots amorphes. (Figure 8, Annexe 1)

Un agrandissement de ces petites irrégularités de surface aurait peut-&tre pu démontrer leur
nature cristalline. On peut également remarquer que les structures observées en SEM pour nos
deux protocoles de synthése, sont assez similaires a ce qui avait été observé par Traore.O.,
identifi¢ comme béta-hématine.[3] (Annexe 1)

Les échantillons métallis€s quant-a-eux montrent une taille de ces structures amorphes
inférieure a celle des structures observées dans les échantillons non-métallisés; la micronisation
dans un mortier ou au bain a ultrason ayant été réalisée plus longtemps.

Cependant, sur base de nos observations en SEM, il est impossible de déduire que nous avons
bien produit grace aux protocoles 1 et 2, de la béta-hématine. Nous pouvons cependant affirmer
que les structures observées en SEM sont le résultat de la micronisation de plus grosses
structures ; I’aspect cristallin de ces structures avant micronisation n’a pas été examiné. Apres

micronisation, leur aspect ne revét pas 1’aspect de cristaux.

Figure 8 Images a haute résolution des porphyrines. A : Béta-hématine protocole 1. Taille : 250um- 167um
B : Béta-hématine protocole 2. Taille : 250um- 200um B-bis : Autre image plus nette de la béta-hématine
protocole 2. C : Hématine porcine. Taille : 267um-175um C-bis : Autre image de [’hématine porcine. D :
Hémine. Taille : 50um-17um

48



3.2.2.3 Diffusion dynamique de la lumiére

La derniére technique utilisée est la diffusion dynamique de lumiére communément appelée
DLS (Dynamic light scattering en anglais). Elle permet de mesurer la taille et distribution de
taille des particules en suspension. Les solutions des quatre échantillons a 10 mg/mL étaient
trop opaques pour que le faisceau lumineux puisse traverser la solution. Par conséquent, aucun
rayon lumineux n’est diffusé rendant I’interprétation impossible.

L’ hémine, I’hématine porcine ainsi que la béta-hématine du protocole 1 et 2 a une concentration
de 0,25 mg/mL possédent une distribution polydispersée étant donné la valeur de I’index de
polydispersité’” (PDI) relativement élevé; les index de polydispersité (PDI) étant
respectivement de 0,560; 0,424; 0,261 et 0,580. En effet, les composés ayant un PDI inférieur
a 0,05 sont considérés comme étant des standards tres fortement monodispersés alors que les
composés ayant un PDI supérieur a 0,7 ont une distribution trés polydispersée au point qu’ils
ne pourraient pas étre analysés en DLS (Dynamic Light Scattering). [89] Seule la béta-hématine
du protocole 1 et la béta-hématine du protocole 2 ont un atténuateur®® suffisamment bas que
pour ne pas concentrer plus les échantillons. L’hémine 0,25mg/mL et I’hématine porcine
0,25mg/mL ont un atténuateur de 11; il faut donc concentrer ces échantillons.

Le seul échantillon ne nécessitant pas d’optimisation est celui contenant la béta-hématine

0,25mg/mL issue du protocole n°l. En effet, son atténuateur est faible, les courbes de

37 Les particules d’un échantillon dit « monodispersé » auront une taille et une forme relativement sphérique et
uniforme alors que les particules d’un échantillon « polydispersé » présenteront des formes asymétriques.
L’intensité de la polydispersité de I’échantillon est démontrée par I’index de polydispersité (PDI). Plus celui-ci est
élevé, plus I’échantillon est considéré comme polydispersé. Au contraire, plus le PDI est proche de 0, plus il est
considéré comme monodispersé. Le PDI pour la DLS utilisée dans ce travail peut varier entre 0 et 1. Une valeur
au-dessus de 1 signifierait que la distribution est tellement polydispersée que 1’échantillon n’est pas analysable en
DLS. [79]

38 L’atténuateur est un paramétre qui est propre a la DLS utilisée. Il est donné en fonction du signal percu par le
détecteur de la machine. Cela signifie que plus I’atténuateur est élevé, plus la transmission du signal pergu est
grande et par conséquent, plus la concentration de 1’échantillon est faible. L’atténuateur est donc un indicateur
pour les utilisateurs de la DLS afin de savoir si leurs échantillons sont trop peu concentrés ou au contraire trop
concentrés.[79]
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distribution se superposent ce qui signifie que les 3 runs enregistrés sont reproductibles. Sa

qualité est considérée comme « bonne » par le logiciel (Figure 9.)

