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 I. Le parasite : genre Leishmania. 

 A. Données épidémiologiques. 
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Figure 1 : Répartition mondiale des cas de Leishmanioses viscérales [1]. 
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Figure 2 : Phlébotome, vecteur des leishmanioses. 

 B. Le parasite : cycle de vie et aspects immunologiques. 

 1. Cycle de développement et formes cliniques. 
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Figure 3: Cycle de développement des leishmanies. 
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Figure 4 : Formes cliniques des leishmanioses. (a) Leishmaniose viscérale, (b) leishmaniose cutanée, (c) 
leishmaniose cutanéo-muqueuse, "nez de tapir". 
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 II. Traitements actuels. 

 A. Lutte contre le phlébotome. 
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 1. Traitements médicamenteux. 

 a) Sels d’antimoines pentavalents. 

a.1)Définition. 
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Figure 5 : Formule chimique des dérivés d'antimoine pentavalent. (a) stibogluconate sodique. (b) 
antimoniate de meglumine. 

a.2)Posologies. 


�	���	��� ��	�	������	�	�������	�RHK��HMS�D�

• 1��$� ��
������	���%���D�HK7IG�& <9 <����������IH�,�IO�����	������	%�',�

FG� ����	� ���	� ��	� @���	� ��� 
��&����	�	���
��� ���� ����� )#� ��� )�!� 
��

������&�����	�������� ��%���%��	�����	����/	� ����	����������������������	�

��
�����	!�

• ����&������� ��� &� ��&����D� ��� JP� ,� PK� & <9 <�� ���� ����� )��� 	��	�

����		���OKG�& ����������������������&���	�IG�����	������	%�',� ����	����

������H�,�J�&
�>	��������,�JGG�& <&
��'����&����������&� ��&���?�����

�����)
�����	���	����������+�����	����
����&�+�&�&����J�����
����	����

������������'�$���������$���
��&����������,����$�	����������	���!�



 

 12 

a.3)Mécanisme d’action. 
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 b) Amphotéricine B liposomale. 

b.1)Définition. 
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Figure 6 : Formule chimique de l'amphotéricine B. 
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b.2)Mécanisme d’action. 
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b.3)Posologies. 
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b.4)Effets indésirables. 
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b.5)Résistances. 
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 c) Pentamidine. 

c.1)Définition. 
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Figure 7 : Formule chimique de la pentamidine. 



 

 15 

c.2)Posologies. 
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�� ��+�
���� ��� 
����� &���
���� �	�� 
���
����	��� ���� ��	� ��������	� ������%��	��

������	�� ��� ���
�����%��	� ���
� ������	� ����
����� ��� ���$/��� ��� �0��� H�� ��� ���	� ���

���
����	� ����� �%��	� 	0	��&�%��	� ��� ��
���	� ��� ������ �'����
����� RHK�� HMS!� ����� 
�����

���	����������'�	�������%��&�������	��&���0������������������	����	�&����	�	!�

c.5)Résistances. 


�	� ��	�	���
�	� ��
����	� ,� ��� �����&������ 	�������� ���	� ,� ����&�����
������ ���

�'�
���������	� ��@0&�	���� ��� �������� $��	0���/	����	����0�&���	� RIKS�� ���	�� %�',���	�

��������	��'�����+���&����������	������������&���
�������	����
�����������	�������RIP��ILS!�

2�����&�����������	����

�&�����������	����&���
����������� ���&������������������

���	���	�
�	������	�	���
�	�RJGS!�

 d) Paromomycine. 
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Figure 8 : Formule chimique de la paromomycine. 
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d.5)Résistance. 
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 e) Miltefosine. 
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Figure 9 : Formule chimique de la miltefosine. 
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e.4)Effets indésirables. 
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e.5)Résistance. 
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 f) Sitamaquine. 

f.1)Définition. 
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f.2)Mécanisme d’action. 
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Figure 10 : Formule chimique de la sitamaquine. 

f.3)Effets indésirables. 
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 g) Azithromycine. 
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Figure 11 : Formule chimique de l'azithromycine (Azadose®). 
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 h) Dérivés azolés. 

h.1)Définition. 
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Figure 12 : Formule chimique des dérivés azolés antileishmaniens. 
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h.2)Mécanisme d’action. 
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h.3)Résistance. 
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 i) Allopurinol. 

i.1)Définition. 
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Figure 13 : Formule chimique de l'allopurinol. 
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i.2)Posologies. 
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i.3)Mécanisme d’action. 
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i.4)Effets indésirables. 
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 j) Sulfate de zinc. 

j.1)Aperçu. 
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j.2)Posologies. 
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j.3)Mécanisme d’action. 


�� &�
���	&�� �'�
����� ��� 
�	� 	��	� 
�&������ ���� �
����� �������	�&��������

����
����		�
����,������
�����	��&������
��	�����	�&�
����� �	������	��0&���
0��	������

�'�Q��!�
'����������@��
����&������ ������	��� ��� �����	�� �&&��������� 
��������������� ���

$���	����&�		� ��	�
���������	����	�%����'��������9���7I�>)�7I?�����')*87[����������	�
������

��������	���&&�����������&�������������$���	�����')�7H^���')�7O���������
����������
��	��

��	� ��&���	� >�*87])� RKOS!� ���� �������	�� �'���&�������� ��	� ���&�	� �&�	�� ���	� �����7

&�
����� �%��	��������	����	������������	��!�
��@��
���		/���� ���&������	����������	�


�
����	����	��������	����	� ��� 
�	���	� ���	�&����	�	� 
������	� RK�� KMS��&��	�� ���&����


����&&���������	��	����	������&�����
�	&���%��!�

j.4)Résistance. 
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 2. Traitements non médicamenteux. 
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 a) Cryothérapie. 
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 b) Thermothérapie. 
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 c) Laser au dioxyde de carbone. 
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 III. Un domaine émergent d’étude des systèmes 
biologiques : la lipidomique. 

