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INTRODUCTION GENERALE

Dans le contexte militaire et politique actuel, les armes chimiques de guerre
apparaissent comme une menace concrete et sérieuse, et ce malgré la Convention
d’Interdiction des Armes chimiques signée en 1993 et ratifiée par 181 états.
L'emploi de composés organophosphorés neurotoxiques (OP) a, par le passé,
entrainé des dommages importants, tant lors de conflits militaires comme dans la
guerre Iran-Irak (1980-1988) ou la guerre du Golfe (1991) que dans les milieux
civils comme l'attentat dans le métro de Tokyo (1995). Parallelement, le contexte
socio-économique tend vers une accélération des moyens de production,
notamment dans le domaine agricole. L'utilisation de pesticides organophosphorés,
bien que réglementée, provoque des intoxications accidentelles non négligeables.
Ainsi, le développement de moyens de protection contre ces neurotoxiques semble
tout a fait justifieé.

La cible physiologique de ces neurotoxiques organophosphorés,
I'acétylcholinestérase, est une enzyme qui permet la transmission de l'influx
nerveux au niveau central et périphérique. Son inhibition par les OP peut entrainer
la mort par arrét cardio-respiratoire. Des moyens de décontamination, de
protection ou encore des traitements existent mais restent limités tant dans leur
efficacité que dans leur spectre d’action. Ainsi, les objectifs de recherche dans ce
domaine tendent a l'amélioration de ces moyens par la compréhension des
mécanismes d’action permettant la conception de nouvelles molécules plus
efficaces.

Plusieurs projets développés au département de Toxicologie de I'Institut de
Recherche Biomédicale des Armées sont axés autour de ces thématiques
compréhension des mécanismes moléculaires mis en jeu lors de l'inhibition,
conception de nouvelles molécules capables de réactiver les cholinestérases
inhibées, développement de bioépurateurs enzymatiques capables de détoxifier le
plasma avant que le neurotoxique atteigne sa cible. Ces projets sont développés en
collaboration avec des équipes universitaires francaises, étrangeres ainsi que les
Instituts de recherche de plusieurs pays (Allemagne, Pays-Bas, République

Tcheque...), spécialisés dans la défense contre les armes chimiques.



Mon travail s'inscrit dans ce cadre puisqu'il a consisté, d'une part, a réaliser
plusieurs études structurales sur la butyrylcholinestérase humaine (BChE),
bioépurateur enzymatique prometteur, en vue de comprendre certains
mécanismes d’inhibition et de mettre en évidence 'action de certaines molécules
vis a vis de cette enzyme et d'autre part, a concevoir de nouveaux réactivateurs de
I'acétylcholinestérase vieillie, une évolution de l'enzyme inhibée vers une forme
non réactivable par les antidotes connus. A partir d'informations obtenues par
modélisation moléculaire, nous avons synthétisé et testé in vitro des molécules
candidates a la réactivation des enzymes vieillies.

Une étude bibliographique exposant le contexte de notre travail précédera la
description des résultats de nos différents thémes de travail ainsi que les

conclusions et les perspectives associées.









CHAPITRE 1 :

L’inhibition des cholinestérases

11






L’INTOXICATION PAR LES COMPOSES ORGANOPHOSPHORES

Les composés organophosphorés (OP) sont constitués d’'un atome de phosphore
pentavalent, lié a quatre substituants : un atome d'oxygene ou de soufre via une
double liaison, un groupe partant (X), un groupement alkoxyle (0-R1) et un autre

groupement (Rz), selon la structure générale suivante :

X Y=0o0uS$
| X = CN, F, alkoxyle, thioalkyle
R1 = alkyle
v ép\\O-R . R2 = alkyle, aryle, alkoxyle, thioalkyle
R

Parmi ces composés organophosphorés, on retrouve différentes classes, les

pesticides, les neurotoxiques de guerre et les médicaments.

1. Les différentes classes d’organophosphorés

1-1. Les pesticides organophosphorés

Ces esters et amides d’acides (thio)phosphorique ou (thio)phosphonique, dont les
noms de matieres actives sont le plus souvent identifiables par leur terminaison en
"phos" ou en "thion", appartiennent a la famille des anticholinestérasiques.

En 1854, le chimiste francais P. de Clermont décrit, pour la premiere fois, la
synthese du tétraéthyl-pyrophosphate (TEPP), qui deviendra, en 1944, le premier
pesticide organophosphoré commercialisé en Allemagne. Les progres des
pratiques agricoles et des connaissances scientifiques amenent a la découverte du
parathion, par le chimiste allemand G. Schrader, également en 1944. Du fait de sa
forte toxicité tant pour les animaux que pour les insectes, de nombreux autres
pesticides, moins toxiques, verront le jour a partir des années 50. Dans les années
1970, l'interdiction de l'utilisation des pesticides organochlorés a favorisé la
diffusion des organophosphorés, plus efficaces mais moins persistants.

Employés essentiellement comme insecticides ou acaricides, leur forte toxicité a
entrainé leur substitution par les carbamates et les pyréthrinoides. Selon la
classification publiée en 2010 par 1'Organisation Mondiale de la Santé (OMS),
presque la moitié des pesticides appartenant aux deux classes les plus dangereuses

(Ia et Ib) sont des organophosphorés (tableau 1).
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DLso (rat) OP sur
Classe (mg/kg) pesticides Exemple

oral cutanée recensés
la Extrémement dangereux <5 <50 13 sur 28 Parathion
Ib Hautement dangereux 5a50 502200 23 sur 58 Dichlorvos
11 Moyennement dangereux | 50a 2000 | 200a2000 25 sur 215 Diazinon
11 Faiblement dangereux > 2000 > 2000 5 sur 104 Malathion
U Sans danger apparent > 5000 Osur179

Tableau 1 : Classification recommandée par I'OMS des pesticides en fonction de leur
dangerosité, le nombre et des exemples qui leur sont associés.

Selon le reglement CE 1107/2009 du Parlement Européen et du Conseil du 21

octobre 2009 concernant la mise sur le marché des produits
phytopharmaceutiques, 9 pesticides organophosphorés restent autorisés par
I'Union Européenne dont le fenamiphos (classe Ia) et 1'éthoprophos (classe Ib).
Malgré la réglementation prise par certains pays, les intoxications, accidentelles ou
volontaires, sont fréquentes, particulierement en Asie, avec une fréquence
approchant les 3 millions d’intoxications par an dans le monde entier (Worek,
Koller et al. 2005 ; Eddleston, Buckley et al. 2008) et une mortalité de I'ordre de
200 000 personnes par an (Eddleston, Dawson et al. 2004). Apres leur absorption,
les pesticides organophosphorés vont subir différents types de biotransformation
selon leur nature, conduisant a leur élimination plus ou moins rapide. Les
réactions d'oxydation s'effectuent grace a des systémes enzymatiques
microsomaux (oxygénases a cytochrome P450 et monooxygénases a flavine
(FMO)) (Dauterman 1971 ; Hajjar and Hodgson 1980). Ce métabolisme oxydatif
peut conduire a la formation de métabolites plus toxiques que la molécule-mere
(Fukuto 1990). C'est le cas du parathion-éthyl qui, par désulfuration, devient le

paraoxon, lui-méme toxique pour l'organisme (schéma 2).
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Schéma 2 : Métabolisme oxydatif du parathion-éthyl en paraoxon

Les réactions d'hydrolyse, quant a elles, permettent une réelle détoxication en
donnant naissance a des métabolites bien moins toxiques. Ces hydrolases peuvent
étre des estérases ou des amidases et sont distribuées dans différents organes et

tissus (foie, plasma, tube digestif) (Dauterman 1971).

1-2. Les neurotoxiques de guerre

Les armes chimiques regroupent un trés grand nombre de toxiques dont la
classification peut étre variable. Si on choisit leur mode d’action, trois grandes
catégories se distinguent :

- les suffocants agissent au niveau des voies respiratoires. Le chlore ou le
phosgene ont été employés de maniere intensive lors de la Premiere Guerre
Mondiale. Malgré leur facilité de fabrication et leur faible coiit, ils ont perdu de leur
intérét du fait de leur toxicité inférieure a celle des agents modernes.

- les vésicants entrainent des lésions sur la peau et les muqueuses de type brilure.
I[Is sont tres persistants, leur décontamination et leur thérapeutique sont
meédiocres. L'ypérite est le chef de file de cette classe.

- les neurotoxiques organophosphorés, quant a eux, comme leur nom l'indique,
visent le systeme nerveux. Leurs caractéristiques les rendent particuliérement

redoutables, au dela de leur toxicité pure.

1-2-1. Historique sur l'utilisation des gaz toxiques

Lors de la Premiere Guerre mondiale, I'attaque d'Ypres, le 22 avril 1915, a marqué
le début de la guerre chimique moderne. Contournant la Convention de la Haye de
1899 visant a interdire les « projectiles spécialement congus pour la dispersion des

toxiques », le chimiste allemand Fritz Haber eut 'idée de placer du chlore dans des
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cylindres d’acier. Ces bouteilles, installées sur 6 kilomeétres de lignes allemandes,
furent ouvertes simultanément, laissant se disperser au gré du vent, 150 a 180

tonnes de chlore (figure 3) (Meyer, 2001, L’arme chimique, Ellipses Marketing).
S _ ' ; X "‘-ﬁ:."" o :'. X -;A‘_ e P B

Figure 3: Vue aérienne de la dispersion par le vent du chlore contenu dans des
bouteilles en acier, Premiere Guerre Mondiale (source : « Collier's New Photographic
History of the World's War » - New York, 1918).

Le développement des agents utilisés et des procédés de mise en place
conduisirent a l'utilisation du phosgene par les troupes frangaises a Verdun en
mars 1916. Puis les mortiers et les canons substituérent les moyens rudimentaires
d’émissions de gaz, trop dépendants des conditions météorologiques. En juillet
1917, les britanniques lancerent les premiers obus contenant de I'ypérite, nommée
aussi « gaz moutarde », du fait de son odeur caractéristique. L’utilisation de
I'ypérite se développa rapidement du fait du caractére spectaculaire et
incapacitant des 1ésions engendrées (briilures des yeux et des voies respiratoires).
Ainsi, la Premiére Guerre Mondiale fut témoin de 'utilisation de prés de 113 000
tonnes de toxiques de guerre, tuant ou blessant plus d’'un million de personnes soit

environ 5 % du bilan global, toutes causes confondues.

Au cours des années qui suivirent, I'emploi d’armes chimiques dans différents
théatres d’opérations militaires eurent lieu mais resterent assez rares.
Parallelement, des négociations, quant a l'interdiction « de l'emploi a la guerre de
gaz asphyxiants, toxiques ou similaires ainsi que tout liquide, matiére ou procédé
analogue, a juste titre condamné par l'opinion générale du monde civilisé », se

concrétisérent par la signature, le 17 juin 1925, du Protocole de Geneéve. Cette
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interdiction ne visant que l'emploi, de nombreuses nations poursuivirent la

recherche et le développement de nouvelles armes chimiques.

1-2-2. Le développement des neurotoxiques organophosphorés

Issus de la recherche sur les insecticides, c’est dans la deuxieme moitié des
années 30 que les chimistes allemands ont mis au point la synthése du tabun ou
GA (1936), suivi du sarin ou GB (1937) puis du soman ou GD (1944). Aux agents G
pour « German » a suivi la synthése du VX par les Britanniques en 1953 a partir
d’un insecticide, le Tétram. Malgré leurs caractéristiques opérationnelles qui en
font des armes redoutables, la crainte des événements du passé et des représailles
a I'identique par 'ennemi a provoqué une abstention de leur utilisation pendant la
Seconde Guerre Mondiale, sauf en Extréme-Orient entre 1937 et 1941. Néanmoins,
des 1983, lors du conflit Irak-Iran, les irakiens utiliserent I'ypérite, le sarin et le
tabun contre les troupes iraniennes mais également contre les populations civiles,
et plus particulierement kurdes. Ce fut le cas lors du tristement célebre massacre
de Halabja, le 17 mars 1988 (Macilwain 1993). Le sarin fut également mis en avant
lors d’actes terroristes, notamment, dans le métro de Tokyo, le 20 mars 1995,
perpétrés par la secte Aum Shinrikyo. Lors de cet attentat, le bilan a fait état de 11
morts, 70 intoxiqués graves et plus de 5 000 blessés légers.

Aujourd’hui, la Convention sur I'Interdiction des Armes Chimiques, signée le 13
janvier 1993, vise a interdire la mise au point, la fabrication, le stockage et I'usage
des armes chimiques et a détruire les stocks existants. Selon I'Organisation
d’Interdiction des Armes Chimiques (OPWC), sur 195 Etats, 190 'ont signée mais 4
ne I'ont pas encore ratifiée. Seuls ’Angola, la Corée du Nord, I'Egypte, la Somalie et

la Syrie demeurent en dehors de la Convention.