Diam. (nm) % Intensity Width (nm)
Peak 1: 319,0 96,6 150,6
Pdl: 0,261 Peak 2: 4910 3.4 6671
Intercept: 0,830 Peak 3: 0,000 0,0 0,000
Result quality : Good

Z-Average (dnm): 2820

Size Distribution by Intensity

Intensity (%)

o

01 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)

—— Record 17: beta hematin prot1 (10mginL dilué40x) 2021-11-30 1
Record 18: beta hematin prot1 (10mganL dilué40x) 2021-11-30 2
—— Record 19: beta hematin prot1 (10mginL dilué40x) 2021-11-30 3|

Figure 9.. DLS de la béta-hematine 0,25 mg/mL issue du protocole n°l. Taille hydrodynamique : 282,6 nm, (282,6
+.4,160 ) nm. Atténuateur :4. PDI :0,261. 3 runs reproductibles.

Suite a ces résultats peu concluants de par I’absence de superposition des courbes, les
atténuateurs et les PDI élevés, le protocole a ét¢ optimisé.

L’analyse de ces mémes échantillons des quatre composés a 0,5mg/mL n’a pas révélé
d’optimisation. En effet, les runs ne sont pas superposés ; les PDI ainsi que I’atténuateur
augmentent.

Afin de s’assurer qu’augmenter la concentration ne permette pas une optimisation qualitative,
la concentration de chaque échantillon a ét¢ augmentée une nouvelle fois a 1 mg/mL et chaque
poudre d’échantillon a ét¢ micronisée dans un mortier puis au bain a ultrason pendant 15
minutes a température ambiante dans le but d’obtenir la poudre la plus homogene possible.
Les résultats obtenus n’étaient de nouveau pas qualitatifs : les spectres ne sont pas superposeés,
les PDI ainsi que les atténuateurs sont élevés. La taille des particules des échantillons ne peut
donc pas étre déterminée.

En résumé, le seul résultat pouvant nous indiquer une estimation de la taille des particules est
celui de la béta-hématine 0,25mg/mL issue du protocole n°1 (Figure 10). Il est cependant
impossible de le comparer aux autres résultats; ces derniers étant inutilisables de par la
persistance d’un atténuateur tantot €levé et/ou de courbes non superposables.

Notons que plus la concentration des échantillons est augmentée, plus les résultats obtenus sont
difficiles a interpréter. Afin de contrer ce probleme, il faudrait optimiser la micronisation afin
de standardiser au plus les échantillons. Ce probleme a ¢ét¢ précédemment observé lors de
I’analyse en SEM: la micronisation dans un mortier ou au bain a ultrason n’a pas permis de
réduire, ni d’homogénéiser la taille des « cristaux ». La taille des particules est donc impossible

a évaluer dans ces conditions par DLS.
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Il serait donc intéressant de procéder a de plus amples tests afin d’établir un protocole

permettant une meilleure caractérisation des produits de synthése.

3.2.3 Tests de solubilisation de la béta-hématine

Deux solvants de solubilisation ont été initialement utilisés : 1’hexane et 1’hydroxyde de
sodium. La béta-hématine mise en présence d’hexane est insoluble, peu importe la
concentration de la solution. Nous abandonnons dés lors tres vite 1’idée de solubiliser la béta-
hématine dans I’hexane. L ’hémine et I’hématine porcine se révelent également étre insolubles

dans I’hexane. La béta-hématine est quant a elle tout a fait solubilisée dans du NaOH.

Cette solution est ensuite diluée a I’aide de méthanol ou d’eau Mili-Q. La béta-hématine reste
soluble aux différentes concentrations préparées avec [’ajout de méthanol; aucune

précipitation n’a été détectee.

De méme, la béta-hématine solubilisée dans du NaOH ne précipite pas lorsqu’on la dilue dans
de I’eau Mili-Q. Cependant, le pH de la solution diluée avec I’eau Mili-Q est beaucoup plus
¢leve que le pH de la solution diluée avec du méthanol. En effet, le pH de la solution diluée a
I’eau Mili-Q est de 12 alors que celui de la solution diluée au méthanol est de 8. Il n’est donc

pas intéressant d’utiliser la solution au pH trop ¢€levé.

La solubilisation de I’hémine ainsi que de I’hématine porcine dans du méthanol et de I’eau
déminéralisée a également été vérifiée aux différentes concentrations décrites dans le protocole.
Aucune précipitation de ces composés n’a été observée. Ici encore, nous privilégierons la
dilution dans du méthanol, au détriments de 1’eau Mili-Q, car les échantillons dilués dans le

méthanol présentent un pH moins élevé (pH 8) que ceux dilués dans I’eau (pH 12).