 A. De l’analyse des lipides vers la lipidomique. 

 1. Définition des lipides. 

)�� 
�����������	�������&���� ��&�	������������ ��	� ������	��&6&��	�� ����'0�����	�

�
������&��������	�����������%�����������������$���!�

�������� ��� ��&�	�� ��	� ������	� ���� ���� ������	� 
�&&�� ��	� &���
���	�

�0������$�	�����	���$��	����	��'�����&��	�	���$��	����	���	�	������	��� ���%��	������	�

 ���		�	!� ����������� 
�������	� 
��		�	� ��� ������	�� ��	� �	������`��	� ��� ��	� 	�
��	�

�
0��&���	�� 	���� 	���$��	� ���	� �'���� RMH�� MIS!� 2��� ����������� ���	� 
�&��/��� 	������

��		�$�����������������
�&�����'�	��
��	���
���������$��	0������%�����	�������	!����	���

8��0� ��	 ������ RMIS� ���� �����	�� ��� �������� ��	� ������	� 
�&&�� ��	� ������	� &���
���	�

�0������$�	�����&��������	�������������� ���
�����	��������������	���	�����'�����	�

�	������%��	� ,� ������� ��� 
��$�����	� ��� ��� 
��$�
�����	� ��	��
����&���!� 
��


��		���
������ ��� ������	� 	�&���	� ��� 
�&���+�	� �� ����	� ���� �����	��!����	��� ��	� ������	�

	�&���	� 	'�0����0	����������&�+�&�&����+��������	� >�
���	� ��	�� 	�����	���� ��
����

�
0� �0
����	?�������	�%�����	�������	�
�&���+�	�	'�0����0	����������	��������	��������	�

>���	� %��� ��	�  �0
������	���������	� ��� ��	�  �0
�	���� �������	?� RMIS!� 
�� 
��	�����&�


)�)�����1� >����D<<CCC!�����&��	!�� <?��������	������
��		���
���������	����
�	��

��	����������	�������	����IGGK�RMIS��&�	��,���������IGGL�RMJ��MFS���������
�&������	�����	�

���$��	0���/	����	�������	�>��	��+�&���	����	���
����	�&���
������	�	�������	����	����

����+����?!�

2��� 
��		���
������ ���	�  �������� �� � ���&���� ���� ��
����� RMH�� MKS�� 
������������

���� �'�	��
������0��%�����	� ������	!����	��� ����	� �����	�
��		�	���� ������	� �� ��������

��	� �	�/
�	� ������%��	�� �������� ���� 
��� �� �� ������ ��� &������ �� /��&���� �
����

>
�����������	�� ���	������0� �0
����	�� ���	������0����	����	?�� ��	� �	�/
�	� ������%��	�



 

 26 

���$��	��������	����&�������� /��&�����
�������
��� ��	��� �����&�������&��������
�����

>
���&���	�� ���	������0���������&���	?�� ��� ������ ��	� �	�/
�	� ������	�� �� �������� ��	�

������	� ���
���%��&���� ������	� &��	� �����������&���� ������	�$��	� >
���$��	���	��

	���� �&0�����	��
����	����������	���	����
����	�����?!�
��	��'����0	�	����	��
���&������

��� &�		��� ��	� ������	� ������%��	� ��� ������%��	� ���$��	� 	������ ��������������&����

����
��	� ��� ����	������ �� ������ �����	� %��� �'����	������ ��	������� ��� &������ ����Q��

$�	�%����	��������Q�����������������	�������	�������	!�

 2. Extraction des lipides. 
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 3. Méthodes analytiques utilisées. 

 a) Chromatographie liquide. 
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Figure 14 : Schéma et principe de fonctionnement des détecteurs (a) évaporatifs à diffusion de la lumière, et 
(b) à aérosol chargé. 
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Figure 15 : Schéma d'un spectromètre à résonance magnétique nucléaire. 
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Figure 16 : Domaine d'utilisation des sources à pression atmosphérique utilisées en couplage LC/MS [100]. 
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c.1) Source Electrospray. 
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Figure 17 : Expression de la limite de Rayleigh, exprimant la charge q en fonction du rayon R de la 
gouttelette, de la permitivité du vide �0 et de la tension de surface �. 
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Figure 18 : Schéma de fonctionnement de la source electrospray. 
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c.2) Source d’ionisation chimique à pression 
atmosphérique. 
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Figure 19 : Principe de fonctionnement de la source APCI. 
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Figure 20 : Réactions intermédiaires impliquées dans l'ionisation des molécules en APCI [100]. 
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c.3) Source de photoionisation à pression atmosphérique. 
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Figure 21 : Principe de fontionnement de la source APPI (source Syagen). 


��&�
���	&����� ���&��������	� ���	����&������	���������� 	'�+���%���� 
�&&��

	����D�

�

Figure 22 : Mécanismes possibles de formation d'ions en APPI en mode positif [112–114]. M est l’analyte, D 
le dopant. 
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Figure 23 : Mécanismes possibles de formation d’ions en APPI en mode négatif [114–116]. M est l’analyte, D 
le dopant et S le solvant. 
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c.4)Analyseurs utilisés. 
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Analyseur Résolution Gamme m/z 

Quadripôle 2 000 8 000 

Magnétique 60 000 20 000 

Temps de Vol (TOF) 20 000 500 000 

Piège à ions (IT) 5 000 6 000 

Orbitrap 100 000 4 000 

Résonnance cyclotronique (FT-ICR) 1 000 000 4 000 

Tableau 2 : Résolution et gamme de rapport m/z analysable par les principaux analyseurs [100]. 
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Figure 24 : Schéma d'un quadripôle. 
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Figure 25 : Création du champ électrique au sein d'un quadripôle linéaire. 
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Figure 26 : Première région de stabilité obtenue sur le diagramme de solutions des équations de Mathieu, 
sur un plan (q, a) [117]. La zone grisée correspond à la région de stabilité pour un ion donné,  et la droite 

correspondant à un balayage en masse d'un spectromètre est représentée. 
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Figure 27 : Schéma d'une trappe ionique. 
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Figure 28 : Schéma de la trajectoire décrite par les ions isolés au sein d'une trappe ionique. 
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Figure 29 : Diagramme de stabilité obtenu pour une trappe ionique. La première région est représentée par 
la zone blanche [118]. 
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Figure 30 : Schéma d'une trappe linéaire ou trappe 2-D [119]. 
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 2. Stratégies d’investigations. 
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Figure 31 : Schéma de la complexité des différentes stratégies lipidomiques associée à la quantité de 
biomarqueurs potentiellement mis en évidence [125]. 
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 C. Chimiométrie : Méthodes statistiques multivariées. 