1-2-3. Les propriétés physico-chimiques des neurotoxiques organophosphorés
Il existe donc deux grandes classes de neurotoxiques organophosphoreés, les
agents G et les agents V (tableau 4), possédant des caractéristiques communes.

Ces produits sont insidieux, stables, résistants a la dispersion et faciles d’utilisation.
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Propriétés Agents G Agents V
Volatilité +++ +
Persistance + +++
Pénétration : respiratoire +++ ++
cutanée + +++
Moyen de dispersion aérosols aérosols

Tableau 4 : Propriétés physico-chimiques des agents G et V. (+: peu; ++: moyennement;

+++ : tres).

Ainsi, les agents V sont plus toxiques que les agents G (tableau 5).

Agents G Structure DLso LCtso
5 (mg/kg) (mg.m3/min)
o
GA (tabun) N=""Roug 23 100-200
i
N
GB (sarin) F/P(""O 28 70-100

0
i
GD (soman) F/P{"HOJX 18 70
0
GF (cyclosarin) L 0.35 n.c
F~ \"'0

Agents V
4( 1l
VX \<N\/\S/P(,,0/\ 0.14 30-50
T\ P
VR s ‘,I/Oﬁ/ n.c 10-50
0
-\ I
CVX JN\/\S/P‘W/O/\/\ n.c n.c
— 2
VE _/N\/\S’P'\"”g/\ n.c n.c
N b
VG (Tétram) s bo\A n.c 100-500
VM ) : 10-50
_/N\/\S,P{,,/O/\ n.c -

Tableau 5: Dénomination, structure et létalité des principaux neurotoxiques

organophosphorés. La DLs (Dose Létale 50 %) estime la dose entrainant 50 % de décés apreés
intoxication percutanée chez ’'Homme. La LCtsy estime la létalité apres intoxication par inhalation
chez 'Homme, en fonction du temps. (n.c: non communiqué) (Source: Federation of American
Scientists et www.cbwinfo.com)
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1-3. Les médicaments

Comme tous les composés organophosphorés, les médicaments organophosphorés
agissent en tant qu'inhibiteurs irréversibles de I'acétylcholinestérase (cf.
chapitre 1, paragraphe « Le mécanisme d’inhibition des cholinestérases par les
organophosphorés », page 35). Cette irréversibilité entraine des effets secondaires

plus ou moins incommodants.

1-3-1. Le traitement du glaucome

Le glaucome est une maladie dégénérative du nerf optique, associée, le plus
souvent, a une pression intraoculaire élevée comprimant et endommageant le nerf
optique et la rétine. La perte de vision occasionnée est permanente et irréversible.
La pression intraoculaire est fonction du volume d’humeur aqueuse contenue dans
I'ceil. L’échothiophate (Iodure de Phospholine®) tend a réduire la sécrétion
d’humeur aqueuse (Reichert and Shields 1991) et le diisopropyl
fluorophosphate ou DFP (Fluostigmine®) agit comme agent myotique, en
augmentant I'élimination de I'’humeur aqueuse (Quilliam 1947). Ces deux
composés organophosphorés restent potentiellement toxiques si les quantités
administrées sont trop importantes (Manoguerra, Whitney et al. 1995 ; Mezer,

Krivoy et al. 1996).

1-3-2. Le traitement de la maladie d’Alzheimer

La maladie d’Alzheimer, décrite en 1907, est une maladie neurodégénérative
progressive. L’atteinte précoce des neurones de I'hippocampe entraine en premier
lieu, des troubles de la mémoire. S’y ajoutent, ensuite, une perturbation des
fonctions cognitives (langage, raisonnement, orientation,...), par extension aux

aires associatives du néocortex, et des troubles du comportement (figure 6).

19



Cerveau sain Stade avancé
4 de la maladie
o~ Z d’Alzheimer

Figure 6: Comparaison de coupe d’un
cerveau sain a un cerveau en stade
avancé de la maladie d’Alzheimer.

langage (source : www.alz.org, Stacy Janis)

Au niveau cellulaire et moléculaire, des lésions cérébrales caractérisent cette
dégénérescence, les plaques amyloides et les neurones en dégénérescence
neurofibrillaire. Le systeme cholinergique est le plus précocement atteint avec une
synthese du neurotransmetteur acétylcholine (ACh) anormalement basse. Un des
traitements de cette maladie est de pallier le déficit en ACh en inhibant sa
dégradation au niveau de la fente synaptique, c’est-a-dire en inhibant
I'acétylcholinestérase. Les molécules a la base de ce traitement symptomatique
sont des inhibiteurs réversibles de l'acétylcholinestérase, non organophosphorés
(donepezil, rivastigmine, galantamine). Des études sur des composés
organophosphorés ont été menées, notamment sur le métrifonate, initialement
employé comme anti-helminthique, et qui apparaissait comme un candidat
intéressant (Hallak and Giacobini 1987 ; Lopez-Arrieta and Schneider 2006). Des
études de phase I et de phase Il avaient été réalisée en vue d’obtenir I'autorisation
de mise sur le marché du métrifonate comme traitement de la maladie d’Alzheimer
(Cutler, Jhee et al. 1998). Néanmoins, des dysfonctionnements neuromusculaires et
des paralysies respiratoires ont été constatés sur des patients lors des essais
cliniques. La compagnie pharmaceutique Bayer a retiré sa demande d’AMM et le
développement du métrifonate comme traitement de la maladie d’Alzheimer a été

stoppé (Lopez-Arrieta and Schneider 2006).

2. Le mécanisme d’action des toxiques organophosphorés

2-1. La cible : les cholinestérases

Les cholinestérases sont des enzymes qui catalysent I'hydrolyse d’esters de choline

(acétylcholine, butyrylcholine, succinylcholine) en acide carboxylique et en choline.
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L’acétylcholinestérase (AChE; EC 3.1.1.7) se localise principalement au niveau
des synapses cholinergiques du systéme nerveux central ainsi qu’au niveau des
jonctions neuromusculaires mais également au niveau de la membrane
érythrocytaire. La butyrylcholinestérase (BChE; EC 3.1.1.8), quant a elle, est
abondante au niveau plasmatique (environ 5 mg/ml) mais est présente également
dans de nombreux tissus (foie, intestin, poumons, cceur, muscles, cerveau). Elle
présente de nombreuses homologies avec ’AChE, notamment au niveau de sa

séquence (54%), de la structure tridimensionnelle et du mécanisme catalytique.

2-1-1. Le role catalytique de I'acétylcholinestérase
Le principal role de 'AChE est de réguler l'influx nerveux au niveau des synapses
cholinergiques, centrales et périphériques, et au niveau des jonctions
neuromusculaires, en hydrolysant le neurotransmetteur ACh.

2-1-1-1. Le mécanisme de transmission de l'influx nerveux dans une synapse
cholinergique
Au niveau de la cellule présynaptique (figure 7), la synthese de I'’ACh est catalysée
par la choline acétyltransférase (CAT) (1), a partir de choline et d’acétyl-
coenzyme A. La CAT migre du cytoplasme du neurone vers la terminaison axonale
ou elle jouera son rodle catalyseur. L’acétyl-coenzyme A est formé dans les
mitochondries de la cellule nerveuse (2) et la choline, non synthétisée, est recaptée
du milieu extracellulaire (fente synaptique) par la cellule présynaptique (3). L’ACh
ainsi synthétisée, est stockée dans des vésicules de la membrane présynaptique
des cellules cholinergiques (4). Chaque vésicule contient une quantité constante de
molécules d’ACh, soit environ 4 000. Lors d'un influx nerveux, un potentiel
d’action (PA) arrive au niveau de la membrane présynaptique (5) et entraine sa
dépolarisation. Des canaux membranaires Ca?* s’ouvrent, laissant entrer des ions
calcium Ca?* dans le milieu intracellulaire (6) et provoquant l'exocytose des
vésicules contenant I’ACh vers la fente synaptique (7). Une fois libérée, les
molécules d’ACh diffusent de l'autre coté de la synapse et se fixent sur les
récepteurs présents au niveau de la membrane post-synaptique (8), permettant

ainsi la propagation de l'influx nerveux.
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Figure 7: Représentation schématique d’une
synapse cholinergique

(source : http://neurobranches.chez-alice.fr/neurophy/
acetylcholine.html)

Figure 8: Structure générale des récepteurs muscarinique et nicotinique. (source :
http://thebrain.mcgill.ca/flash/i/i_06/i_06_m/i_06_m_mou/i_06_m_mou.htlm
et http://www.nuk.usz.ch/UeberUns/Radiopharmacy/Research/Seiten/default.aspx).

Les récepteurs muscariniques sont des protéines membranaires a 7 hélices
couplés a une protéine G située dans le cytoplasme de la cellule post-synaptique.
Par modification de la conformation du récepteur lors de la fixation de I’'ACh, la
sous-unité o de la protéine G échange son GDP par un GTP, et se détache du
complexe formé par les sous-unités 3 et y. Lorsque G. a hydrolysée son GTP en GDP,
le complexe récepteur-G,, se reforme.

G. et G, peuvent activer des voies différentes suivant les 5 classes de récepteur, de

M1 a M5 (Hulme, Birdsall et al. 1990 ; Caulfield and Birdsall 1998). Les récepteurs
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M1 (SNC, ganglions), M3 (SNC, poumons, intestins, estomac, glandes salivaires,
ceil) et M5 ont un effet excitateur. La sous-unité a de la protéine G associée active
une phospholipase C responsable, selon les tissus, de la contraction musculaire ou
de la modulation de I'excitabilité des neurones. Les récepteurs M2 (cceur, muscles
lisses) et M4, quant a eux, ont un effet inhibiteur, le complexe G, de la protéine G
activant l'ouverture de canaux K* au niveau de la membrane post-synaptique
(Brown 2010). Les ions potassium K*intracellulaires peuvent alors sortir créant le
courant ionique nécessaire a la propagation du signal.

Les récepteurs nicotiniques sont des récepteurs ionotropes pentamériques
transmembranaires, localisés au niveau du SNC, des ganglions (récepteurs N1) et
des jonctions neuromusculaires (récepteurs N2) (Paterson and Nordberg 2000).
La fixation de deux molécules d’ACh sur le récepteur entraine l'ouverture de
canaux perméables aux ions sodium Na* et/ou potassium K* selon le sous-type de
récepteur. L'entrée de cations dans le compartiment post-synaptique crée une
dépolarisation de la membrane et une propagation de l'influx nerveux pour les
récepteurs N1 ou une contraction musculaire pour les récepteurs N2. Les
récepteurs nicotiniques sont également présents sur d’autres types cellulaires

comme les lymphocytes B et T et les kératinocytes (Gotti, Fornasari et al. 1997).

2-1-1-2. La régulation de la transmission de l'influx nerveux
Pour permettre la régulation de la transmission synaptique, I’AChE hydrolyse '’ACh
en choline et acide acétique (schéma 9). Cette enzyme existe sous différentes
formes moléculaires possédant des propriétés catalytiques similaires mais
différant par son assemblage oligomérique et son mode d’ancrage a la surface de la
cellule post-synaptique. L’hydrolyse de I’ACh est tres rapide, de I'ordre de 25 000

molécules par seconde et par molécule d’AChE.

0 AChE i |
)k |/ )k + N/
0/\/(%\ H20 OH HO/\/@)\
acétylcholine acide acétique choline

Schéma 9 : Réaction d’hydrolyse de I'acétylcholine
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2-1-2. Les roles non catalytiques de l'acétylcholinestérase (Soreq and Seidman
2001 ; Cousin, Strahle et al. 2005)

2-1-2-1. L’adhésion cellulaire
Elle présente une homologie de séquences avec certaines protéines d’adhésion
impliquées dans le développement du systeme nerveux: la neurotactine, un
récepteur de surface au niveau axonal et la neuroligine, protéine d’adhésion de la
membrane post-synaptique (Scholl and Scheiffele 2003 ; Leone, Comoletti et al
2010). Certaines formes d’autisme et de retard mental sont d’ailleurs associées a
des mutations de la neuroligine (Laumonnier, Bonnet-Brilhault et al. 2004 ; Zhang,

Milunsky et al. 2009).