En conclusion, il est donc possible d’utiliser le méthanol ou 1’eau ultra-pure comme solvant
afin de diluer les solutions stock de béta-hématine, d’hémine ou d’hématine porcine et ainsi
permettre leur injection en LC-VIS. Les solutions diluées dans le méthanol sont cependant
privilégiées en LC-VIS de par leur pH plus faible afin de ne pas détériorer la colonne HPLC en

silice.
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3.2.4 LC-VIS

Trois solutions stocks a 10ug/mL ont été préparées en solubilisant béta-hématine, hémine et
hématine porcine dans de I’hydroxyde de sodium 0,4M. A partir de ces solutions stock, des
échantillons de concentrations différentes (2ug/mL ; 1pg/mL ; 0,5 pug/mL ; 0,25 pg/mL ; 0,2
ng/mL) ont été préparés en diluant chaque solution stock dans du méthanol ou dans de I’eau
Mili-Q.

Afin d’éviter une précipitation des échantillons de béta-hématine, d’hémine et d’hématine
porcine lors de 1’injection en HPLC, en présence de divers solvants, chaque échantillon a été
préalablement testé¢ en présence de chaque solvant séparément et de mélanges de solvants,
constituant la phase mobile. Comme le montre la Tableau 6., aucune précipitation (NP) n’a été
observée et ce pour aucun des échantillons, quels que soient leurs concentrations, la solution
stock utilisée (béta-hématine, hémine, hématine porcine), le diluant de la solution stock (eau
Mili-Q ou méthanol) ou encore le solvant de la phase mobile. (Tableau 6.) Les résultats
présentés dans la Tableau 6. sont transposables aux solutions stock d’hémine et d’hématine

porcine.

Tableau 6. Etude de la précipitation de différents échantillons de concentrations croissantes (solution stock de
béta-hématine diluée dans du méthanol ou de I’eau Mili-Q) dans différents solvants ou mélanges de solvants
(phase mobile) a volume égal.

NP — Aucune preécipitation.

MeOH | Eau | Acide |TFA |ACN | MeQH/Eau|0,1% ]0,1% | 0,05%

Phase Mili-Q | acétique Mili-Q/ TFA TFA TFA
mobile
(200pnL) Ac V) ) /v)

Acétique | dans dans dans
(32:18:5) | ACN eau ACN

Echantillons Mili-Q
(200pL)

1 02 ug/mL NP NP NP NP NP NP NP NP NP
2 025ug/ml | NP | NP | NP NP NP NP NP NP NP
3 0.5 pg/nl NP | NP | NP NP NP NP NP NP NP
4 1 uglpl NP | NP | NP NP NP NP NP NP NP
5 2ugml NP | NP | NP NP NP NP NP NP NP

Les caractéristiques des échantillons ainsi que les parametres de ’HPLC-VIS décrits dans le
protocole sont mis en place afin de quantifier la béta-hématine.

Un échantillon de béta-hématine 2 pg/mL a été injecté en isocratique apres avoir réalisé un
blanc composé d’hydroxyde de sodium et de méthanol. Par contre, la solution stock de béta-
hématine diluée dans I’eau présente un pH de 12 ce qui est trop €élevé pour 1’injecter en HPLC-
VIS. La suite des injections se fera uniquement avec une solution stock de béta-hématine diluée

dans du méthanol (pH 8).
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Le chromatogramme de 1’échantillon dilué dans le méthanol ne montre aucun résultat. En effet,
il n’y a aucune détection; cela est probablement di a une concentration beaucoup trop faible en

béta-hématine. Il est donc nécessaire d’augmenter la concentration de I’ échantillon.

Beta-hématine diluée dans MeOH (250 ug/mL)

Intensity (V)
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Figure 10. Chromatogramme en HPLC-VIS d’une solution stock de béta-hématine diluée dans du méthanol afin
d’obtenir une concentration finale de 250 ug/mL. Echantillon injecté a une longueur d’onde (1) de 395 nm selon
le protocole décrit dans matériel et méthodes (cfr 3.1.4)

Suite a I’injection de 1’échantillon de béta-hématine a une concentration de 250 pg/mL, on
obtient un chromatogramme qui contient des pics. Cela signifie qu’augmenter la concentration
¢était nécessaire afin de permettre la détection de béta-hématine. (Figure 10.)

Cependant, on peut remarquer, sur la Figure 10, la présence d’un triple pic. Il est donc
nécessaire de s’interroger sur la présence de ce triple pic. Il pourrait étre occasionné par la
présence de particules de béta-hématine de tailles différentes dans la solution, par la présence
de résidus tels que de I’hémine ou de I’hématine ou encore par 1’utilisation d’une phase mobile

qui ne correspondrait pas a 1’échantillon analysé.

Une potentielle technique imaginée pour résoudre le probléme de particules de tailles
différentes est la filtration des quatre échantillons de béta-hématine (100 pg/mL ; 111,11 pg/mL
; 125 pg/mL ; 250 pg/mL). Malgré la filtration, il y a toujours présence d’un triple pic sur les
chromatogrammes témoignant que ce dernier n’est pas di a la détection de particules de béta-
hématine de tailles différentes. On en conclut donc que la filtration des échantillons n’est pas
nécessaire.