 1. Définition. 


�����&��-�
��&��&������.������������	�������������&�/������	����HLPI����������6����

������� 
�&&�� -���� ��	
������� �����	���� ��	� &����&���%��	�� ��	� 	����	��%��	�� ���	�� %���

�'�����	�&������	������ �%������&���������������������	���
����������	��+������
�	����

���
���	� ��� &�	���	� ����&��+�� ��� ����� �������� ��� &�+�&�&� �'�����&�����	�



 

 50 

����������	� ���� �'����0	�� ��� ������	� 
��&�%��	�.� RHJJS!� ������ ��	
������� �� ������

���	����	� �	��
�	� ��� ������&���	� ��� ������	�� ����� ��	� &������	� 	����	��%��	�

&����������	� >����0	�� ��� 
�&��	����� ����
������ �����&������� ��	�&������	� 
����	�

�������	� �
1�� ��� ����	� ��������	?�� ��	� &������	� ��� 
��		���
������ >����� 
��	����� ?�� ���

��
���� ��	� ����	� �'�+������
�	!� 
�	� ���+� ���&���	� 
�	� 	���� ����Q�� �����	�	� ���	� ���

��
���
����'�����&�����	�����������	� ,�������� ���������	� �+����&������	�� �����	� %���

��	� ����	� �'�+������
�	� 	����  �������&���� �����	�	� ����� ����&�	��� ��� ��������

�'�&������
����	�����&/���	��+����&�����+!�

��*��	� 
�&&��
����	� �
�� ���� ��
����� ��� ����
���� ��� ��� ����� ���&������� ���


�&�������� ��	����� ��� ����
���� ��� ��� �
1� �����	���� ���	� ���	� ��
�����	� ��� ����
����

 ���������	�����	��'�+������
�	��������'�+���������	�	��
���
���	����
��+�
���	����
���	�

��	����	���	�������+!�

 2. Analyse en Composante Principale (PCA). 

 a) Principe. 
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 3. Analyse discriminante en Moindres Carrés Partiels 
(PLS). 

 a) Définition. 

������ �����&����������������������_������	���������	���	������	�HLOG�RHFJ��HFFS��

����	������������������ ������!�
������
�����	���������������+�&����
�	���������$��	�4�

>��	�������	?����5�>��	������	�	��5�����������
����4?����	�������&������&�	����������

������������������	�5'�,���������'���	������������	�4'����	�������+�/&����&�	!�
��

������&����	����	��%����	�����
����������
��������&����,��������%����	�������	����	
�������


������&����
����	�5��	��
��������������
��
����������!�

 b) Calcul. 

����� 
���� �'�� �����&�� *)��
1� >&������	� 
����	� �������	� ���7��������	?� �	��

�����%��!� ����� ���� &����
�� ��� �����$��	�4��� ��� ��
����� ��	 �	�� 	���
������� ,� ������� ���

�'�&������%������
����������4�!����	����
��
�����	����
�����
���	�������	��
�&&��	����D�

�

���	�	��������������������&���	������D�

�


����
�����
��������	������	����������������
��
���	�������D�

�

�� 
����� ������� ��� 
����� ��
�� ���&��/��� �	�� ��������!� 1�� ��� ��������
�� ������ ���

��
�����
�������
��
������������
�����
���	����������&�����	��	����������,����	�������������

����	� ��	� ���
����� 	���� ��
��
���	� ��	%�',� 
�� %��� ��� 
����� ��
�� 	���� �

����$��!� 
��


�&��	���������
���������	�������&������	����������������������&����
�����������	�4�����

�������� ��� ������ ���� &����
�� ��	�������� #�� 	�&������� ,� 
����� �$������ ���
���&&����

���	����
��
����������D�

�



 

 54 


��
��
���������
�&��	���������
������	��������	'����
������������%��������&6&��

�� �����&����������	�������&����
��#��
�&&��&����
�����������	������������������	�����

	����!�

������ �����&�����$�	��������&�������������	������������������	�����	���������	�

��� ����
1�� �����	�%��� ��� �� ��		���� ���������&�������� >�
�?�� ��� �� ��		������������$��	�

�������	� >
#�?� ��� ��
���� ��� �� ��		���� ��� �� >��?� RHFK�� HFMS!� ���� �������	�� ��	�

�� �����&�	�������������&������	�������	����� �������������	� �������� �������� �������

%�����		�$��������������$����������������	��������	����&����
�����������	�4�RHFMYHKGS!�

��� 	���� ��	� ������	� ��� 
����
����� ����� ������ ��� 	� ���� >�1�?�� ����� �'�$��
���� �	�� ���

	�����&���������&����
����	�4����������'�����&����������
��������,����&����
����	�5!����

����
���������6����	�&���&������
��������D�

�

���	�
��
�	�����&����
��#��
�����������	�������	��������	���	�������	����������	�����

���	����������&�����
1!�

 c) Exemple. 

�� ������ �'�+�&����� ��������	� �'������ ��	� ���	� �����	��� ���� 3����&������ ��	

�����RHFIS!�
'N �������6������������������&��/����
1�
��
����������������,��'N ���������	�

���	!� 
�� ������� ��
����� �	�� ����
��&���� ���������������� ��� ��&�� ��� ��� ��� $�����

���%����������&��/����������
����	���$����������������
���!����'�$	����������������	�

��	� �����$��	� �����	��	� ����� ��� 
��
��� ��� &��/���� ��� ������� �� ������ �$	������ �����

�'�
����������%�������
���
���������'�
����	������%���&������%���
�	�������	��������%��	�

	�������	���	�������	� ������%�������	����	���	����	������	�%������	���	����	����	�N �	!�

�'��� ������ ��� ���� �����%���� %��� 
�� 	���� ����� ��� ���� ��� ��� �
1�� ��	� ������	�

�
%��	�	� ��� 
����� �� 
�7�1� �������� 	�$��� ��� ���� ������&���� ������ �'6���� ����
���	�

���	� ��	� �� �����&�	!� ���������&���� ,� ��	� 	��
���	� )�� ��� ����*�� �������	�

��������&���� ��� ��	� 	��� �'�+�� ��	� �$	
�		�	� >��� ����	� �'����	?�� ��	� 	���������	�

�$�����	����(�
�����	��������������	������ /��	����������	������&�	�������������	�����

��� 	���� ���
� ��	� 	������	�$��	� 	��	� 
����
����	� ������$��	!� ����� 
���� ���	����	�

���������&���	�� ���	� %�'���� ����
����� ��� ��
	� ����� ��&������ ��� $����� ��� ����� ��� ���

�����������	���
����	������&���%��	� �����	����������� ��&������	�
���&��� ��&&�	��



 

 55 

	���������	�$��	�,��'���������� �
���	������	�>�A&������������� �������+�&���?�������

&�����	����������	�	��	����
�$d����1
�
�$d!�

 4. Plans d’expériences. 

 a) Définition. 