2-1-2-2. L’assemblage des plaques amyloides
L'un des dommages observés dans le tissu cérébral des patients atteints de la
maladie d’Alzheimer, est I'accumulation de plaques amyloides. Ces plaques sont
des agrégats extracellulaires de peptides AP, résultant du clivage de la protéine
APP (Amyloid Precursor Protein) par la $-sécrétase (Masters, Simms et al. 1985 ;
Mattson 2004). L’AChE accélererait 1'assemblage des plaques amyloides, par
I'intermédiaire de son site périphérique, en formant des complexes AChE-peptide
AP (Inestrosa, Alvarez et al. 1996 ; Alvarez, Opazo et al. 1997). Ces complexes
modifieraient, entre autre, '’homéostasie calcique et la fonction mitochondriale au
niveau des neurones de l'hippocampe (Dinamarca, Sagal et al 2010). De
nombreuses recherches ont lieu afin de mettre au point une nouvelle
thérapeutique de la maladie d’Alzheimer basée sur le ralentissement de la
formation des plaques amyloides via l'occupation du site périphérique de 1'AChE.
De plus, 'occupation réversible du site périphérique permet d'inhiber I'AChE et
induit l'accumulation d’ACh dans la fente synaptique, ce qui a pour effet

d'augmenter la stimulation des récepteurs cholinergiques.

2-1-2-3. La neuritogenese
Des études ont montré I'implication de I'’AChE dans la croissance des neurites,
projections du corps cellulaire des neurones (axone et dendrite) (Sharma,

Koenigsberger et al. 2001) (Paraoanu and Layer 2008). Des inhibiteurs du site
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périphérique de I'’AChE pourraient bloquer la neuritogenése (Small, Reed et al

1995 ; Howard, Bucelli et al. 2005).

2-1-2-4. L’hématopoiese et la thrombopoiese
L’AChE posséderait une activité hématopoiétique et thrombopoiétique du fait de sa
présence dans les précurseurs des cellules sanguines (Lev-Lehman, Deutsch et al
1997). Des études ont montré l'implication du systeme cholinergique, et plus
particulierement de I'’AChE, dans certains dysfonctionnements immunitaires
comme la prolifération myéloide chez les patients atteints de leucémies (Perry and

Soreq 2004) (Battisti, Schetinger et al. 2009).

2-1-3. Le role de la butyrylcholinestérase (Darvesh, Hopkins et al. 2003)
L’existence « normale » d’individus possédant des variants silencieux pour la BChE
(absence de la protéine ou présence de protéine inactive) suggere que cette
enzyme n’a pas de fonction vitale chez I'’étre humain. Des études sur des souris,
dont le gene codant pour ’AChE a été délété, montrent que la BChE, sous certaines
conditions, pallie I'absence d’AChE au niveau du systéme nerveux, notamment
comme protecteur d'un exces d’ACh (Li, Stribley et al. 2000 ; Girard, Bernard et al.
2007). Néanmoins, ce n’est pas son seul role (Blondet, Carpentier et al. 2010).
D’apres certaines études, la BChE serait un acteur clé pendant le développement
embryonnaire, au niveau de la neurogeneése notamment (Chatonnet and Lockridge
1989) (Mack and Robitzki 2000).

Comme il n’existe pas de carboxylestérase dans le plasma humain, on reconnait a
la BChE une importance pharmacologique dans la détoxication plasmatique des
composés estérifiés tels que la succinylcholine, I'aspirine, '’héroine, la cocaine (Li,
Sedlacek et al. 2005). Par exemple, la succinylcholine, employée comme curare de
courte durée, est uniquement hydrolysée par la BChE. Chez certains patients, une
mutation (D70G) a l'entrée du site actif de I'enzyme altere l'affinité pour ce
substrat. L'emploi de la succinylcholine entraine alors des apnées prolongées
(Masson, Legrand et al. 1997 ; Mollerup and Gatke 2011). La BChE est également la
principale enzyme connue pour la dégradation de la cocaine (Lynch, Mattes et al
1997). Des études actuelles ont pour objet la modification de la BChE afin de lui

conférer une meilleure activité cocaine hydrolase (Xue, Ko et al. 2011). Enfin, tout
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comme I'’AChE, la BChE réagit irréversiblement avec les composés
organophosphorés. Cela lui confere la capacité de piéger les OP et d'agir comme un
bioépurateur naturel. De nombreuses études dans ce sens continuent a étre
menées (Masson, Nachon et al. 2008) (Nachon, Carletti et al. 2011) (cf. chapitre 1,

paragraphe « La butyrylcholinestérase humaine et ses mutants », page 55).

2-1-4. La structure des cholinestérases
2-1-4-1. La structure quaternaire

Contrairement aux invertébrés, '’AChE des vertébrés est codée par un gene unique,
distinct de celui codant pour la BChE (Gnatt, Ginzberg et al. 1991). Chez 'Homme,
le gene codant pour ’AChE se situe sur le chromosome 7q22, et fait environ 7 kb
(6 exons et 4 introns) (Getman, Eubanks et al. 1992). Celui de la BChE, localisé sur
le chromosome 3q26, est beaucoup plus étendu (73 kb) et contient 4 exons dont le
second contient 83% de la séquence codante de la protéine mature, I'extrémité N-

terminale et le site catalytique (Arpagaus, Kott et al. 1990) (figure 10).
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Alypical variant mutation K variant mutation

Figure 10 : Organisation des genes de '’AChE (A) (Massoulie, Perrier et al. 2008) et de la

BChE (B) (Darvesh, Hopkins et al. 2003) chez les mammiferes. (E : exons, I : introns, pA : site de
polyadénylation, les codons stop sont indiqués par une double fléche verticale).

L’épissage alternatif et les modifications post-traductionnelles donnent lieu a trois
formes connues pour ’AChE, différentes de par leur extrémité C-terminale. Celle-ci
détermine la maturation et le devenir de I'enzyme (Li, Camp et al. 1993). La BChE,
quant a elle, ne code que pour un seul transcrit, ne donnant lieu qu’a une seule

forme moléculaire (Massoulie, Sussman et al. 1993).
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L’extrémité C-terminale, dite hydrophobe, du transcrit H (forme AChEq) est
capable de s’associer a un glycophosphatidylinositol (GPI), ancrant ainsi la
protéine a la membrane cellulaire. Deux cystéines permettent sa dimérisation
(Coussen, Ayon et al. 2001). La forme AChEyn est majoritaire chez les invertébrés
(mollusques, insectes) (Toutant, Arpagaus et al. 1988). Chez les vertébrés, cette
forme n'a été identifiée que chez le poisson torpille et les mammiferes. L’AChEx se
localise dans le cerveau, les organes électriques et les muscles striées chez la
torpille (Bon 1982) et essentiellement a la surface des cellules sanguines chez les
mammiferes (Haas, Brandt et al. 1986).

La forme AChEs, soluble, est observée dans le venin de serpent Bungarus
multicintus. Ces glandes sécretent une forme monomérique de I’AChE dont
I'extrémité C-terminale est clivée au cours de la sécrétion (Cousin, Creminon et al.
1996). Trois especes moléculaires solubles de BChE (BChEs), hydrophiles et
symétriques, existent sous forme monomérique (G1) ou oligomérique (G2 et G4). La
forme G est un dimere de Gi, les monomeres étant reliés par un pont disulfure
entre les Cys571. La forme G4 est un dimere de Gz, assemblé en tétramere par
interactions hydrophobes (Darvesh, Hopkins et al. 2003).

La forme moléculaire majoritaire d’AChE et de BChE retrouvée chez les vertébrés
posséde une extrémité C-terminale amphiphile appelée peptide T (AChEr et
BChEr). Ce peptide T possede une série de 7 résidus aromatiques conservés, dont
trois tryptophanes (domaine WAT : « Tryptophan Amphiphilic Tetramerization »),
sur la méme face d’une hélice a ainsi qu’une cystéine, permettant la formation d'un
pont disulfure entre deux monomeres. Les hélices o de quatre monomeres
s'associent a un peptide riche en proline appelé PRAD (Proline-Rich Attachment
Domain) par le biais d'interactions noyau aromatique/proline (Proline-Rich
Attachment Domain)(Massoulie 2002). Le peptide PRAD constitue I'extrémité N-
terminale, soit de la protéine collagénique ColQ (Cousin, Creminon et al. 1996),
elle-méme insérée dans la lame basale des jonctions neuromusculaires, soit de la
protéine PRIMA (Proline-Rich Membrane Anchor), elle-méme insérée au niveau
des membranes cellulaires des neurones (Perrier, Massoulie et al. 2002). Pour ces
deux protéines, le peptide PRAD possede 2 ou 4 cystéines. Les formes AChEr et
BChEr sont asymétriques et amphiphiles. ColQ possede jusqu’a trois peptides

PRAD, permettant un assemblage asymétrique avec trois tétrameres maximum (A,
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Ag, A1z ; figure 11). 98 % de la BChE plasmatique, soluble, apparait sous forme
tétramérique, assemblée autour d'un peptide PRAD, issu de la lamellipodine (Li,

Schopfer et al. 2008).
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Figure 11 : Représentation des différentes formes moléculaires des ChEs (Darvesh,
Hopkins et al. 2003)(G1, G2 et G4, respectivement formes solubles monomérique, dimérique et
tétramérique; G4-anchored, forme tétramérique associée a la protéine PRIMA; A1l2, forme
tétramérique associée a la protéine ColQ via trois peptides PRAD)

Une forme supplémentaire pour '’AChE a été mise en évidence chez la torpille et
certains mammiféres, correspondant a un transcrit dont 'épissage entre les exons
4 et 5 n’a pas lieu (AChERr pour « read-through » = trans-lecture) (figure 10) (Li,
Camp et al. 1993). Cette conservation d’un intron conduit a une forme sécrétée et
soluble. L’AChERr serait impliquée dans des pathologies neuromusculaires auto-
immunes dont la myasthénie grave (Brenner, Hamra-Amitay et al. 2003). En effet,
I'accumulation d’AChERr entraine une diminution de I'excitabilité des récepteurs
cholinergiques, ayant, a terme, des conséquences au niveau neuromusculaires
(Lev-Lehman, Evron et al. 2000). Elle aurait aussi un rdle dans des neuropathies

associées a l'inflammation (Dori, Ifergane et al. 2007).
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2-1-4-2. L’organisation structurale liée a la fonction catalytique
Les ChEs font partie de la famille des carboxylestérases de type B, et plus
particuliérement des a/f hydrolases a sérine (Carr and Ollis 2009). Les
hydrolases a sérine se structurent autour d'un feuillet § flanqué d'hélices a. Elles
posseédent une triade catalytique, composée d'une sérine nucléophile activée par
un relais de protons impliquant un résidu acide (Asp ou Glu) et une histidine
(figure 12). Les ChEs possedent des sites de N-glycosylation (Asn-X-Ser/Thr), 3
sites pour 'hAChE, 4 pour la TcAChE et 9 pour la BChE (Nachon, Nicolet et al
2002). Ces glycanes contribuent a la sécrétion, la solubilité et la stabilité de
I'enzyme dans son environnement, sans influencer ses propriétés catalytiques

(Velan, Kronman et al. 1993).

Figure 12: Structure tertiaire de
la BChE (code pdb: 1p0i). La

coloration dépend du degré d’agitation
atomique au sein de I'enzyme (du bleu
foncé, le moins agité au rouge le plus
agité). Le cercle rose situe la triade
catalytique, elle-méme en rose, et la
fléche représente l'entrée de la gorge.

Les connaissances structurales de I'hAChE, et de la TcAChE avant elle, ainsi que de
la BChE, ont permis de mieux comprendre leur mécanisme catalytique a 1'échelle
moléculaire. Le site actif de I'AChE se caractérise par deux sites, distincts mais
coordonnés. Le site catalytique se situe au fond d'une gorge de 20A de
profondeur et d’environ 5 A de diameétre, dont I'entrée est constituée de résidus
formant le site périphérique. Les substrats et ligands progressent le long de cette
gorge tapissée par 14 résidus pour aboutir au site catalytique, lui-méme divisé en

trois sous-sites : le sous-site d’interaction cation-m ou poche "choline", la poche

"acyle" ou se lie la partie acyle des substrats, et entre les deux, le sous-site

estérasique comprenant la triade catalytique et le trou oxyanion (figure 13). Les
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différences structurales entre AChE et BChE viennent de la dimension du site
catalytique (500 A3 pour la BChE contre 300 A3 pour 'AChE) ainsi que de la nature
de certains résidus du site périphérique et d’'un des sous-sites catalytiques. Ces
dissemblances sont a l'origine des différentes propriétés catalytiques des deux
enzymes, en ce qui concerne la nature des substrats et ligands et la

stéréosélectivité.

hAChE -0 BChE ﬁ%‘ N

j o

$203 \ SllB
E334 E:_,‘

Figure 13 : Site actif de 'hAChE (a gauche) et de la BChE (a droite). Le site catalytique
est formé de la triade catalytique (magenta), du trou oxyanion (vert), de la poche « acyle » (cyan), de
la poche « choline » ou site cation-m (violet). Le site périphérique est situé a l'entrée de la gorge
(orange). Le cercle noir représente le volume du site actif. (code pdb 2x8b pour hAChE, 1p0i pour
BChE).