La deuxiéme hypothése serait que 1’on détecte en méme temps que la béta-hématine, des résidus
d’hémine et d’hématine puisque ceux-ci sont les précurseurs de la béta-hématine. On observe
que les pics obtenus sur les chromatogrammes des échantillons de béta-hématine, d’hémine et
d’hématine sont identiques et possédent également un temps de rétention (t;) identique . On

peut en conclure que les composés injectés présentent une structure semblable qui ne permet
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pas de les différencier. A ce stade, il est donc impossible de conclure qu’il y ait ou non la

présence d’hémine ou d’hématine. (Figure 11)

Beta-hématine diluée dans MeOH (100 ug/mL)
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Figure 11. Chromatogramme en HPLC-VIS d’une solution stock de béta-hématine (a), d’hémine (b) ou
d’hématine (c), chacune diluée dans du méthanol afin d’obtenir une concentration finale de 100 ug/mL.
Echantillon injecté a une longueur d’onde (X) de 395 nm selon le protocole décrit dans matériel et méthodes (cfr
3.1.4). Temps de rétention entre 20 et 25 minutes.

Etant donné que la filtration et la détection d’éventuels résidus (hémine, hématine) n’ont pas
contribué a I’obtention d’un simple pic, il est intéressant de changer la phase mobile et/ou de
changer de mode, en passant a un mode en gradient.

Dans le but d’améliorer la résolution du triple pic, la phase mobile est changée. Les échantillons
de béta-hématine, d’hémine et d’hématine sont injectés dans ce systéme en mode isocratique et

sont ¢lués par la nouvelle phase mobile. Les résultats obtenus sont comparés avec ceux obtenus
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avec I’ancienne phase mobile.

En présence de la nouvelle phase mobile eau Mili-Q, méthanol, acide formique (75 : 25 : 0,1
v/v) injectée en mode isocratique, aucun résultat n’est obtenu. En effet, aucun composé n’est
détecté et donc le chromatogramme ne présente aucun pic. Cette deuxieme phase mobile ne

permet ni I’¢élution ni la détection des différents composés.

Suite a ces résultats non concluants de la nouvelle phase mobile eau Mili-Q, méthanol, acide
formique (75 : 25 : 0,1 v/v) injectée en isocratique, le systéme est nettoyé avec la premicre
phase mobile méthanol, eau Mili-Q, acide acétique ( 256 : 144 : 40 v/v) afin d’¢luer les
composés qui pourraient étre retenus dans la colonne. Lors de cette ¢lution, un pic est obtenu
ce qui confirme que la premiere phase mobile est adaptée au systeéme et aux échantillons,
contrairement a la seconde phase mobile. Cependant, la résolution n’est toujours pas optimale;
le pic observé est asymétrique.

Des échantillons de béta-hématine, d’hémine, d’hématine porcine sont ensuite injectés dans un
mode en gradient. (Tableau 2) Le pic obtenu sur chaque chromatogramme suite a la détection
des différents composé€s a été¢ optimisé. En effet, le pic de chaque échantillon apparait sur le
chromatogramme comme étant un seul pic, fin et symétrique. Le mode gradient permet donc
une amélioration des résultats. A ces trois échantillons, un quatrieme contenant de la béta-
hématine, synthétisée préalablement par Traore O. [3], a été analysé. Dans ce dernier cas, un

pic simple, fin et symétrique apparait également sur le chromatogramme.

Afin de comparer ces chromatogrammes, un multi-display a été réalisé. On peut remarquer que
la béta-hématine synthétisée par Traore O. [3] a un temps de rétention identique a celui de
I’hémine et de ’hématine porcine alors que 1’autre échantillon de béta-hématine possede un
temps de rétention plus court. (Figure 12) Cela pourrait étre expliqué par une mauvaise €lution,
par la présence de résidus dans 1’échantillon de béta-hématine synthétisée ou encore par les
blancs utilisés entre chaque échantillon. Cette différence de temps de rétention pourrait donc

étre une erreur expérimentale ou un probléme au niveau de 1’échantillonnage.
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Figure 12. Superposition des chromatogrammes de solutions stock de béta-hématine anciennement synthétisée
par Traore O.(a), de béta-hématine (b), d’hématine porcine (c), d’hémine (d), chacune diluée dans du méthanol
afin d’obtenir une concentration finale de 100 ug/mL. Echantillons préparés et injectés a une longueur d’onde
(1) de 395 nm selon le protocole décrit dans matériel et méthodes (cfr 3.1.4). Temps de rétention : 28 minutes
pour la béta-hématine (b), 29 minutes pour la béta-hématine anciennement synthétisée.(a), 29 minutes pour
["hématine porcine (c) et 29 minutes pour [’hémine (d).