�	�����	��'�+������
�	����&������������
���������&�+�&�&��'�����&�����	�	���

���� �+������
�� ��� ��� &���&�&� ��� ��	�	� RHKH�� HKIS!� )�� �	�� ���	�� ��		�$��� �'��������

�'�&��
���������&/���	��+����&�����+�>���	��&�$�������$��������&������������(�
��T�

����&/���	� ��� 	���
�	� ��� �1?� 	��� ��	� &�	���	� �����	��	�� ��� ��
���� �'����&�	��� 
�	�

����&/���	��&��	�� ���&�����'����������	����������	��'�������&/����$���� �%��!�

)�� �+�	��� ���	����	� �0��	� ��� ����	� �'�+������
�	� >��
������	�� ���
���������	��

���
9���� 3��&���� �7����&��+�� ��
?�� ��� ���
����� ��� �'�����&������ ��� ��� �'�$��
����

��
���
��� ���� �'�+����&��������!� ���������� ���	� ����	���� 	��� ���� &6&�� $�	�� ���

������!����c��	7���	����	����
�	��'����������
�������,����+�������+!�

)�� ����� ����� �'�$���� �������� ��� ��&$��� ��� ����&/���	�� ��� ��
����	�� �	 
������

�����������	��,��������!������+�&�����������'����&�	�������������&/���	����	���
�����

�1�� ���� ��@����� ��� ����&/���	� �������� 6���� 
���	�	�D� ��&��������	��  �@� ���

��$���	������� �@���+������������� ������
����	�������
!����	������������$�		��>7H?��������

������� ������ >aH?� 	���� �������	� ��$�������&���� ����� 
��%��� ��
����!� ������� ��� �	��

��
�		����� ��� 
���	��� ��� 	� ����� ��� �����	��� &�	���� ����� ��� 	������ �'�������
�� ��	�

��
����	�	����'�+������
�!�
�������	�������6�������������	�������	� �������������������
��

�����
�������������	�����
!����	�
���0�����������������&$����'�		��	�,������	����	�����'���

�V� �� �	�� ��� ��&$��� ��� ��
����	� ������	!� 
�� ��$����� J� ���	����� ��� �+�&���� ��� �����

��
�������,�I���
����	�>��&���������������		���?�����
������������������������
����������	�

�����	�	������
��%����		��	�����	��%�����	������	����
��%�����
����!�
�	�	� ��	�-�a�.����

-�7� .���	� ����� ��	��
����&���� ���������������� ��� ����������$�		���������&/���������

�'�		����$	����!�



 

 56 

 

������� ',� �� #���	��� �

�H� -� -� �H�

�I� -� .� �I�

�J� .� -� �J�

�F� .� .� �F�

�H� G� G� ��H�
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�J� G� G� ��J�

�F� G� G� ��F�

�K� G� G� ��K�

����
�� �'� ��� �

Tableau 3 : Exemple de plan d'expérience factoriel à 2 facteurs. 
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Figure 32 : Schéma d'un plan d'expérience à deux facteurs (température et pression ici), avec un point 
central. 
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�

Figure 33 : Exemple de surface de réponse pour un plan d'expérience à deux facteurs (température et 
pression). 
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Tableau 4 : Exemple de plan d'expérience à deux facteurs, tenant compte de l'interaction entre température 
et pression. 
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 c) Plan d’analyse d’effets : Plackett-Burman. 
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Figure 34 : Résultats obtenus pour l'analyse d'effets des paramètres de source ESI de l'API 3000 sur le PC et 
le PG. 
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 I. Introduction. 
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 II. Experimental. 

 A. Sample preparation. 
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 C. Solvents. 
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 D. Lipid extraction. 
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 F. Mass spectrometry. 
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 III. Results and discussion. 

 A. Separation of phospholipid classes by LC-ELSD and LC-
ESI/IT-MS. 
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 VI. Tables and figures. 

Table 1 : Solvent program gradient. 

 Mobile Phases 

Initial conditions  Optimized conditions 

Time A
(1) 

B
(2) 

C
(3) 

 Time A
(1) 

B
(2) 

C
(3) 

min % % %  min % % % 

0 100 0 0  0 98 2 0 

22 12 88 0  3 12 88 0 

42 0 60 40  16 0 60 40 

44 0 100 0  17 98 2 0 

46 0 100 0  28 98 2 0 

48 100 0 0      

68 100 0 0      

/62	�&��
����	(	'&
��
����	/@A;'2	

	 	 /'2	����������	(	'&
��
����	/BC;DC2	

   (3) methanol / water (95:5) 

   All mobile phases containing 0.08% TEA and 1.00% CH3COOH 
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�

Table 2 : Intermediate precision(a), limit of detection (LOD)(b) and limit of quantitation 
(LOQ)(c) study with ion trap mass spectrometer and triple quadrupole mass spectrometer 
(PA: glycerophosphatidic acid ; PG: glycerophosphatidylglycerol ; CL: cardiolipine ; PI: 
glycerophosphatidylinositol ; PE: glycerophosphatidylethanolamine ; PS: 
phosphatidylserine ; LPE: lysophosphatidylethanolamine ; PC: phosphatidylcholine ; 
SM: sphingomyelin ; LPC: lysophosphatidylcholine). 