Le site catalytique est divisé en trois sous-sites :

1.- Le sous-site estérasique comprend la triade catalytique formée par trois résidus,
Ser203 (Ser198), His447 (His438) et Glu334 (Glu325) (le résidu hors parenthéese
appartient a I'hAChE, celui entre parenthese a la BChE) (Shafferman, Velan et al
1992). Lors de la réaction catalytique, la sérine est acylée puis déacylée, grace a un
relais de protons impliquant l'imidazolium de l'histidine et le carboxylate du
glutamate. Un second glutamate, Glu202 (Glu197), intervient dans la stabilisation
des états de transition par interactions électrostatiques (Ordentlich, Barak et al
1996). Le mécanisme d’hydrolyse de ’'ACh par ’AChE est un des mécanismes
catalytiques les plus efficaces : on compte jusqu'a 25000 molécules d’ACh
hydrolysées par seconde et par site actif chez 'Homme.

Le trou oxyanion est composé de Gly121 (Gly116), Gly122 (Gly117), Ala204

(Ala199). Chaque NH- de la chaine principale contribue a la stabilisation de
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I'oxyanion de l'état de transition au cours de la réaction d'hydrolyse des esters
grace a 3 liaisons hydrogene. La structure cristallographique du complexe TcAChE
en présence de 4-oxo-N,N,N-triméthylpentanaminium (OTMA), un analogue non
hydrolysable de I’ACh, le met particuliéerement en évidence (figure 14) (Sussman,

Harel et al. 1991 ; Colletier, Fournier et al. 2006).

Figure 14: Triade catalytique et trou
oxyanion de la TcAChE, en présence de
OTMA (code pdb : 2c5f). Les liaisons hydrogéne

sont représentées en pointillés noirs.

E325

2.- Le site d'interaction cation-m est le sous-site de liaison de la partie choline du
substrat naturel. La charge du groupement ammonium quaternaire est stabilisée
par des interactions de type cation-m avec un tryptophane (Trp82 dans I’hAChE,
Trp86 dans la BChE) (figure 15) (Ordentlich, Barak et al. 1993) (Harel, Schalk et al.
1993) (Colletier, Fournier et al. 2006). Dans I’AChE, un second résidu aromatique

est associé au tryptophane (Tyr337 chez 'Homme, Phe330 chez la torpille).

Q

wes Y I

Figure 15 : Site d'interaction cation-
m (violet) de la TcAChE, en présence
de OTMA (code pdb : 2c5f). Les liaisons

hydrogéne sont représentées en pointillés
noirs.

31



3.- Dans ’hAChE, la poche « acyle » est constituée de résidus aromatiques (Trp236,
Phe295, Phe297) alors que dans la BChE, seul le tryptophane est conservé
(Trp231). Les deux autres sont de petits résidus aliphatiques (11286, Val288)
(Harel, Sussman et al. 1992). Cette différence confere a la BChE une sélectivité
moins stricte quant a la taille des ligands (figure 13). Ces résidus aromatiques dans
I’AChE stabilisent les ligands par interactions de Van der Waals, notamment la
chaine carbonée de la partie acyle des substrats naturels (méthyle de I’ACh, butyle

de la BCh).

Le site périphérique se situe a I'entrée de la gorge. Dans 'hAChE, il est constitué

de trois résidus aromatiques, Trp286, Tyr72 et Tyr124, qui fixent les ligands
cationiques par interactions de type cation-mt (Harel, Schalk et al. 1993). En face de
ce site périphérique sont présents deux résidus, Tyr341 et Asp74 (Tyr334 et
Asp72 dans TcAChE, figure 16), qui structurent, par liaison hydrogene, la
conformation de la gorge, et interagissent également avec les ligands (Barak,
Kronman et al. 1994 ; Bourne, Taylor et al. 2003). Les trois résidus aromatiques
constituant le site périphérique sont absents dans la BChE. Il sont remplacés par
un résidu aliphatique (Val277) et deux résidus portant une fonction amide (Gln119
et Asn68) (figure 13). Ainsi, les ligands du site périphérique de ’AChE ont peu
d’affinité pour la BChE. Des études de marquage par photo-affinité ont montré que
le résidu Tyr332 (Tyr341 dans I'hAChE) était impliqué dans l'interaction des
ligands au niveau de I'entrée de la gorge chez la BChE et pouvaient constituer un

site périphérique (Nachon, Ehret-Sabatier et al. 1998).

32



Figure 16: Dans la TcAChE, le site
périphérique (orange) lie une molécule
de OTMA via des interactions type
cation- entre W279 et I'ammonium
quaternaire du ligand (code pdb :

2c5f).  Les liaisons  hydrogéne  sont
représentées en pointillés noirs.

H440 °,

$200
E325

Le site périphérique joue un role prépondérant dans les mécanismes de régulation
allostérique de la catalyse de I'AChE. Il a été mis en évidence que le site
périphérique et le site catalytique sont en relation directe via la boucle Q (liaison
hydrogene Asp72 et Tyr334, figure 16), via un réseau conservé de molécules d’eau
(Barak, Ordentlich et al. 1995 ; Ordentlich, Barak et al. 1995) et des interactions
aromatiques/aromatiques (Kaplan, Barak et al. 2004). I1 a été démontré qu’un
relais d'interactions, impliquant des résidus tout le long de la gorge, a lieu entre le
site périphérique et le site catalytique entrainant des changements
conformationnels influant sur le mécanisme catalytique (Shafferman, Velan et al
1992).

Lors de son approche de la gorge, une molécule de substrat va étre captée au
niveau du site périphérique, puis va ensuite glisser le long de la gorge pour se
positionner dans le site catalytique. L’association d’'une seconde molécule de
substrat au niveau du site périphérique augmente la vitesse d’hydrolyse, et ce,
pour de faibles concentrations en substrat (Johnson, Cusack et al 2003). En
revanche, un exceés de substrat (Aldridge and Reiner 1969 ; Radic, Reiner et al
1991) ou la fixation permanente d'un ligand au site périphérique (ex : propidium,
inhibiteur réversible) entraine un blocage de I'’entrée du substrat dans le site actif

et de la sortie des produits d’hydrolyse (Rosenberry, Mallender et al. 1999 ;
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Szegletes, Mallender et al 1999 ; Mallender, Szegletes et al. 2000). L’activité
enzymatique est alors ralentie.

Dans la BChE, I'entrée de la gorge est plus spacieuse en raison de l'absence de
cluster de résidus aromatiques semblable a celui de I'AChE. Aussi, suivant les
différents substrats dérivés de la choline, on aura, soit une activation par exces de
substrat pour les petites molécules (acétylcholine, butyrylcholine,...) (Masson,
Adkins et al. 1993 ; Masson, Legrand et al. 1997), soit une inhibition pour les
molécules plus importantes (benzoylcholine) (Masson, Froment et al. 2007). Cette
modulation implique le couple de résidus Asp70 et Tyr332 liés par une liaison
hydrogéne. En découle l'altération de Tl'affinité des substrats chargés, la
succinylcholine en particulier, pour le mutant naturel Asp70Gly, dit variant
atypique. (Masson, Froment et al 1996 ; Masson, Xie et al. 1999). La
succinylcholine, qui possedent deux ammoniums quaternaires, l'un se fixant dans
le site cation-m l'autre au niveau de Tyr332, voit son hydrolyse largement ralentie
du fait de cette mutation (Neville, Gnatt et al. 1990 ; Masson, Legrand et al. 1997 ;
Mollerup and Gatke 2011).

Enfin, certains auteurs avancent que la trés grande efficacité catalytique de I’AChE
pourrait s’expliquer par la présence d’'une sortie alternative pour les produits
d’hydrolyse appelée la « backdoor » (porte arriere). L'argument avancé tient du
fait que les dimensions restreintes de la gorge ainsi que le potentiel électrostatique
présent semblent incompatibles avec le trafic croisé de molécules de substrat et de
produit avec la rapidité que l'on connait de I'’hydrolyse chez I'’AChE (Gilson,
Straatsma et al. 1994). Cependant, les premiéres études réalisées par mutagenese
dirigée de résidus proches ou appartenant a la « backdoor » supposée (Glu84,
Trp86, Asp131 et Val132), n’ont révélé aucune différence significative d’efficacité
catalytique entre l'enzyme sauvage et les mutants, concluant ainsi que cette
hypothétique «backdoor» ne serait finalement pas impliquée de maniere
fonctionnelle dans I'activité catalytique (Kronman, Ordentlich et al. 1994).

Puis des études sur l'interaction entre la fasciculine, une toxine peptidique, et
I'AChE de souris ont relancé cette hypotheése. Bien que la fasciculine se fixe a
I'entrée de la gorge, occluant compléetement celle-ci, le complexe garde une activité
résiduelle (Radic and Taylor 2001). Ceci suggere que le substrat est capable

d'emprunter une route alternative a l'entrée de la gorge pour accéder au site actif.
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Des études de dynamique moléculaire ont appuyé cette hypothése en montrant la
possibilité de mouvement de la boucle Cys69-Cys96, dite " boucle " qui forme
une des parois de la gorge, ceci lorsque ’AChE est en présence ou en absence de
fasciculine. Le réarrangement moléculaire de la boucle (), observé en dynamique
moléculaire, correspond a l'ouverture d'une voie secondaire pour entrer et/ou
sortir du site actif de I'enzyme: la « backdoor » (Bui, Tai et al. 2004). Cette
dynamique a également été mise en évidence lors de la résolution de la structure
de TcAChE en présence d’aflatoxine, une toxine de champignon, dans laquelle une
rotation a 90° de Tyr442 est observable pour permettre l'ouverture de cette
backdoor (Sanson, Colletier et al 2011). Enfin, des études sur
I'acétylcholinestérase de Drosophila melanogaster ont permis de mettre en
évidence que le Trp83, qui appartient a la boucle Q, est capable de pivoter
légerement, du fait de sa faible stabilisation par les résidus environnants (Ile82 et
Asp482, remplagant respectivement des résidus Met et Tyr présents chez la
plupart des autres AChE). Cependant, le passage par ce canal est estimé a
seulement 5 % du trafic des produits pour l'enzyme sauvage. En revanche, les
mutations Trp83Glu et Trp83Ala permettent d'élargir ce canal de 52 9 A et dans ce
cas, 'inhibition de 'activité catalytique par exces de substrat due a une obstruction
a 'entrée de la gorge est absente car les produits peuvent sortir du site actif par
cette voie secondaire, sans croiser les molécules de substrat entrantes (Nachon,

Stojan et al. 2008).

2-2. Le mécanisme d’inhibition des cholinestérases par les organophosphorés

Les organophosphorés sont des molécules trés lipophiles, qui franchissent
facilement les barrieres biologiques (voies transcutanée, respiratoire et digestive).
Apres absorption, ils se fixent principalement sur I'acétylcholinestérase centrale,
musculaire et érythrocytaire ainsi que sur la butyrylcholinestérase du systeme
nerveux central et plasmatique, empéchant ainsi ’hydrolyse physiologique de
'acétylcholine. Une faible quantité franchit la barriere hémato-encéphalique (BHE),
mais elle suffit pour inhiber en quelques secondes pratiquement toute l'activité
cholinestérasique (Vale 1998).

Lorsque I'OP arrive a proximité de la sérine catalytique, I'oxygene de cette derniére,

activé par un réseau de liaisons hydrogene, attaque I'atome de phosphore, ce qui
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conduit a un état de transition bipyramidal, qui évolue vers un adduit tétraédrique
via la rupture de la liaison entre le phosphore et le groupe partant de 1'0OP (figure
17). Il s'agit d'une réaction d’addition-élimination. La phosphylation de I'enzyme
conduit a la formation d’un conjugué tres stable mais qui reste réversible bien que
la déphosphylation spontanée de la sérine, et donc la réactivation de l'enzyme, soit
tres lente (Aldridge and Reiner 1972). Elle est accélérée par I'action d’'un composé
plus nucléophile que I'eau, tel que les oximes. Les oximes sont d’ailleurs a la base
du traitement des intoxications par les OP. Une autre réaction peut suivre la
phosphylation de 'enzyme conduisant a la formation d'un conjugué également tres
stable et non réactivable : généralement, une désalkylation catalysée par I'’enzyme
elle-méme (Ordentlich, Kronman et al 1993), appelée communément
« vieillissement » (Fleisher and Harris 1965). Un pont salin entre 'imidazolium de

I'histidine catalytique et 'oxyanion de I'adduit désalkylé est a 1'origine du gain de

stabilité.
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Figure 17 : Mécanisme d’inhibition, de vieillissement et de réactivation de 'hAChE

par le VX. L'inhibition par phosphylation de I'enzyme a lieu par attaque de I'oxygéne de la sérine
catalytique (Ser203) sur le phosphore du VX. Cette derniére peut étre déphosphylée par un nucléophile
fort (oxime) ou étre irréversiblement modifiée par désalkylation de I'adduit.
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La vitesse de vieillissement dépend de la nature et de la stéréochimie du composé
organophosphoré. Le temps de demi-vie (t1,2) de vieillissement varie de quelques
minutes pour 'hAChE inhibée par le soman a plusieurs dizaines d’heures pour la

méme enzyme inhibée par le VX (tableau 18).