Les pics obtenus sur les chromatogrammes sortent a la fin de I’analyse. (Figure 12) Afin de les
déplacer vers le milieu du chromatogramme, un allongement du temps d’analyse et/ou une
modification du gradient doivent étre envisagés.

De nouveaux échantillons de béta-hématine, de béta-hématine synthétisée par Traore O.[3],
d’hémine, d’hématine porcine sont préparés dans le but d’étre analysé dans un mode gradient
différent du précédent ou le temps de I’analyse a été allongé. (Tableau 3.) L’injection de ces
échantillons permettra d’identifier le probléme obtenu suite aux temps de rétention différents.
(Figure 12)

Une superposition des chromatogrammes a également été réalisée de facon a comparer les

quatre échantillons analysés. Les deux béta-hématine ont un temps de rétention identique qui

équivaut a 29 minutes. (Figure 13)
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Figure 13. Superposition des chromatogrammes de solutions stock de béta-hématine anciennement synthétisée
par Traore O.(a), de béta-hématine (b), d’hématine porcine (c), d’hémine (d), chacune diluée dans du méthanol
afin d’obtenir une concentration finale de 100 ug/mL. Echantillons préparés et injectés a une longueur d’onde
(1) de 395 nm selon le protocole décrit dans matériel et méthodes (cfr 3.1.4). Temps de rétention : 29 minutes
pour la béta-hématine (b), 29 minutes pour la béta-hématine anciennement synthétisée (a), 29 minutes pour
I’hématine porcine (c) et 29 minutes pour I’hémine (d)

La derniére étape consiste a éviter le carry-over qui correspond a un pic d’analyte présent sur
le chromatogramme d’un blanc injecté apres I’échantillon. Ce pic est présent sur le
chromatogramme du blanc mais également sur celui de 1’échantillon au méme temps de
rétention (T;); cependant, I’aire du carry-over est inférieur a 1’aire du pic de I’analyte présent
dans I’échantillon injecté. Il est donc nécessaire de réduire le carry-over afin d’éviter que les
analytes issus des analyses précédentes ne demeurent présents dans le systeme LC. Ceci meénera
a un surdosage lors de la quantification, I’accumulation. Jusqu’a présent, tous les échantillons
¢taient séparés par un blanc. Il est donc nécessaire, dans le but d’établir une droite de

calibration, de connaitre le nombre de blancs qui doivent séparer les échantillons de sorte qu’il

n’y ait pas d’accumulation de substances dans la colonne ce qui pourrait fausser les résultats.

Le gradient utilis¢ est toujours le méme que pour les échantillons précédents ainsi que le temps
de run qui est de 40 minutes. (Tableau 3.)

Avant I’injection des blancs, un échantillon de béta-hématine a 100 pg/mL est injecté.
Quatre blancs seront nécessaires pour diminuer le carry-over et ainsi empécher la récolte de

résultats faussés. (Figure 14)
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Figure 14 : Superposition des chromatogrammes du blanc numéro un (b) qui est le blanc injecté apres l'injection
de béta-hématine 100ug/mL et du blanc numéro quatre (a) qui est le dernier blanc a étre injecté. Le carry-over a
fortement diminué au quatrieme blanc.

Un dernier essai d’optimisation des carry-over a été réalisé. Apres injection de béta-hématine a
100pg/mL a un gradient tel que représenté au Tableau 3., quatre blancs ont ét¢ injectés en
i1socratique via un mélange de méthanol, d’eau Mili-Q et d’acide acétique (256 : 144 : 40 v/v).
Aucun pic n’apparait sur le chromatogramme des quatre blancs. Il n’y a donc pas de carry-over
présent lors de 1’injection de 4 blancs consécutifs a I’injection d’un échantillon. Cependant, un
cinquieme blanc injecté, cette fois, en gradient (Tableau 3.) permet de détecter un pic de haute
intensité sur le chromatogramme. En effet, un carry-over est apparu alors que lors de 1’injection
des 4 blancs en isocratique, aucun carry-over n’est détecté. Cela signifie que les blancs doivent
¢galement étre injectés en gradient afin de permettre une élution compléte des résidus présents
dans la colonne.(Figure 15) Cette méthode n’est cependant pas idéale pour gérer le probleme

de carry-over étant donné que le temps d’analyse de chaque blanc est trés long.
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Figure 15 : Superposition des chromatogrammes du blanc numéro quatre (a) qui est le dernier blanc injecté en
mode isocratique et du blanc numéro cing (b) qui est le blanc injecté en mode gradient. Un pic au cinquieme blanc
réapparait.