 ESI/IT-MS  ESI/TQ-MS 

 
RSD LOD LOQ  RSD LOD LOQ 

PLs (%) (ng) (ng)  (%) (pg) (pg) 

PA 7.9 4.1 13.8  8.4 10.7 32.4 

PG 9.7 2.8 9.4  10.2 39.7 120.3 

CL 5.7 59.9 176.3  12.4 55.3 167.5 

PI 9.2 4.8 16.1  3.2 1.6 4.8 

PE 8.0 93.4 311.3  4.0 31.0 93.9 

PS 6.7 9.8 32.7  8.1 13.6 41.3 

LPE 5.3 4.3 14.4  5.5 4.8 14.5 

PC 4.9 0.4 1.4  4.6 3.0 9.2 

SM 6.6 1.4 4.7  1.3 1.6 4.9 

LPC 7.5 1.7 5.6  0.3 1.8 5.5 

(a) calculated over three days  

(b) calculated on 3:1 signal-to-noise ratio 

(c) calculated on 10:1 signal-to-noise ratio 

�
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Figure 35 : Phospholipid classes separation obtained with optimized conditions on a 
standard mixture. (a) ELSD detection. (b) ESI/IT-MS detection in negative (from 0 to 
12.25 min), and positive (from 12.25 to 18 min) ion mode. (c) Glycerophosphatidic acid 
ESI/MS spectra obtained in negative ion mode. 

 
(c) 



 

 88 

�

Figure 36 : Quantitation of phospholipid classes from Leishmania samples with LC-
ESI/MS detection. Brackets represent the standard deviation. 

�
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�

Figure 37 : Scores plot obtained by PLS-DA with OSC pre-processing for NT (a), T (b) 
and R (c) Leishmania extracts. Each sample was duplicated. 

�
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Figure 38: (a) (X,t) covariance vs (X,t) correlation for the first component of the OSC-PLS 
model comparing NT versus T clones. Figures at the right side of the plot show line plots 
of X variables (ions/retention times surrounded by a circle) with either (c) high positive 
covariance and correlation or (d) high negative covariance and correlation. 

(b) Variable Importance Plot used for variable selection prior to verification on initial 
spectra. Each variable is presented with its importance in the computation of the model, 
with its standard deviation 

�

�
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Figure 39 : Percentage of over – or under – expression of molecular species highlighted by 
OSC-PLS on LC-ESI/MS data (negative ion mode for PI and PE, positive ion mode for 
PC, SM and LPC), when comparing a) T versus NT; b) R versus NT and c) T versus R. 
Molecular structures are proposed whenever possible by using lipidmaps.org and need 
further MS/MS studies. 

�
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Figure 40 : Comparison of mean PE spectra between Leishmania donovani clones in 
negative ion mode: non-treated (NT), treated (T), and resistant (R) to miltefosine. 

�
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Figure 41 : MS/MS spectra of the PE [M-H]- of m/z 728.7. 

�
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Figure 42 : MS/MS spectra of the IPC [M-H]- of m/z 780.7, firstly attributed to a PE due 
to its retention time. 

�

�
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 II. Material and methods. 

 A. Chemical compounds. 
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 B. Parasite strains and culture. 
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 C. Lipid extraction. 
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 D. Apparatus. 
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 E. Chromatographic method. 
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 F. Mass spectrometry method. 
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 III. Results and discussion. 

 A. Full-scan analysis in the positive ion mode. 
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 VI. Tables and figures. 

Table 3 : Gradient table used for chromatographic separation. Flow rate: 1mL/min. Phase 
A: n-heptane/ethyl acetate (99.8:0/2, v/v), phase B: acetone/ethyl acetate (2:1, v/v) + 0.02% 
acetic acid, phase C: 2-propanol/water (85:15, v/v) + 0.05% acetic acid and ethanolamine. 

Time 
(min) 

%A %B %C 

0.0 100 0 0 

1.5 100 0 0 

1.6 97 3 0 

6.0 94 6 0 

8.0 50 50 0 

8.1 46 39 15 

14.0 43 30 27 

14.1 43 30 27 

18.0 40 0 60 

23.0 40 0 60 

23.1 0 100 0 

28.0 0 100 0 

28.1 100 0 0 

40.0 100 0 0 
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Table 4 : Mean parameters used for each ionization source. 

ESI Segments 
Spray 

Voltage 
(V) 

Vaporizer 
Temp (°C) 

Sheath 
gas (a.u.) 

Auxiliary 
gas (a.u.) 

Capillary 
Temp (°C) 

S-Lens 
(a.u.) 

0-13 min 2750 270 30 15 350 235 

13-30 min 2750 300 50 25 350 235 
Negative 
mode 

30-40 min 2750 270 30 15 350 235 

Positive 
mode 

0-40 min 2500 280 60 25 270 130 

APCI Segments 
Discharge 

current 
(mA) 

Vaporizer 
Temp (°C) 

Sheath 
gas (a.u.) 

Auxiliary 
gas (a.u.) 

Capillary 
Temp (°C) 

S-Lens 
(a.u.) 

Negative 
mode 

0-40 min 3 450 50 5 350 160 

Positive 
mode 

0-40 min 3 400 40 5 300 135 

APPI Segments Dopant 
Vaporizer 
Temp (°C) 

Sheath 
gas (a.u.) 

Auxiliary 
gas (a.u.) 

Capillary 
Temp (°C) 

S-Lens 
(a.u.) 

Negative 
mode 

0-40 min 
Acetone 

50 µL/min 
350 50 30 325 145 

0-22 min 
Acetone 

50 µL/min 
350 50 30 325 145 

22-30 min  300 20 30 350 140 

Positive 
mode 

30-40 min  350 50 30 325 145 
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Table 5 : Characteristic m/z of the standard mixture in each ionization mode: ESI, APCI 
and APPI. Underlined m/z corresponds to the base peak (nominal masses are presented 
here). 

Ionization 

mode 

Lipid 

class 
Rt. (min) 

Characteristic Ions 

m/z for ESI 

Characteristic Ions 

m/z for APCI 

Characteristic Ions 

m/z for APPI 

Sq 3.21 411 [M+H]
+ 

OOO 7.30 885 [M+H]
+
; 603 [M-C18O2H34]

+ 

Chol 10.41 369 [M+H-H2O]
+ 

PC 23.21 

810 [M+H]
+ 

786 [M+H]
+ 

760 [M+H]
+ 

577 [M+H-C5H14NO4P]
+ 

SM 24.26 
753 [M+Na]

+ 

731 [M+H]
+ 630 [M+H-C5H14NO4P]

+ 

+ 

LPC 25.09 548 [M+H]
+ 

SA 12.17 283 [M-H]
- 

CB 14.16 852 [M-H]
-
; 840 [M-H]

-
; 826 [M-H]

-
;
 
812 [M-H]