Constante de vitesse de

vieillissement (h1)

hAChE BChE

soman 9,3af 6,6f
sarin 0,23b 0,054

tabun 0,04b 0,104

VX 0,02b 0,014
VR 0,04b n.m
CVX 0,02¢ n.m

DFP 0,22be 0,69¢

Tableau 18 : Constante de vitesse de vieillissement de 'hAChE et de la BChE vis a vis

de certains organophosphorés (source: aShafferman, 1996, "Worek, 2004, Aurbek, 2006,
dAurbek, 2009, eMasson, 1997, /Nachon, 2005, n.m : valeur non mesurable).

La compréhension du mécanisme de vieillissement est un enjeu important sachant
que cette étape compromet la réactivabilité de l'enzyme. Le mécanisme de
désalkylation chez 'AChE implique la rupture de la liaison C-O et de la formation
d’un ion carbonium (Harris, Fleisher et al. 1966 ; Michel, Hackley et al. 1967 ; Harel,
Su et al. 1991 ; Segall, Waysbort et al. 1993 ; Shafferman, Ordentlich et al. 1996)
(figure 19).
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Figure 19 : Proposition de mécanisme de vieillissement de '’AChE inhibée par le

soman. (La cassure de la liaison C-0 conduit a la formation, d’une part, d’'un ion carbonium libéré et,
d’autre part, d’un oxyanion sur I'adduit phosphylé).
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dans le cas du soman, la désalkylation du groupement pinacolyle est catalysée par
les résidus Glu199 (chez TcAChE) ainsi que l'histidine catalytique (His440). Le
premier stabilise électrostatiquement le développement du carbocation alors que
la charge positive de I'histidine stabilise la formation de I'oxyanion, au cours de la
scission de la liaison C-O (Ordentlich, Kronman et al. 1993 ; Qian and Kovach 1993).
Les résidus Tyr1l30 et Glu441 (chez TcAChE) interviennent également,
indirectement en figeant la conformation de Glul99, via un réseau de liaisons
hydrogéne impliquant des molécules d'eau (Shafferman, Ordentlich et al. 1996).
Les résidus du site cation-mt (Trp84 et Phe330) participent au mécanisme en
favorisant la migration d'un méthyle vers le carbocation secondaire néoformé
(Qian and Kovach 1993). Les structures tridimensionnelles de TcAChE vieillie et
non-vieillie ont confirmé l'implication de ces résidus dans le mécanisme de

vieillissement (Millard, Kryger et al. 1999 ; Sanson, Nachon et al. 2009).

En ce qui concerne le mécanisme de vieillissement de la BChE, ce sont les
structures cristallographiques des complexes BChE-échothiophate vieillie et non-
vieillie qui ont suggérée l'implication d’'une molécule d’eau en interaction avec
Glu197 (Glu199 dans TcAChE) et T'histidine catalytique. Cette molécule d’eau
pouvait participer au vieillissement selon deux mécanismes : rupture de la liaison
C-O par désalkylation ou rupture de la liaison P-O apres attaque nucléophile SN» de
la molécule d’eau. La discrimination entre les deux mécanismes est possible par
spectrométrie de masse. Lorsque l'enzyme est inhibée puis vieillie dans de 1'eau
enrichie en isotope lourd 180 de l'oxygene, il est possible de vérifier si une
molécule d'eau a été incorporée a l'adduit en mesurant sa masse, auquel cas le
meécanisme de vieillissement est une hydrolyse avec scission de la liaison P-0. Si le
mécanisme est une désalkylation, 1''80 ne sera pas incorporée a l'adduit. Une
analyse par spectrométrie de masse a permis d'identifier le mécanisme de
vieillissement de la BChE inhibée pour une dizaine d’OP, de classes différentes (Li,
Schopfer et al 2007). Pour la majorité des OP testés, le mécanisme de
vieillissement s’opere par désalkylation. Méme si la scission d'une liaison P-O n’a
encore jamais été observée dans le processus de vieillissement, celui-ci reste a la
base du mécanisme de déphosphylation spontanée de I'’enzyme. Pour certains OP

(VX et VR), aucun vieillissement n’a été observé. Enfin, pour I'isomalathion, le

38



conjugué inhibé vieillit en deux produits, correspondant aux deux mécanismes
possibles de vieillissement. Par ailleurs, apres avoir longtemps cru que les
conjugués de cholinestérases-phosphoramidates (tabun et ses dérivés)
vieillissaient par déamination (Barak, Ordentlich et al. 2000 ; Ekstrom, Akfur et al.
2006), Carletti et al., ont montré a l'aide de données cinétiques, structurales et de
spectrométrie de masse que le vieillissement était également une O-désalkylation

(Carletti, Li et al. 2008 ; Carletti, Aurbek et al. 2009 ; Carletti, Colletier et al. 2010).

2-3. Les autres enzymes du SNC phosphylées par les organophosphorés

Les OP peuvent phosphyler d’autres enzymes du systeme nerveux central,
notamment la « neuropathy target esterase » (NTE). Cette carboxylestérase est
présente au niveau membranaire dans les neurones et certaines cellules non-
neuronales des vertébrés (intestins, rate et thymus) (Johnson 1982). Elle est
impliquée dans la voie de signalisation cellulaire contrélant les interactions entre
neurones et accessoirement, les cellules gliales au cours du développement du
systeme nerveux (Glynn 1999). L’exposition de la NTE aux OP entraine I'apparition
d’'un syndrome neuropathique retardé, mais une simple phosphylation de la sérine
catalytique ne suffit pas a engendrer ce syndrome. Ce dernier n'apparait qu'apres
vieillissement de la sérine catalytique phosphylée (Johnson 1982). Dans une étude
réalisée sur l'inhibition de la NTE par le DFP, le vieillissement rapide correspond a
un transfert d'un isopropyle sur un autre résidu du site actif de la NTE et non a une
désalkylation comme chez les cholinestérases (Clothier and Johnson 1979 ;
Williams 1983).

D’autres protéines sont la cible des OP, généralement des protéines a activité
estérasique mais également la glutathion S-transférase, qui semblent jouer un role
protecteur en métabolisant par conjugaison certains pesticides organophosphorés

(Kostaropoulos, Papadopoulos et al. 2001 ; Fujioka and Casida 2007).

3. Les effets d’une intoxication aigtie par les organophosphorés

L’inhibition de l'acétylcholinestérase par les OP entraine une accumulation
d’acétylcholine au niveau synaptique. Ce neurotransmetteur du systeme nerveux
est impliqué dans la mémoire et I'apprentissage au niveau central et dans l'activité

musculaire et les fonctions végétatives au niveau périphérique. L’accumulation
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d’ACh amplifie, d’'une part, la réponse des récepteurs muscariniques au niveau des
cibles du systéme parasympathique et, d’autre part, celle des récepteurs
nicotiniques au niveau ganglionnaire des systemes sympathique et
parasympathique. On observe une stimulation puis une paralysie de la
transmission de l'influx nerveux par dépolarisation persistante. Le syndrome dit
« cholinergique » regroupe donc trois syndrémes différents.

Le syndrome muscarinique périphérique provoque une hypersécrétion des
glandes salivaires et sudorales, entre autre; une contraction des muscles lisses
(myosis, bronchoconstriction); une augmentation du péristaltisme (nausées,
vomissements, diarrhées, crampes abdominales) ; une bradycardie et une
hypotension. Le syndréome nicotinique périphérique, quant a lui, provoque la
contraction des muscles striés (asthénie intense, faiblesse musculaire,
fasciculations, mouvements involontaires, paralysie des muscles respiratoires) et
des troubles cardiaques (tachycardie et hypertension). Au niveau du SNC, le
syndrome central donne lieu a de l'agitation, de l'anxiété, des vertiges et
céphalées, pouvant aller jusqu'a un état confusionnel voire un coma convulsif avec
risques de choc hémodynamique.

L’atteinte cérébrale lors d'une intoxication aux OP ne se résume pas au systeme
cholinergique. En effet, les convulsions et les liaisons cérébrales s’accompagnent
d’autres symptomes comme |'cedeme cellulaire ou la nécrose neuronale et mettent
en jeu la perturbation d’autres systémes de neurotransmission (glutamate, GABA,
dopamine, noradrénaline)(Fosbraey, Wetherell et al. 1990 ; Lallement, Carpentier

et al. 1993 ; Shih and McDonough 1997).
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LES MOYENS DE DEFENSE CONTRE LA MENACE DES OP

1. Pré-traitements actuels

Lorsque des forces armées sont susceptibles d'intervenir sur un théatre
d'opérations ou l'emploi d'armes chimiques est prévisible, les militaires sont
prétraités par I'administration prophylactique de pyridostigmine (figure 20). Ce
carbamate, inhibiteur pseudo-irréversible des cholinestérases, se lie
transitoirement a la sérine catalytique, empéchant la fixation de I'OP (Gordon,
Leadbeater et al. 1978). Le bromure de pyridostigmine est employé usuellement
contre la myasthénie et la constipation par atonie intestinale sous le nom de
Mestinon®. Pour le prétraitement d'une exposition potentielle aux OP, les
personnels doivent prendre 30 mg en comprimés toutes les 8 heures.
Malheureusement, la présence d'un groupement ammonium quaternaire chargé
empéche le passage de la BHE et donc la protection des ChEs centrales. Un autre
carbamate capable de passer la BHE, la physostigmine (figure 20), a été testé,
mais posséde une demi-vie courte et entraine des effets secondaires génants
(Dirnhuber, French et al. 1979). En France, les efforts de recherche se sont portés
sur un alcaloide capable d’inhiber réversiblement les ChEs périphériques et
centrales. L’huperzine A (figure 20) est, depuis longtemps, utilisée dans la
médecine traditionnelle chinoise dans le traitement des troubles de la mémoire.
Elle a d’ailleurs été évaluée pour le traitement symptomatique de la maladie
d’Alzheimer (Wang, Wang et al. 2009) mais aucun effet cognitif n'a été mis en
évidence. Le remplacement de la pyridostigmine par l'huperzine A dans le
prétraitement de l'intoxication aux OP s'est posé car elle a un meilleur effet
protecteur que la pyridostigmine (Grunwald, Raveh et al. 1994) (Lallement, Veyret
et al. 1997). Malheureusement, le développement de cette molécule n'a pas été
poursuivi car elle présente des signes de toxicité aiglie aux doses thérapeutiques

(Aracava, Pereira et al. 2009).
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Figure 20 : Structure chimique de la pyridostigmine, de la physostigmine et de
I'huperzine A
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2. Traitements actuels
La prise en charge d’individus intoxiqués par des pesticides ou des neurotoxiques
organophosphorés associe décontamination, traitement symptomatique et

traitement antidotique spécifique.

2-1. La décontamination

La décontamination est systématique pour éliminer la substance en contact avec
I'individu et donc réduire la dose d’OP absorbée et pour éviter la contamination
des personnels soignants lors de la prise en charge. Si cela apparait nécessaire, les
gestes de survie et la mise en place d'une ventilation artificielle sont réalisés avant
décontamination.

En cas d’'ingestion, un lavage gastrique évacuateur doit étre reéalisé tres
précocement et suivi de 'administration orale de charbon activé pour adsorber la
substance ingérée. En cas d’intoxication par voie percutanée, la décontamination
s’effectue selon 4 phases:

- 'absorption du toxique sur les parties découvertes du blessé a I'aide de poudres
absorbantes telles que la terre a foulon, talc, farine, etc... appliquées a l'aide d'un
flacon poudreur ou de serviettes éponges.

- le déshabillage complet de la victime qui permet de réduire de 80% la
contamination.

- I'inactivation du toxique par pulvérisation d'une solution a 2,5° d’hypochlorite de
sodium (eau de javel diluée) pendant 5 a 10 minutes sur la peau saine et d’'une
solution de Dakin (hypochlorite de sodium stabilisé par du permanganate de
potassium) sur les plaies et les muqueuses.

- le ringage par douche prolongée.

La décontamination est contrdlée a I'aide d’'un photometre, qui permet de mettre
en évidence la présence de substances organophosphorés et organosoufrés. Ce
controle est indispensable avant le transfert vers des structures médicales pour la

mise en place des traitements symptomatiques et spécifiques.