Enfin, de fagon a vérifier que tous les paramétres de ’HPLC permettent un dosage significatif
de la béta-hématine, deux droites de calibration ont été réalisées.(Figure 16) Le protocole ainsi
développé et décrit a été testé en injectant en HPLC-VIS des échantillons de béta-hématine de
concentrations échelonnées de 0,01 ug /mL a 150 pg /mL, selon un gradient et des phases
mobiles a présent connus. De 0,01 pg/mL a 10 pg/mL, chaque échantillon est séparé du
préceédent par deux blancs. Les échantillons a une concentration de 10 pg/mL jusque 150 pg/mL
sont injectés apres 1’injection de 4 blancs. Chaque concentration d’échantillon a été testée en

duplicata.
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Droites de calibration d'échantillons de béta-hématine (0,01pg/mL a 150 pug/mL)
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Figure 16 : Droites de calibration d’échantillons de la béta-hématine de 0,01 ug/mL, a 150 ug/mL. Chaque
échantillon est préparé a partir d 'une solution stock de béta-hématine et est diluée dans du méthanol afin d’obtenir
les concentrations désirées. De 0,01 ug/mL a 10 ug/mL, chaque échantillon est séparé du précédent par deux
blancs. Les échantillons a une concentration de 10 ug/mL jusque 150 ug/mL sont injectés apreés I'injection de 4
blancs. Les blancs sont composés d’hydroxyde de sodium 0,4M et de méthanol. La phase stationnaire utilisée est
une colonne de silice greffée C18. Le mode utilisé est un gradient.

L’analyse de ces deux droites de régression révéle un coefficient de détermination (R?) de
0,9955 et de 0,9973. Celles-ci sont respectivement caractérisées par la relation y = 145159x+
156653 et par y = 142738x+ 109912.

Le coefficient de détermination (R?) équivalent a 1 signifie que 1’équation de la droite de
régression est capable de déterminer 100% de la distribution des points. Dans le cas présent, R?
étant tres éleve et proche de 1, signifie que I’ensemble des points sont alignés ou quasiment
alignés sur cette droite de régression.

A T’aide de ces deux équations, il serait donc possible de déterminer la concentration en béta-

hématine d’une solution a partir de la mesure de I’absorbance de cette solution.

Une méthode de quantification de la béta-hématine en LC-VIS est donc possible.
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4 Conclusions et perspectives

L’émergence de résistances aux traitements anti-malariques pousse les chercheurs a ¢étudier de
nouvelles molécules présentant potentiellement une activité anti-malarique. [64] Dans ce
contexte, certains composés issus de venins de crapauds sont a I’étude a ’'UMons, dans le
Laboratoire d’ Analyse Pharmaceutique. [25,62,63] Afin de développer de nouvelles stratégies
thérapeutiques, les chercheurs ¢tudient différentes caractéristiques de I’hémozoine telles que sa
structure et sa formation. Alors que sa synthése par polymérisation est le moyen de défense mis
en place par le parasite face a la toxicité de ’héme, ’hémozoine pourrait aussi étre le « talon
d’Achille » du parasite; certaines drogues anti-malariques interférant avec sa synthése. [90]
L’hémozoine a un analogue synthétique qui est la béta-hématine. Une évaluation quantitative
in vitro de la formation béta-hématine, en présence de composés aux propriétés antipaludiques
potentielles, permettrait d’étudier la capacité de ces composés a inhiber la voie de synthese

conduisant a la formation de béta-hématine.

Ce travail de recherche se donnait pour objectif de jeter les premicres bases du développement

d’une méthode de quantification de la béta-hématine en LC-VIS.

En premicere partie, deux protocoles de synthése de béta-hématine (protocole 1 et 2), a partir
d’hémine, ont été développés en se basant sur des méthodes de synthése existantes et ont été
optimisés, en modifiant les concentrations de départ et les temps d’incubation. Pour chacun des
deux protocoles, le milieu réactionnel utilisé possede un pH acide proche de celui de la vacuole
digestive du parasite soit un milieu réactionnel qui, in vivo, permet la biosynthése de
I’hémozoine.

Ces deux protocoles optimisés ont permis d’obtenir un rendement moyen de synthese de (44+
2)% pour I’un et de (60 = 4)% pour I’autre et ont permis de comparer les deux produits obtenus.
Ces échantillons de syntheése ont été étudiés par FT-IR, SEM et DLS afin de s’assurer que les
produits synthétisés dans les deux protocoles correspondaient bien a de la béta-hématine. Ils
ont également été¢ comparés aux précurseurs de la béta-hématine: I’hémine et I’hématine.
Couramment utilisée dans le cadre de la caractérisation de protoporphyrines, la FT-IR a révélé
lors de I’analyse des produits synthétisés via les protocoles 1 et 2, la présence de trois bandes
spectrales caractéristiques de la béta-hématine. Ces bandes spectrales sont différentes de celles
observées pour I’hémine et I’hématine. Ces résultats suggerent que les produits obtenus a 1’issu
des deux protocoles de synthése sembleraient étre de la béta-hématine.