-
; 798 [M-H]

- 

PG 17.05 

843 [M-H]
-
; 815 

[M-H]
-
; 775 [M-H]

-
; 

747 [M-H]
-
; 773 

[M-H]
-
;
 
283; 281 

815 [M-H]
-
; 773 

[M-H]
-
; 339; 281 

747 [M-H]
-
; 773 

[M-H]
-
; 281 

CL 17.35 1448 [M-H]
-  

1448 [M-H]
-
; 1430 

[M-H-H2O]
-
; 831 

[M-H-C39H68O5]
-
; 

751; 339, 297; 279 

1448 [M-H]
-
; 1430 

[M-H]
-
; 853; 831 

[M-H-C39H68O5]
-
; 

769; 695; 415; 279 

PE 18.22 

806 [M-H]
-
; 766 

[M-H]
-
; 744 [M-H]

-
; 

716 

766 [M-H]
-
; 744 

[M-H]
-
; 716; 339 

766 [M-H]
-
; 744 

[M-H]
-
; 716; 339 

PI 19.25 
859 [M-H]

- 

833 [M-H]
-  

887; 701; 673
 
[M-

H-C6H12O6]
- 

859 [M-H]
-
; 

833 [M-H]
- 

PS 21.09 
788 [M-H]

-
; 701 

[M-H-C3H7NO3]
- 

788 [M-H]
-
; 701 

[M-H-C3H7NO3]
-
; 

283 

788 [M-H]
-
; 701 

[M-H-C3H7NO3]
-
;  

283 

- 

LPE 21.40 
480 [M-H]

-
; 466 

[M-H]
-
; 283 

480 [M-H]
-
; 419 [M-H-C2H7NO]

-
; 283 
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Table 6 : Comparison of ESI, APPI and APCI on their ability to fit a linear model (except LPE for APPI), their sensitivity, LOD and LOQ for 
each lipid class. 

 

 

Coefficient of determination 

r2 

 

Sensitivity (Area.mL/µg) 

 

LOD (µg.mL
-1

) 

 

LOQ (µg.mL
-1

) 

Lipid 

Class 
ESI APCI APPI ESI APCI APPI ESI APCI APPI ESI APCI APPI 

Sq 0.77 0.98 1.00 1.14 x 10
4
 2.70 x 10

5
 1.47 x 10

5
 20 0.7 0.1 61 2.0 0.4 

OOO 0.96 0.99 0.99 4.62 x 10
4
 1.31 x 10

6
 2.35 x 10

6
 0.2 1.6 0.04 0.6 4.9 0.1 

Chol 0.92 0.91 0.95 5.65 x 10
3
 2.43 x 10

4
 3.98 x 10

5
 1.3 1.4 0.1 4.0 4.3 0.4 

SA  0.89 0.98  1.00 x 10
3
 1.63 x 10

6
  0.7 0.4  2.2 1.3 

GC 0.91 0.86 0.96 2.71 x 10
5
 2.82 x 10

2
 5.87 x 10

5
 0.3 10 0.1 0.9 31 0.3 

PG 0.86 0.77 0.95 3.70 x 10
5
 4.09 x 10

4
 1.03 x 10

6
 0.4 0.2 0.02 0.2 0.5 0.07 

CL 0.96 0.83 0.96 5.75 x 10
4
 2.61 x 10

4
 3.44 x 10

5
 0.7 0.3 0.5 2.3 1 1.6 

PE 0.99 0.83 0.98 6.30 x 10
4
 9.65 x 10

4
 2.18 x 10

6
 1.4 0.1 0.02 4.2 0.4 0.1 

PI 0.99 0.74 0.90 1.85 x 10
5
 1.47 x 10

5
 7.33 x 10

5
 1.9 1.9 0.03 5.6 5.9 0.1 

PS 0.98 0.83 0.98 6.23 x 10
4
 1.95 x 10

4
 7.04 x 10

3
 0.9 2.4 6.0 2.6 7.3 18 

LPE 0.98 0.74 0.95 1.51 x 10
4
 3.69 x 10

4
 1.54 x 10

4
 1.7 0.4 3.1 5.2 1.1 9.3 

PC 0.98 0.97 0.99 2.25 x 10
5
 6.40 x 10

4
 3.11 x 10

3
 0.2 4.7 9.5 1.5 14 29 

SM 0.87 0.93 0.98 4.70 x 10
4
 1.02 x 10

5
 6.97 x 10

3
 1.6 2.3 3.4 4.9 7.0 10 

LPC 0.91 0.92 0.98 9.24 x 10
4
 7.97 x 10

4
 2.03 x 10

4
 2.7 3.6 2.2 8.0 11 6.6 

�
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Table 7 : Repeatability and intermediate precision of ESI, APCI and APPI for each lipid class. 

 ESI APCI APPI 

Lipid 

class 
Level N° (µg/mL) Repeatability (%) 

Intermetiate
Precision 

(%) 
Level N° (µg/mL) Repeatability (%) 

Intermetiate
Precision 

(%) 
Level N° (µg/mL) Repeatability (%) 

Intermetiate
Precision 

(%) 

 1 2 3 1 2 3  1 2 3 1 2 3  1 2 3 1 2 3  

Sq 6.25 50.0 100 76.6 48.2 36.2 53.7 6.25 12.5 50.0 14.3 15.5 22.1 17.3 6.25 12.5 25.0 13.1 17.4 12.1 14.2 

TAG 1.56 6.25 50.0 8.40 24.3 16.0 16.2 6.25 12.5 50.0 17.4 14.3 18.1 16.6 6.25 12.5 25.0 6.0 2.20 7.40 5.2 

Chol 1.56 6.25 50.0 15.1 26.0 39.4 26.8 6.25 12.5 50.0 34.2 44.0 16.0 31.4 6.25 12.5 25.0 7.4 10.2 8.90 8.8 