2-2. Les traitements symptomatiques

Le traitement symptomatique de lintoxication aux OP est essentiellement

respiratoire mais également anti-convulsivant et cardiovasculaire.
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La prise en charge des victimes au niveau de la réanimation respiratoire repose

sur la libération des voies aériennes et sur I'oxygénothérapie. Le probleme de cette
prise en charge se pose en cas d’intoxication massive car celle-ci nécessite une
logistique importante en ce qui concerne le matériel (ventilateurs, bouteilles
d’oxygene,...) et le personnel médical. Ainsi, la prise en charge de 100 blessés
nécessiterait, sur le terrain, 120 000 litres d’oxygene pour 2 heures de ventilation,
soit 200 bouteilles et 100 ventilateurs (Bismuth 1993).

Le traitement anticonvulsivant, indispensable lors d’une intoxication par

neurotoxiques organophosphorés, repose sur l'utilisation de benzodiazépines.
Cette classe de médicaments psychotropes est employée, usuellement, pour leurs
propriétés hypnotiques, anxiolytiques, antiépileptiques, amnésiantes et
myorelaxantes ou afin de provoquer un état de sédation. Les benzodiazépines
agissent comme modulateurs allostériques positifs dans la neurotransmission
GABAergique. Le GABA est un neurotransmetteur inhibiteur qui, en se fixant sur
les récepteurs ionotropes GABA,, permet I'ouverture des canaux ioniques Cl-. Ce
flux d’ions provoque un effet inhibiteur au niveau du systeme nerveux central. Les
benzodiazépines, en se fixant sur un site différent du GABA sur les récepteurs
GABA,, augmentent I'affinité du GABA pour son récepteur et donc, potentialise son
action. Le diazépam (Valium®) est l'anticonvulsivant de référence. Il a un effet
préventif des crises convulsives induites par les neurotoxiques OP mais il est sans
action curative sur la crise déclarée. D’autres benzodiazépines (loprazolam,
clonazépam, midazolam) peuvent également étre utilisées. La kétamine (Kétalar®)
présente un intérét particulier en cas d'intoxication aux OP (Riotte, Vacquier et al.
1988). Elle aurait une action anticonvulsivante spécifique, prévenant la survenue
de lésions neurologiques irréversibles (Puu 1988 ; Dorandeu, Lallement et al
2003) (Cowper and Davidson 1943). De plus, elle possede une AMM et est
couramment utilisée en clinique.

Enfin, l'intoxication aux OP peut entrainer une défaillance hémodynamique

(Delvallee, Nigong et al. 1991). Cette faillite du systeme cardiovasculaire empéche
le maintien d'une pression et d’'un débit sanguins adéquats, entrainant une
souffrance des organes. Un remplissage vasculaire de sérum salé toutes les 20
minutes est recommandé (Eddleston, Dawson et al. 2004) (Eddleston, Buckley et al.

2008). Les troubles du rythme et de conduction sont pris en charge, soit par des
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traitements classiques (lidocaine), soit par le sulfate de magnésium (Pajoumand,

Shadnia et al. 2004).

2-3. Les traitements spécifiques

Les traitements spécifiques visent le systeme cholinergique. L'atropine est un
antagoniste cholinergique qui agit en se fixant aux récepteurs muscariniques de
I'acétylcholine dans le systeme nerveux central et périphérique. Elle traite le
bronchospasme et l'hypersécrétion bronchique et participe a l’amélioration
clinique. Néanmoins, elle n’a aucune action sur les récepteurs nicotiniques donc
sur l'atteinte neuromusculaire. L’emploi complémentaire d’antidotes spécifiques
des cholinestérases est alors indispensable. Les oximes réagissent avec le
groupement phosphyle au niveau du site actif de '’enzyme afin de la libérer. Le
sulfate de pralidoxime (Contrathion®) est le produit le plus souvent utilisé en
France dans les intoxications par organophosphorés. Néanmoins, aucune oxime
existante a ce jour n’est efficace contre tous les neurotoxiques organophosphorés.

Jusqu'en 1993, les forces de l'armée francaise utilisaient un traitement par
seringue  auto-injectable  tri-compartimentée (Multipen®  auto-injector),
commercialisée par la firme hollandaise Duphar (figure 21). Cette seringue
contenait 2mg de sulfate d’atropine, 7.5mg de diazepam et 350 mg de
meéthylsulfate de pralidoxime. Chaque combattant possédait deux injecteurs de ce
type. Cette thérapeutique est d'une grande efficacité si elle est utilisée des les
premieres minutes qui suivent l'intoxication. Des études ont montré que
I'administration de deux auto-injecteurs permet la survie du singe Cynomolgus
intoxiqué avec 8 DLso de soman (Lallement, Veyret et al. 1997). Depuis 2008, un
nouvel auto-injecteur bi-compartimenté est employé, le diazépam ayant été
remplacé par 20 mg de chlorhydrate d’avizafone, sa pro-drogue (figure 21). Cet
auto-injecteur Ineurope® est fabriqué par la Pharmacie Centrale des Armées
(Rousseau, Besse Bardot et al. 2009). D’autres changements ont été et sont encore
envisagés notamment dans le remplacement du pralidoxime par une autre oxime,

le HI-6.
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auto-injecteur Multipen® Duphar auto-injecteur Ineurope®

Figure 21 : Seringues auto-injectables tri-compartimentée Multipen® Duphar et bi-

compartimentée Ineurope®
(source : http://www.usammda.army.mil/fielded/marki.html et (Rousseau, Besse Bardot et al. 2009))

2-4. Le développement des oximes (figure 22)

Une étude réalisée au Sri Lanka en 1991 lors d'une pénurie de pralidoxime (2-
PAM) a montré que le traitement d'intoxications modérées a séveres par l'atropine
seule avait la méme efficacité en terme de mortalité, de durée de ventilation ou
d'hospitalisation que le traitement classique par l'association atropine-
pralidoxime (de Silva, Wijewickrema et al. 1992). Le 2-PAM a été le premier
réactivateur des ChEs utilisé chez 'Homme intoxiqué par les OP. Plus de 1 500
composés ont été testés mais seulement quelques uns ont été étudiés pour un
usage chez 'Homme. Ainsi, a la fin des années 50, le TMB-4 (trimedoxime) puis
son analogue MMB-4 (methoxime), formés sur la base d'un bispyridinium,
apparaissent plus efficaces que le 2-PAM, vis a vis du tabun (Kuca, Cabal et al
2005) pour le premier et vis a vis du sarin et méme du soman pour le second
(Bajgar, Patocka et al. 1975 ; Harris, Anderson et al. 1990). Au début des années 60,
un analogue structural du TMB-4 fait son apparition, I'obidoxime (Luettringhaus
and Hagedorn 1964). Ce composé est commercialisé sous le nom de Toxogonine®
et semble le plus efficace contre les insecticides organophosphorés (Thiermann,
Szinicz et al. 1999). Malheureusement, il reste sans effet contre le soman. Puis, vint
le tour des oximes bispyridinium asymétriques. Hagedorn développa de nombreux
composés de la série des H-oximes avec notamment HI-6 (Oldiges and Schoene
1970) et HL6-7 (Eyer, Hagedorn et al. 1992) qui sont largement plus efficaces que
leurs prédécesseurs. A I'heure actuelle, le développement d’oximes, plus efficaces,
moins toxiques et passant la BHE (Demar, Clarkson et al. 2010) (Garcia, Campbell
et al. 2010), reste un enjeu considérable. Les intoxications au soman et au tabun,

on le verra par la suite, « résistent » toujours aux oximes existantes.
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Figure 22 : Structures chimiques de quelques oximes.

2-4-1. Le mécanisme d’action des oximes

Le mécanisme d’action des oximes a été tres étudié depuis les années 60 (Su, Wang
etal. 1986 ; Wong, Radic et al. 2000 ; Worek, Szinicz et al. 2005 ; Bajgar, Kuca et al.
2007 ; Maxwell, Koplovitz et al. 2008 ; Luo, Chambers et al. 2010). La réaction de
réactivation (schéma 23) est une attaque nucléophile de l'ion oximate sur le
phosphore de l'adduit formant un état de transition ou le phosphore est
pentacoordiné, suivi d'un départ de la phosphyloxime avec libération de
I'hydroxyle de la sérine catalytique. A ce jour, il n'est pas établi que l'attaque de
I'oximate se fasse par la face opposée a la sérine, ou par une face adjacente

(Nachon, Carletti et al. 2010).
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Schéma 23 : Mécanisme de réactivation des ChEs par les oximes avec attaque par la
face apicale (A) ou par une face adjacente (B) a la sérine (Nachon, Carletti et al. 2010).

L’efficacité d’'une oxime est dépendante de plusieurs facteurs. Diverses études ont
permis de comprendre |'orientation de 'oxime dans la gorge, les résidus du site
catalytique mis en jeu (Ashani, Radic et al. 1995), I'influence de la structure de I'OP
fixé dans le site actif ainsi que celle de 'oxime. En effet, des études de mutagénése
ont montré que 'encombrement stérique dans la gorge est le facteur limitant de la
réaction de réactivation par les oximes (Wong, Radic et al. 2000 ; Maxwell,
Koplovitz et al. 2008). Ainsi, certaines se fixent au niveau de la poche « choline »
(Trp84 chez la TcAChE) telles que le 2-PAM (figure 24) et leur orientation est alors
dépendante de la taille du groupement alkyle de I'OP fixé sur la sérine catalytique.
D’autres, comme le HI-6 ou I'obidoxime, se fixent au niveau du site périphérique,
grace a leur deuxiéme groupement pyridinium (stacking de noyaux aromatiques)
(Maxwell, Koplovitz et al. 2008). L'encombrement stérique de I'OP influence donc
moins leur efficacité (Ekstrom, Pang et al. 2006). D’apres la structure
cristallographique du complexe mAChE-HI-6 (figure 24), le HI-6 est stabilisé par
plusieurs liaisons hydrogene a l'intérieur du site actif. Celle située entre 1'oxygene
liant les deux noyaux pyridinium du HI-6 et Asp74 semble essentielle, car une
substitution de cet oxygéne par un groupement méthylene diminue nettement son

efficacité de réactivation pour I'enzyme (Luo, Leader et al. 2003).
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Figure 24 : Structures cristallographiques de la TcAChE inhibée par le soman
(vieillie) et en interaction avec le 2-PAM (a gauche)(code pdb : 2WG1) (Sanson, Nachon et al.

2009) et de la mAChE interagissant avec le HI-6 (a droite)(code pdb : 2GYU) (Ekstrom, Pang
etal 2006).

Afin de comparer les efficacités de réactivation des oximes en fonction de la nature
de I'OP lié au site catalytique de I’AChE, un modele cinétique de la réaction de

réactivation est nécessaire. Le modele le plus simple est le suivant :

Kb Kr
[EP] + [0x] &= [EP-Ox] — [E] + [P-Ox]

ou [EP] est 'enzyme phosphylée; [0x] est 'oxime; [EP-Ox] est le complexe réversible enzyme
phosphylée - oxime ; [E] est 'enzyme libérée et [P-0x] et 'oxime phosphylée.

La constante de dissociation Kp du complexe [EP-Ox] représente l'affinité de
I'oxime pour 'enzyme phosphylée et k; est la constante de déphosphylation de
I'enzyme. Le rapport k:/Kp, que I'on notera k2, est la constante bimoléculaire de
réactivation et représente l'efficacité de 'oxime pour la réactivation de I'enzyme.
Le tableau 25 et la figure 26 regroupent les constantes de la réaction de

réactivation d’oximes vis a vis de 'hAChE inhibée par différents OP.
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Kb Ky K2
oP Oxime référence
(uM) (min1) | (mM-1min-1)
VX 2-PAM 28 0,2 7,7
obidoxime 27 0,9 32,6
(Worek, Reiter et al. 2002)
HI-6 11 0,2 21,0
H16-7 8 0,5 63,2
MMB-4 1196 1,6 1,3 (Worek, Wille et al. 2010)
TMB-4
VR 2-PAM 31 0,1 2,0
obidoxime 106 0,6 5,9 (Worek, Thiermann et al.
HI-6 9 0,7 77,2 2004)
H16-7 5 0,8 158,5
MMB-4 574 4,0 7,0 (Worek, Wille et al. 2010)
TMB-4
sarin 2-PAM 28 0,35 9,1
obidoxime 31 0,9 30,0
(Worek, Reiter et al. 2002)
HI-6 50 0,7 13,5
H16-7 24 0,8 35,1
MMB-4 1544 1,9 1,2 (Worek, Wille et al. 2010)
TMB-4
cyclosarin | 2-PAM 3159 0,2 >0,1 (Worek, Eyer et al. 1998)
obidoxime 946 0,4 0,4
HI-6 47 1,3 27,5 (Worek, Reiter et al. 2002)
H16-7 18 1,7 92,9
MMB-4 2467 4,5 1,8 (Worek, Wille et al. 2010)
TMB-4 132 0,1 0,1 (Worek, Eyer et al. 1998)
tabun 2-PAM 706 >0,1 >0,1
obidoxime 97 >0,1 0,4 (Worek, Thiermann et al.
HI-6 n.d n.d n.d 2004)
H16-7 107 >0,1 0,2
MMB-4 2418 >0,1 >0,1 (Worek, Wille et al. 2010)
TMB-4 490 0,2 0,3 (Calic, Vrdoljak et al. 2006)

Tableau 25 : Constantes de réactivation de quelques oximes vis a vis '’AChE humaine

érythrocytaire inhibée par différents OP. Kp est la constante de dissociation du complexe [EP-
0x] ; k- est la constante de vitesse de déphosphylation du complexe [EP-Ox] et k. est la constante
bimoléculaire de réactivation représentant [lefficacité de l'oxime. (n.d signifie qu'il n'y a pas

réactivation).
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Figure 26 : Diagramme comparatif de l'efficacité de réactivation de certaines oximes
vis a vis de 'hAChE inhibée par différents OP (Worek, Thiermann et al. 2004,).