L’observation par SEM a révélé que les produits synthétisés au laboratoire présentaient une

morphologie et une taille différentes de celles des cristaux de béta-hématine ou d’hémozoine
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habituellement décrites dans la littérature. Les structures observées pour nos deux protocoles
de synthese de béta-hématine, apreés micronisation, présentent un aspect irrégulier, non cristallin
et plutot amorphe avec présence de nombreuses petites irrégularités de surface. Ces structures
pourraient étre des agrégats amorphes de béta-hématine, revétant a leur surface de petits
cristaux ou des petits dépots amorphes. Il est toutefois impossible, sur base de I’analyse en SEM
de déduire que ces structures sont bien des cristaux de béta-hématine ou des agrégats de béta-
hématine. Un protocole de synthése de béta-hématine dans un milieu qui mime I’environnement
lipidique et a pH acide tel qu’on peut le rencontrer dans la vacuole digestive des parasites [85]
ou un protocole de synthése tel que décrit par Jaramillo et al. [53] devraient étre des voies
privilégiée pour la poursuite de ce travail. Ils devraient permettre la synthése de cristaux plus
similaires a ceux extraits des parasites, ce qui permettra des lors leur utilisation comme modele.
Toutefois, la béta-hématine synthétisée dans nos deux protocoles, bien qu’elle ne revéte pas les
caractéristiques de cristallinité observées pour 1’hémozoine ou dans certains protocoles de
synthese, nous permet d’obtenir, en des temps de synthese courts, les rendements nécessaires a
la réalisation de nos multiples échantillonnages et tests de solubilisation. Elle devrait également
nous permettre de tester in vitro, lors d’un prochain développement, I’efficacité de composés
et molécules anti-malariques sur la synthése de béta-hématine.

Dans la présente situation, I’analyse par diffusion dynamique de DLS n’a pas permis d’obtenir
des résultats probants. Cette méthode de mesure de la taille des particules en suspension n’a pu
permettre I’identification et la caractérisation des produits synthétisés dans nos deux protocoles
et ne permet également pas une comparaison avec 1’hémine, ’hématine. L’augmentation des
concentrations des échantillons analysés n’a pas permis de déterminer la taille des particules
des échantillons analysés. La micronisation dans un mortier ou au bain a ultrason n’a pas permis
de réduire, ni d’homogénéiser la taille des « cristaux ». Optimiser les paramétres d’analyse ainsi
que la micronisation afin de standardiser au mieux les échantillons, seront des voies a suivre

afin de faciliter I’obtention de résultats quant a la distribution de la taille des particules.

Parmi ces trois techniques d’identification et de caractérisation, seule la FT-IR semble nous
confirmer dans le cas présent que la molécule synthétisée dans les deux protocoles, serait bien
de la béta-hématine.

La deuxieéme partie concerne la séparation chromatographique. Avant de pouvoir injecter les
échantillons en HPLC-VIS et de permettre une éventuelle quantification de la béta-hématine,
des tests de solubilisation de la béta-hématine de synthese ont été effectués. Une fois solubilisée

dans du NaOH, la solution de béta-hématine a été diluée dans du méthanol ou de 1’eau ultra-
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pure. Le méthanol, fut privilégié par la suite vu son pH plus faible (~ pH 8) en vue d’assurer
une meilleure compatibilité avec le systéme LC.

Il était également essentiel de déterminer une composition de phase mobile qui évite toute
précipitation des échantillons de béta-hématine. Aucun des mélanges de solvants testés,
constituant la phase mobile, n’a engendré de précipitation des échantillons de béta-hématine de
synthese.

Lors de la séparation chromatographique, le passage du mode isocratique au mode gradient et

I’allongement du temps d’analyse, ont permis de générer les chromatogrammes.

La méthode de séparation ainsi développée a permis de construire une droite de calibration pour
une gamme de concentrations entre 0,01 pg /mL a 150 pg /mL.
Un phénomeéne de carry-over important a également été constaté. Différentes approches ont été
tentées afin d’y remédier. Seul un rincage conséquent en mode gradient s’est montré
satisfaisant.
Ces différents points contribuent a conclure qu’il est possible de quantifier la béta-hématine en
LC-VIS. Cependant de nombreux axes d’amélioration sont encore présents.

e Développer une stratégie plus simple afin d’éliminer le phénomene de carry-over

e Tenter d’améliorer la sensibilité afin de rejoindre un domaine de concentrations plus

proche des concentrations cibles présentes dans les tests in vitro

e Réaliser une validation analytique

Pour rappel, disposer d’une méthode de quantification de la béta-hématine en LC-VIS apportera
un moyen supplémentaire d’évaluation de test in vitro de 1’efficacité de molécules candidates
anti-malariques ayant pour mode d’action cible la syntheése de ’hémozoine.