FFA        6.25 12.5 50.0 43.2 96.6 101 80.4 6.25 12.5 25.0 1.7 11.6 1.30 4.9 

GC 1.56 6.25 50.0 12.8 14.2 15.0 14.0 6.25 12.5 50.0 66.2 29.3 56.5 50.7 6.25 12.5 25.0 9.5 9.50 8.00 9.0 

PG 1.56 6.25 50.0 12.0 10.0 12.1 11.4 6.25 12.5 50.0 12.7 44.9 68.7 42.1 6.25 12.5 25.0 8.0 8.30 19.8 12.0 

CL 1.56 6.25 50.0 6.20 9.10 6.20 7.20 6.25 12.5 50.0 7.70 43.0 52.5 34.4 6.25 12.5 25.0 5.7 11.0 8.30 8.3 

PE 1.56 6.25 50.0 8.80 13.1 10.2 10.7 6.25 12.5 50.0 27.4 70.6 37.4 45.1 6.25 12.5 25.0 9.0 11.0 0.90 7.0 

PI 1.56 6.25 50.0 22.8 13.4 7.10 14.4 6.25 12.5 50.0 49.2 67.4 49.6 55.4 6.25 12.5 25.0 9.80 18.3 13.8 14.0 

PS 1.56 6.25 50.00 9.20 29.4 15.0 17.9 6.25 12.5 50.0 52.4 56.6 71.3 60.1 50.0 100  10.1 7.60  8.9 

LPE 1.56 6.25 50.00 11.2 14.6 3.20 9.70 6.25 12.5 50.0 49.4 58.9 63.7 57.3 6.25 12.5 25.0 6.3 6.00 5.90 6.1 

PC 1.56 6.25 50.00 9.00 8.30 9.80 9.00 6.25 12.5 50.0 40.1 39.2 14.3 31.2 6.25 12.5 25.0 18.6 17.8 12.4 16.3 

SM 1.56 6.25 50.00 7.10 9.80 11.6 9.60 6.25 12.5 50.0 36.5 32.5 17.9 29.0 6.25 12.5 25.0 18.0 6.30 5.70 10.0 

LPC 1.56 6.25 50.00 22.7 7.90 4.8 11.8 6.25 12.5 50.0 37.2 34.1 17.5 29.6 6.25 12.5 25.0 19.0 10.6 11.3 13.6 
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Table 8 : Lipid molecular species (nominal mass) recensed in a sample of Leishmania 
donovani HePC-RT, using either ESI, APCI or APPI. 

  m/z  

Lipid class ESI APCI APPI 

Sq 411 411 411 

TG 801 829 829 

 827 839 841 

 855 855 855 

 881 865 865 

 883 883 883 

 907 907 885 

 933 919 907 

 957 933 909 

 979 935 919 

  961 933 

  979 935 

   979 

Chol 369 369 369 

 379 379 379 

 393 393 393 

FFA  255 255 

  267 267 

  277 277 

  279 279 

  281 281 

  283 283 

  293 293 

  305 305 

  329 307 

  331 327 

   329 

   331 

PG 731 801 819 

 745 819 821 

 775 867 867 

 798 883 869 

 821  881 

 847  883 

 869   

CL 1402 1358 1358 

 1415 1372 1372 

 1430 1386 1386 

 1444 1402 1402 

 1458 1430 1430 

 1472 1452 1442 

 1484 1480 1458 

 1498 1494 1498 

�
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  m/z  

Lipid class ESI APCI APPI 

PE 700 686 686 

 714 700 700 

 728 714 714 

 740 728 728 

 754 740 740 

 768 754 754 

 784 768 768 

 798   

PI 821 821 821 

 835 835 835 

 849 849 849 

 863 863 863 

PS 780 762 762 

 794 780 780 

 806 798 788 

 808 806 806 

 820 808 808 

 834 820 820 

LPE 436 436 416 

 450 450 452 

 464 464 464 

  478 478 

PC 730 730 730 

 744 744 744 

 758 758 758 

 788 774 772 

 810 788 788 

 832 820 820 

 856 834 834 

 880 880 880 

LPC 496 490 490 

 522 508 508 

 544 522 522 

 570 538 548 

 592 570 570 
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Figure 43 : Mass spectra of PC on each source. a) ESI; b) APCI; c) APPI. 
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Figure 44 : Comparison of ESI, APPI and APCI on signal to noise ratio of lipids in a 
100µg/ml mixture of lipids standards (n = 3). 
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Figure 45 : Comparison of the signal-to-noise ration of lipid ion peaks from ESI, APCI 
and APPI analyses of a Leishmania donovani strain resistant to Amphotericin B (n = 3). 
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Figure 46 : Chromatograms obtained with ESI (a), APCI (b) and APPI (c) in positive (left) 
and negative (right) ion mode on a Leishmania donovani HePC-RT sample. 
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Figure 47 : Comparison of HePC-treated, HePC-resistant, and treated HePC-resistant parasites to HePC, using ESI (a), APPI (b) and APCI 
(c) sources. 
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 B. Souches de parasites et culture. 
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 E. Séparation chromatographique. 
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 F. Spectrométrie de masse. 
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 G. Correction orthogonale du signal-Moindre carrés partiels. 
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 III. Résultats. 

 A. Miltefosine. 
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 B. Amphotericine B. 
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Figure 48 : Espèces moléculaires de lipides influencées par la miltefosine. 
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Figure 49 : Espèces moléculaires de lipides influencées par l’amphotéricine B. 
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CONCLUSION GENERALE. 
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ANNEXES 

 A. Taxonomie des Leishmanies [240]. 
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 B. Voies métaboliques impliquées lors de l’infection du 
macrophage par la forme promastigote de Leishmania. 
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 C. Taxonomie des phlébotomes. 

Genre : Phlebotomus 

Sous-genre Espèce 
Parasite 
transmis 

Principales régions à foyers d’endémie 

Phlebotomus duboscqi L. major Kenya, Sénégal 
 papatasi L. major Arabie Saoudite, Israël, Iran, Jordanie, Maroc, 

Tunisie, Russie 
 salehi L. major Inde 

Paraphlebotomus alexandri L. infantum Chine 
 sergenti L. tropica Maroc, Arabie Saoudite, Russie 

Larroussius ariasi L. infantum France, Espagne 
 major neglectus L. infantum Grèce 
 perfiliewi L. infantum Italie 
 perniciosus L. infantum Algérie, Espagne, France, Italie, Malte 
 tobbi L. infantum Chypre 
 longipes L. aethiopica Ethiopie 
 pedifer L. aethiopica Ethiopie, Kenya 