Le probleme de la toxicité de ces oximes libres (avant la réaction de
déphosphylation) et phosphylées (apres réactivation de I'enzyme) est également
posé. En effet, il s'est avéré que la phosphyloxime pouvait étre plus inhibitrice que
I'OP ayant formé l'adduit et sur lequel I'oxime a réagi (Luo, Saxena et al. 1999 ;
Worek, Eyer et al. 2000 ; Ashani, Bhattacharjee et al. 2003). Cependant la ré-
inhibition de I’AChE par les phosphyloximes ne dépend pas de leur pouvoir
inhibiteur mais de leur stabilité car elles subissent une dégradation non-
enzymatique (Becker, Kawan et al. 1997 ; Becker, Kawan et al. 2007). Il a été
montré que les phosphyloximes avec un cycle pyridinium substitué en position 2
(2-PAM, HI-6, HL6-7) sont instables, alors que les phosphyloximes avec un
pyridinium substitué en position 4 (obidoxime, TMB-4, MMB-4) sont tres stables
(Worek et al. 2000, Kiderlen et al. 2005). La formation d’'une phosphyloxime stable
avec I'obidoxime, le TMB-4 et le MMB-4 nuance donc l'intérét de la réactivation de
I’AChE par ces composés (Becker, Worek et al. 2010). Néanmoins, in vivo, la
phosphyloxime peut subir une hydrolyse par les enzymes plasmatiques (Kiderlen,

Worek et al. 2000).
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2-4-2. Les limites imputées aux oximes

2-4-2-1. Limites dans le choix du modéle d’étude

Les essais cliniques sur le modele humain sont éthiquement interdits. Le modele
animal (Dawson 1994) reste le modeéle de choix pour les études de réactivation des
cholinestérases par les oximes (souris, rat, cobaye, porg, singe,...).

In vitro, les études montrent une différence significative de réactivation de I'’AChE
selon les especes animales mais également entre les enzymes animales et
humaines (de Jong and Wolring 1984 ; Worek, Reiter et al. 2002 ; Worek, Eyer et al.
2007 ; Worek, Aurbek et al. 2011). L’extrapolation a I'Homme des résultats
obtenus sur le modeéle animal reste délicate.

L'Homme ne possédant pas de carboxylestérases, le cobaye est le modéle rongeur
qui s’en rapproche le plus. En effet, la présence de ces enzymes chez les autres
rongeurs (rat, souris,...) interferent dans les mécanismes de réactivation mis en jeu.
Néanmoins, les études comparatives de réactivation entre le cobaye et 'Homme
montrent des différences significatives ou la réactivation chez le modele humain
est largement plus rapide (Luo, Tong et al 2007). Ainsi, des réactivateurs
potentiellement efficaces chez 'Homme pourraient étre prématurément éliminés
lors d’un criblage chez le cobaye. Des modeles humanisés de souris dépourvus de
carboxylestérase semblent un meilleur compromis (Duysen, Koentgen et al. 2011),
et nous envisageons de construire une lignée dont le géene murin de I'AChE a été
remplacé par le géne humain.

Parallelement aux modeles rongeurs, des modeles de « gros » mammiferes ont été
développés, notamment le porc et le singe. Leur taille permet le suivi d’'un grand
nombre de parametres physiologiques et biochimiques. Les résultats des études de
cinétiques chez le porc sont tres semblables a celles du cobaye (Worek, Aurbek et
al. 2008 ; Worek, Aurbek et al 2011). Elles peuvent ainsi étre une base
intéressante a I'extrapolation chez 'Homme. Le singe est également un modele de
choix par ses similitudes avec le modeéle humain, que ce soit sur des études de
réactivation ou de vieillissement (Luo, Tong et al. 2008 ; Worek, Aurbek et al
2011). Malheureusement, l'utilisation de ces modeéles est tres réglementée et donc

contraignante.
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2-4-2-2. Limites d’action
Comme pour la pyridostigmine, les oximes existantes sont chargées, ne passent
pas la barriere hémato-encéphalique et n’ont donc pas d’action sur les
cholinestérases au niveau central. Une des stratégies de développement
aujourd’hui est de synthétiser des oximes d’'une génération nouvelle, non chargées,
pour agir a ce niveau (Kalisiak, Ralph et al. 2011). Ces molécules peuvent, par
exemple, étre structurées de maniére a obtenir une partie affine, se fixant au
niveau du site périphérique et d’'une partie réactive, au bout d'un bras qui plonge

vers l'intérieur de la gorge, jusqu’au site catalytique (de Koning, Joosen et al. 2011 ;

de Koning, van Grol et al. 2011 ; Mercey, Verdelet et al. 2011).

2-4-2-3. Le tabun

Les études sur la réactivation des cholinestérases inhibées par le tabun et ses
analogues sont nombreuses. En effet, sa résistance aux oximes le rend redoutable
(Worek, Aurbek et al. 2007). Les premiéres études structurales sur I’AChE murine
mettaient en cause un positionnement de la Phe338 empéchant I'accessibilité de la
sérine phosphylée par I'HI-6, d’ou son inefficacité (Ekstrom, Akfur et al. 2006) et ce,
contrairement aux composés dont la fonction oxime est en position 4 du noyau
pyridinium (de Jong, Verhagen et al. 1989 ; Cabal, Kuca et al. 2004). Néanmoins, ce
n’est pas la seule raison de cette faible efficacité de réactivation. Le positionnement
des oximes au niveau du site périphérique semble important pour leur réactivité
(Artursson, Akfur et al. 2009). Une nouvelle génération d’oximes, les K-oximes,
apparaissent plus efficaces dans la réactivation de I’AChE inhibée par le tabun
(Kuca and Cabal 2004 ; Kovarik, Vrdoljak et al. 2009 ; Berend, Radic et al. 2010 ;
Kassa, Karasova et al. 2011). Ces oximes bispyridinium different de par le
positionnement de la fonction oxime sur le noyau pyridinium et de par la longueur
(nombre de carbone) et la nature (absence d’hétéroatomes, présence d’'une double
liaison) de la chaine liant les deux noyaux pyridinium. Malheureusement, leur
efficacité in vivo n'est pas remarquable.

Les structures cristallographiques résolues de la BChE et de 'hAChE inhibées par
le tabun (Carletti, Li et al. 2008 ; Carletti, Colletier et al. 2010) ont permis de mieux

comprendre les mécanismes d’inhibition et de vieillissement du complexe enzyme-
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tabun et sont la meilleure base pour la conception de réactivateurs plus efficaces

ou de mutants d’enzymes réactivables.

2-4-2-4. Le vieillissement de 'acétylcholinestérase
La réaction de vieillissement est également une limite a la réactivation de I’AChE
par les oximes. En effet, le conjugué AChE-OP désalkylé est non réactivable du fait
de la formation d’un oxyanion (Green and Saville 1956). La charge négative du
conjugué alkylphosphonate-AChE va, d’'une part, repousser I'ion oximate et d’autre
part, diminuer I’électrophilie du phosphore et donc, sa réactivité vis a vis des
oximes. De plus, le pont salin formé entre I'imidazolium de I'histidine catalytique et
'oxyanion de I'adduit stabilise fortement le conjugué vieilli (Carletti, Li et al. 2008 ;
Gabel, Masson et al. 2009). En ce qui concerne I'inhibition de I'acétylcholinestérase
par le soman, les oximes ont une fenétre temporelle d'action tres limitée car le
vieillissement a lieu quelques minutes seulement aprés l'inhibition (Fleisher and

Harris 1965 ; Talbot, Anderson et al. 1988).
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LES STRATEGIES PROPHYLACTIQUES ET THERAPEUTIQUES ENZYMATIQUES
(Masson 2011)

Parallelement a I'amélioration des oximes dans la prévention et le traitement des
intoxications aux OP, les recherches s'orientent vers le développement d'enzymes
ayant une action de bioépurateurs. L'épuration par les enzymes consiste a piéger
et/ou dégrader 1'0OP avant qu’il n’atteigne sa cible biologique. Ces enzymes
pourraient largement améliorer la protection et la décontamination internes et
externes (Bird, Dawson et al. 2010). Deux types d’enzymes sont étudiées: les
bioépurateurs  stoechiométriques, qui  piegent spécifiquement et
irréversiblement les OP et catalytiques, capable d’hydrolyser la liaison
phosphoester de I'OP. Ce processus de défense est déja présent naturellement, la
concentration plasmatique de BChE circulante étant suffisante pour protéger le
systeme cholinergique contre de faibles doses d’OP. Par exemple, le CBDP (2-
(ortho-crésyl)-4H-1,3,2-benzodioxaphosphoran-2-one), qui est un métabolite
neurotoxique d'un retardateur de flamme passant parfois accidentellement dans le
systeme de climatisation des cabine d’avions, est rapidement piégé par la BChE
endogene (Schopfer, Furlong et al. 2010 ; Carletti, Schopfer et al. 2011). Mais en
cas d'intoxication aigiie, la quantité de BChE endogéne est insuffisante. [déalement,
un bioépurateur enzymatique devrait pouvoir protéger contre 5 DLso d’un large
spectre d’OP.

Les premiers épurateurs stecechiométriques ont été les cyclodextrines (Desire and
Saint-Andre 1986). Ces oligosaccharides cycliques sont des molécules-cage faisant
'objet d'innombrables applications dont la dépollution des sols contaminés par les
pesticides. Leur développement en tant qu’épurateur des OP est encore largement
d’actualité, puisque, par exemple, des P-cyclodextrines modifiées, récemment
développées, se sont montrées capables d’hydrolyser du cyclosarin (Le Provost,
Wille et al. 2011 ; Muller, Koller et al. 2011). Puis, les études ont porté sur les
enzymes réagissant spécifiquement avec les OP, la carboxylestérase (Sweeney and
Maxwell 2003), I'acétylcholinestérase (Wolfe, Rush et al. 1987 ; Doctor, Blick et al
1993 ; Sweeney and Maxwell 2003 ; Lenz, Yeung et al 2007) et la
butyrylcholinestérase (Raveh, Grunwald et al. 1993 ; Lenz, Yeung et al. 2007).
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1. La butyrylcholinestérase humaine et ses mutants

Les qualités de bioépurateur d'OP de la butyrylcholinestérase humaine ont été
démontrées depuis pres de 20 ans (Raveh, Grunwald et al. 1993). 200 mg de BChE
administrée chez un adulte peut fournir une protection contre 2 DLso de soman
sans aucun effet secondaire (Ashani, Grauer et al. 1998 ; Ashani and Pistinner
2004). Les recherches actuelles visent a améliorer la production de BChE pour une
mise sur le marché en tant que traitement prophylactique.

Plusieurs procédés existent. La BChE plasmatique purifiée dispose d'une stabilité
au niveau circulatoire d'environ 1 semaine et son administration n’entraine pas
d’effet secondaire toxique (Genovese, Sun et al. 2010 ; Saxena, Sun et al. 2011). Les
essais cliniques de phase I ont été complétés avec succes en 2010. Comme les
phases II et III ne sont pas réalisables pour des raisons d’éthique, mais que
'efficacité a été démontrée sur 2 mammiferes («animal rules»), la BChE de
plasma est passée au stade de développement avancé (diTargiani, Chandrasekaran
et al. 2010). Mais le colit de production est tres élevé, environ 10 k€/dose de 200
mg (Source Charles Millard, USAMRICD). Afin de réduire les colits, la production de
cholinestérases recombinantes dans le lait de chévre transgénique (Huang, Huang
et al. 2007) ou dans le tabac (Geyer, Kannan et al. 2010) a été mise au point. Mais
ces enzymes recombinantes sont imparfaitement glycosylées, ce qui a pour
conséquence de réduire leur temps de résidence moyen dans la circulation
sanguine a environ 7 heures, réduisant leur potentiel prophylactique et réduisant
la durée d'efficacité thérapeutique. Cependant, une PEGylation permet d'améliorer
le temps de résidence moyen a environ 40 heures. C'est d’ailleurs sous la forme
PEGylée que la BChE devrait étre commercialisée sous le nom de Protexia®.