L’avantage résiderait dans le fait qu’un tel test ne requiert pas la présence du parasite. En effet,
les molécules a tester seraient évalués lors d’un test de polymérisation de I’hémine en béta-
hématine en présence d’un agent inducteur. La quantité de 1’analogue de I’hémozoine formée
et quantifiée en LC-VIS, sera le t¢émoin de I’action de la molécule sur cette synthese et au de-

1a, confirmerait le mode d’action de I’agent anti-malarique testé.
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ANNEXE

Annexe 1. Images da haute résolution des porphyrines. A : Béta-hématine protocole 1 métallisée. B : Béta-
hématine protocole 2 métallisée. C : Béta-hématine synthétisée par Traore.O métallisée. D : Hématine porcine
métallisée. E : Hémine métallisée.
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[ Formulaire d’évaluation | Mémoires 20.....-20.... | Evaluateur :

Nom et prénom de I'étudiant :

Grille n°1 : Production écrite — Lecteurs Note attribuée
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20| ... /20
Critéres Inacceptable Insuffisant Satisfaisant Trés bien Commentaires
Qualité formelle
Table des matidres O Non-respect de plus | Non-respect de deux Non-respect d'un Respect de tous
Structure 0 de deux critéres critéres critére les critéres
Orthographe/syntaxe [J
uantité insuffisante
B'ibliographie @ ) Deux critéres Un critére .
Quantité 0 Sources non fiables Les trois critéres
. \ moyennement moyennement
Qualité 0 Trop d'erreurs de ) s sont respectés
Référencement O référencement Fespactes respect
Qualité conten | | 1 1
) Intfodt.;ction i Deux a trois parties Une 3 deux parties)
2. Objectif(s) d.u travail [ Majorité des parties . de moins bonne Toutes les parties
3. Corpsdusujetou [ ) sont de moins bonne . .
B ; mauvaises / Manque ) qualité / une partie sont de bonne
Partie expérimentale ial d qualité / en dessous p p lité
4. Conclusion 0 crucial de contenu du niveau esten ‘essous u qualit
5. Bibliographie hiveau
Résumé O
Ri tentif Détails a améliorer Rigueur
Rigueur scientifique Erreur importante |gueur. scien ' lque au niveau de la scientifique
fort imprécise . L .
rigueur scientifique respectée
Point bonus Pas d'originalité particuliere Originalité a souligner
Grille n°2 : Défense orale — Membres du jury Note attribuée
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20| ... /20
Critéres Inacceptable Insuffisant Satisfaisant Trés bien Commentaires
Support
Lisibilité Plus de deux critéres | Deux critéres ne sont | Un des critéres n’est| Tous les critéres
lllustrations ne sont pas respectés pas respectés pas respecté sont respectés
Orthographe

Qualité oratoire
fluidité, captive le jury

Difficulté de
compréhension du
discours / Lit son texte

Qualité du contenu
liens entre I'écrit et I'oral
MAIS sans redite/copier-
coller du document écrit

Redite de I'écrit / pas
de valeur ajoutée /
Erreurs importantes
dans la présentation

Rigueur scientifique

Réponses aux

questions du jury /
des professionnels

La rigueur scientifique
n'est pas
suffisamment
présente

Réponses erronées ou
erreur importante

Probléme de voix mais
discours relativement

compréhensible/ Lit
son texte

Liens insuffisants /

erreurs importantes a

légéres dans la
présentation

La rigueur scientifique

n’est que partielle

Réponses

majoritairement a
compléter ou nuancer

Discours fluide mais
manque d'assurance

Liens intéressants
erreurs légéres dans
la présentation

La rigueur
scientifique est
majoritairement

présente

Réponses
majoritairement
intéressantes

Discours fluide et

captivant (bonnes

constructions des
phrases)

Liens intéressants
et pertinents pour
la présentation /
Valeur ajoutée
suite a 'écrit / Pas
ou trés peu
d’erreurs dans la
présentation

La rigueur
scientifique est
impeccable

Réponses
intéressantes et
pertinentes

Point bonus

Pas d'originalité particuliére

Originalité a souligner




Grille n°3 : Séance de questions réponses — Membres du jury

Note attribuée

2 4 6 8 10 12 14 16 18 201 ... /20
Critéres Inacceptable Insuffisant Satisfaisant Trés bien Commentaires
Réponses aux ) Réponses Réponses Réponses
Réponses erronées ou o Lo _y
questions du jury / - majoritairement a majoritairement intéressantes et
erreur importante . L )
des professionnels compléter ou nuancer intéressantes pertinentes

Point bonus

Pas d'originalité particuliére

Originalité a souligner

Résultat final

Y a-t-il une information importante que le promoteur souhaiterait partager avec le jury avant d'attribuer la note ?

/20

Commentaires / décisions prises :
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