Synphlebotomus martini L. donovani Kenya 
 rossi L. tropica Namibie 

Adlerius chinensis L. infantum Chine 
 longiductus L. infantum Russie 

Euphlebotomus argentipes L. donovani Inde 

�
Genre : Lutzomyia 

Sous-genre Espèce 
Parasite 
transmis 

Principales régions à foyers d’endémie 

Nyssomyia anduzei L. guyanensis Brésil 
 flaviscutellata L. amazonensis Brésil, Colombie, Guyane française 
 olmeca olmeca L. mexicana Belize, Mexique,  
 trapidoi L. panamensis Colombie, Costa Rica, Panama 
 umbratilis L. guyanensis Brésil, Colombie, Guyane française 
 whitmani L. guyanensis 

L. braziliensis 
Brésil 
Brésil 

 ylephiletor L. panamensis Costa Rica, Panama 

Psychodopygus carrerai carrerai L. braziliensis Bolivie 
 ilanos martinsi L. braziliensis Bolivie 
 panamensis L. panamensis Panama 
 yucumensis L. braziliensis Bolivie 
 wellcomei L. braziliensis Brésil 

Verrucarum spinicrassa L. braziliensis Colombie 

Lutzomyia gomezi L. panamensis Panama 
 longipalpis L. chagasi Bolivie, Brésil, Colombie 

�
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 D. Exemple de structure moléculaire des principales classes 
de lipides définies par LIPID MAPS [61]. 
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 E. (a) Schéma de la source Turbo Ion Spray utilisée au cours 
de ces travaux sur le triple quadripôle API 3000 (AB Sciex) 
et (b) son principe de fonctionnement. 

�
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 F. Schéma (a) de l’interface entre les sources et l’analyseur 
utilisés sur le TSQ Vantage EMR (Thermo Fisher Scientific) 
utilisé au cours de ces travaux ; (b) module supportant les 
sondes propres à chaque type de source ESI/APCI/APPI. 

�
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 G. Schéma d’un analyseur à triple quadripôles utilisé au cours 
de ces travaux (TSQ Vantage EMR). 

�



 

 165 

 H. Principe de fonctionnement d’analyseurs de masse non 
utilisés au cours de ces travaux. 
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Figure 50 : Schéma d'un analyseur à temps de vol linéaire et à réflectron, avec leurs caractéristiques 
principales. 
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Figure 51 : Schéma de la trajectoire orbitale suivie par un ion dans l'analyseur ICR, (a) excitation des ions 
vers (b) une trajectoire stable détectable. (c) représente schématiquement l'appareillage [241]. 
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Figure 52 : Schéma de la trappe d'ion constituant l'Orbitrap, où les ions présentent une trajectoire oscillante 
sur l'axe z. 
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 I. Schéma du spectromètre de masse Orbitrap couplé à une 
source Electrospray. 

�
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 J. Exemple de plan factoriel complet pour l’optimisation de 
paramètres de source ESI en MS. 

 A B C D E 

Paramètres étudiés Pression de gaz Débit de gaz Température de la source Tension du capillaire Débit de phase mobile 

Valeur haute 50 7 365 4500 0.4 

Valeur basse 20 4 355 3500 0.2 

      

Plan d'expérience      

  A B C D E 

E1 + + + + + 

E2 - + + + + 

E3 + - + + + 

E4 - - + + + 

E5 + + - + + 

E6 - + - + + 

E7 + - - + + 

E8 - - - + + 

E9 + + + - + 

E10 - + + - + 

E11 + - + - + 

E12 - - + - + 

E13 + + - - + 

E14 - + - - + 

E15 + - - - + 

E16 - - - - + 

E17 + + + + - 

E18 - + + + - 

E19 + - + + - 

E20 - - + + - 

E21 + + - + - 

E22 - + - + - 

E23 + - - + - 

E24 - - - + - 

E25 + + + - - 

E26 - + + - - 

E27 + - + - - 

E28 - - + - - 

E29 + + - - - 

E30 - + - - - 

E31 + - - - - 

E32 - - - - - 

E33 0 0 0 0 0 

E34 0 0 0 0 0 

E35 0 0 0 0 0 

E36 0 0 0 0 0 

E37 0 0 0 0 0 

�
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 K. Plan d’expérience de Plackett-Burman pour l’analyse 
d’effets des paramètres de sources sur la source ESI de 
l’API 3000. 

Paramètres étudiés neb Gas Curt Gas Voltage Temp Dec. P. Foc. P. Ent.P 

Valeur haute 13 13 4500 350 50 400 15 

Valeur basse 5 7 3000 200 30 200 5 

    Acide phosphatidique   

Exp No 
Run 

Order 
neb Gaz 

Curtain 
Gaz 

Ion Spray 
Voltage 

Temp Declustering 
Focussing 

P 
Entrance 

P 

5 1 + - + + + - - 

3 2 + + + - - + - 

2 3 + + - - + - + 

1 4 + - - + - + + 

10 5 0 0 0 0 0 0 0 

9 6 0 0 0 0 0 0 0 

4 7 - + + + - - + 

6 8 - + - + + + - 

8 9 - - - + - - - 

11 10 0 0 0 0 0 0 0 

7 11 - - + - + + + 

    Phosphatidylglycerol   

Exp No 
Run 

Order 
neb Gaz 

Curtain 
Gaz 

Ion Spray 
Voltage 

Temp Declustering 
Focussing 

P 
Entrance 

P 

5 1 + - + + + - - 

3 2 + + + - - + - 

2 3 + + - - + - + 

1 4 + - - + - + + 

10 5 0 0 0 0 0 0 0 

9 6 0 0 0 0 0 0 0 

4 7 - + + + - - + 

6 8 - + - + + + - 

8 9 - - - - - - - 

11 10 0 0 0 0 0 0 0 

7 11 - - + - + + + 

                  

    Phosphatidylcholine   

Exp No 
Run 

Order 
neb Gaz 

Curtain 
Gaz 

Ion Spray 
Voltage 

Temp Declustering 
Focussing 

P 
Entrance 

P 

1 4 + - - + - + + 

2 3 + + - - + - + 

3 2 + + + - - + - 

4 7 - + + + - - + 

5 1 + - + + + - - 

6 8 - + - + + + - 

7 11 - - + - + + + 

8 9 - - - - - - - 

9 6 0 0 0 0 0 0 0 

10 5 0 0 0 0 0 0 0 

11 10 0 0 0 0 0 0 0 

�
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 L. Structure générale des phospholipides [64]. 
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