Bien qu'efficace, la quantité importante de BChE requise en raison du caractére
steechiométrique de la réaction avec les OP (une molécule de BChE capte une
molécule d'OP) est un facteur limitant I'usage de l'enzyme. Une solution est de
modifier l'enzyme pour qu'elle soit capable de se régénérer spontanément
rapidement et puisse réagir avec de nouvelles molécules d'OP. L'enzyme modifiée
acquiert des propriétés OP hydrolase et devient alors un bioépurateur catalytique.
Le choix de BChE plutét que la hAChE, quant a 'obtention d’'une hydrolase de
toxiques organophosphorés, est dii a son site actif moins sélectif, acceptant donc

un plus grand panel de ligands, et a sa présence au niveau plasmatique en quantité
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importante. De plus, des mutants naturels de BChE existent chez I'Homme sans
pour autant que cela n’entraine de pathologie. C'est ainsi qu'est venue l'idée
d'introduire des résidus nucléophiles supplémentaires dans le site actif de la BChE
dont il était attendu qu'ils puissent favoriser la déphosphylation rapide de la sérine.
En particulier, l'introduction d'une histidine au niveau du trou oxyanion en
position 117 (mutant G117H) fut un succes (Millard, Lockridge et al. 1995)
(Lockridge, Blong et al. 1997). Chez l'insecte Lucilia cuprina, c’est d’ailleurs la
mutation en position homologue, G137D qui confére a cette mouche une résistance
aux toxiques organophosphorés (Newcomb, Campbell et al. 1997). Le mutant
G117H est capable de se réactiver apres inhibition par des neurotoxiques
organophosphorés (échothiophate, VX, sarin, DFP) avec des vitesses 100 a 2000
fois plus importantes que pour la BChE sauvage, d'environ 1 minute pour
I'échothiophate a 1 heure pour le VX (Broomfield, Lockridge et al. 1999). Sa vitesse
d'inhibition par les OP est généralement diminuée d'environ un facteur 1000 et
I'hydrolyse de 1'acétylthiocholine et de la butyrylthiocholine ne sont pas ou peu
affectées (Lockridge, Blong et al. 1997).

En cas de vieillissement rapide comme c'est le cas pour le soman, la
déphosphylation est comparativement trop lente et aucune réactivation n'est
mesurable. 11 est toutefois possible de ralentir fortement la vitesse de
vieillissement en remplacant I'acide glutamique en position 197 par une glutamine,
cette derniere étant incapable de stabiliser le carbocation intermédiaire formé au
cours de la désalkylation du groupement pinacolyle. Effectivement, pour le double
mutant G117H/E197Q, la vitesse de vieillissement devient suffisamment faible
pour que celui-ci soit capable de se réactiver spontanément entre 8 minutes et
moins de 3 heures apres inhibition par le soman, selon le diastéréoisomere
impliqué (Millard, Lockridge et al. 1998). Malheureusement, I'activité catalytique
de ce double mutant est abaissée pour les autres OP, et il ne présente finalement
pas d’intérét thérapeutique (Masson and Lockridge 2010). De nombreuses autres
mutations ont été évaluées, mais aucune ne présentait de meilleure vitesse

d’hydrolyse que le mutant G117H (Masson, Nachon et al. 2008).
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2. L’acétylcholinestérase humaine (hAChE) et ses mutants

L’acétylcholinestérase, étant la cible physiologique des OP, elle est tout de suite
apparue comme un bioépurateur de choix (Wolfe, Rush et al 1987).
L’administration d’AChE recombinante produite en cellules bactériennes ou en
cellules de mammiféres entraine un temps de résidence de I'’enzyme plus court que
celui de 'AChE plasmatique, de 4 minutes a 2h30 suivant le degré de sialylation
naturelle des glycanes. L'optimisation des modifications post-traductionnelles
(glycosylation, tétra-oligomérisation et surtout PEGylation, ...) améliore largement
ce temps, jusqu'a plus de 30 heures de demi-vie de I'enzyme dans la circulation
sanguine (Kronman, Velan et al. 1995 ; Saxena, Ashani et al. 1998 ; Cohen,
Kronman et al. 2006).

La stéréosélectivité de I’AChE vis a vis des différents OP est logiquement optimum
comparée a celle de la BChE et souvent, la vitesse d'inhibition est aussi supérieure.
Par exemple, des études ont montré que I'hAChE réagit 4 fois plus rapidement et
au moins 10 000 fois plus spécifiquement que la BChE avec l'isomere PsCs de
soman, le plus toxique (Ordentlich, Barak et al. 1999), et qu’en conséquence, elle
confere une meilleure protection en cas d’intoxication au soman. C’est le cas
également en cas d’intoxication au VX ou au sarin chez la souris (Cohen, Kronman
etal 2006).

Des travaux reprenant le concept du mutant G117H de la BChE ont été transposés
a I'AChE. L'équivalent du mutant G117H chez I'AChE humaine et 'AChE de serpent
Bungarus fasciatus (G122H) est inactif, méme vis a vis de l'acétylthiocholine,
probablement en raison d’'un encombrement stérique trop important dans le site
moins volumineux des AChEs. Une double mutation (Y124Q/S125T) chez
Bungarus fasciatus permet toutefois d'élargir le site actif et de retrouver une
activité cholinestérasique ainsi qu'une activité OP hydrolase, mais toutes deux sont
beaucoup trop faibles pour que ce mutant présente un intérét pratique (Poyot,
Nachon et al. 2006). Le double mutant Y124H/Y72D qui introduit une histidine
catalytique a une position différente dans le site actif a donné des résultats plus
intéressants, la vitesse de réactivation spontanée de ce mutant d'AChE humaine
inhibée par le VX est 100 fois supérieure a celle de I'enzyme sauvage (Trovaslet-

Leroy, Musilova et al. 2011).
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D'autres travaux récents sur I'AChE ont porté sur le concept de bioépurateurs
pseudo-catalytiques, ou 1'enzyme est co-administrée avec un réactivateur capable
de la régénérer rapidement in vivo. Dans ce cas, les optimisations par ingénierie
ont porté sur le ralentissement du vieillissement et sur l'augmentation de
l'efficacité des réactivateurs. En particulier, par rapport a l'enzyme sauvage, le
vieillissement du conjugué soman/F338A-hAChE est 170 fois plus lent (Mazor,
Cohen et al. 2008) et les conjugués du double mutant F338A/Y337A avec divers OP
sont réactivés de 2 a 10 fois plus efficacement par le HI-6 (Cochran, Kalisiak et al

2011).

3. La phosphotriestérase bactérienne (Raushel 2002 ; Raushel 2011)

La phosphotriestérase bactérienne (PTE; EC 3.1.8.1), isolée a partir de souches,
notamment Pseudomonas diminuta, fait partie de la famille des amidohydrolases
comme une trentaines d’autres enzymes (Holm and Sander 1997). Son role
physiologique chez la bactérie n’est pas clairement défini et aucun substrat n’a
encore été identifié. Néanmoins, il semblerait que la PTE soit une lactonase (Afriat,
Roodveldt et al. 2006 ; Draganov 2010). Cette métallo-enzyme dimérique de
72 kDa contient deux ions métalliques divalents. Le zinc est le cofacteur naturel de
I'enzyme mais peut étre remplacé par d’autres métaux comme le cobalt, le
cadmium, le manganese ou le nickel (Omburo, Kuo et al. 1992 ; Omburo, Mullins et
al. 1993). Plusieurs structures cristallographiques ont successivement été résolues
(Benning, Kuo et al. 1994), impliquant différents ions métalliques (Benning, Kuo et
al. 1995 ; Benning, Shim et al. 2001 ; Grimsley, Calamini et al. 2005). Néanmoins, la
substitution des ions Zn?* par d’autres ions métalliques modifie l'activité
catalytique de I'enzyme (Omburo, Kuo et al. 1992 ; Hong and Raushel 1996 ;
Krauss 2001). Un mécanisme SN2 d’hydrolyse a été proposé (Jackson, Foo et al
2008), impliquant une molécule d’eau activée par un des centres métalliques, le
second centre étant impliqué dans la stabilisation du phosphodiester et dans la
diminution de l’électrophilie du phosphore (Vanhooke, Benning et al. 1996 ;
Benning, Hong et al. 2000 ; Koca, Zhan et al. 2003 ; Samples, Raushel et al. 2007 ;
Wong and Gao 2007 ; Zhang, Wu et al. 2009).

La PTE est la cible de nombreuses études car son activité catalytique vis a vis des

phosphotriesters (Ghanem and Raushel 2005), tels les pesticides (paraoxon) et
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a moindre mesure, les neurotoxiques (tabun, sarin, soman, VX) (Dumas, Durst et al.
1990) est tres élevée. Par exemple, son efficacité catalytique vis a vis du paraoxon
est de 'ordre 107 M-1.s'1 (Omburo, Kuo et al. 1992). Dans certains cas, comme pour
le méthylparaoxon, elle peut étre améliorée par évolution dirigée (Cho,
Mulchandani et al. 2002). Néanmoins, ces principaux défauts pour une action
bioépuratrice et/ou décontaminatrice, tiennent de son instabilité en rapport avec
la formation de son centre bimétallique (Rochu, Viguie et al. 2004 ; Carletti, Aurbek
et al. 2009), a son immunogénicité potentielle en cas d'usage interne chez I'Homme,
ainsi qu’a son manque général de stéréosélectivité vis a vis des énantiomeres d’OP
les plus toxiques (Chen-Goodspeed, Sogorb et al. 2001 ; Li, Lum et al. 2001).

Le probleme de la stabilité peut étre contourné grace aux homologues
thermostables de PTE, comme par exemple l'enzyme isolée de la bactérie
hyperthermophile Sulfolobus solfataricus (Merone, Mandrich et al. 2005 ; Elias,
Dupuy et al. 2008 ; Del Vecchio, Elias et al. 2009 ; Mandrich, Merone et al. 2010).
D'autres enzymes homologues thermostables ont également été mise en évidence
chez d'autres especes bactériennes (Ghanem, Li et al. 2007 ; Hawwa, Aikens et al.
2009 ; Hawwa, Larsen et al 2009). Cependant, la stabilité accrue des
hyperthermophiles coudoie une faible activité -catalytique a température
physiologique. Une ingénierie de l'enzyme devient nécessaire pour trouver le
meilleur compromis entre stabilité et activité (Merone, Mandrich et al. 2010).
Alternativement, la conjugaison avec des groupements méthoxy-polyéthyléne
glycol (MPEG) améliore nettement la thermostabilité de la PTE mésophile (Jun,
Musilova et al. 2010 ; Trovaslet-Leroy, Musilova et al. 2011). Cette modification
chimique a également l'avantage d’allonger le temps moyen de résidence
plasmatique de 1 heure pour l'enzyme non modifiée, a 48 heures. Mais la baisse
d'immunogénicité reste insuffisante (Harris and Chess 2003 ; Novikov, Grimsley et
al. 2010). L’énantiosélectivité peut étre modifiée par mutation de résidus
spécifiques dans le site actif pouvant conduire a des améliorations jusqu'a 3 ordres
de grandeur de la vitesse d'hydrolyse de 1'énantiomere toxique (Hill, Li et al. 2003 ;
Nowlan, Li et al. 2006 ; Merone, Mandrich et al. 2010 ; Tsai, Bigley et al. 2010 ; Tsai,
Fanetal 2010).
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4. La paraoxonase humaine de type 1 (hPON1)

Synthétisée dans le foie, cette enzyme plasmatique calcium dépendante de 44 kDa
est associée aux HDL (High Density Lipoprotein) (Gan, Smolen et al. 1991 ; Watson,
Berliner et al. 1995 ; Kuo and La Du 1998). Bien que son nom soit dérivé
historiquement de son activité paraoxon hydrolase, il s'agit d'une lactonase
(Khersonsky and Tawfik 2005). Les propriétés détoxifiantes de cette enzyme vis a
vis des toxiques organophosphorés en font un candidat comme bioépurateur
catalytique tres prometteur (Lenz, Yeung et al. 2007 ; Rochu, Chabriere et al. 2007 ;
Wang, Yuan et al. 2011). Cependant cette enzyme n'est fonctionnelle que dans un
environnement complexe (Clery-Barraud, Renault et al. 2009)(Renault, Carus et al.
2010). La structure tridimensionnelle de la hPON1 n'a d'ailleurs pas encore été
résolue, principalement en raison de la difficulté de travailler sur I'enzyme isolée
de ses partenaires lipoprotéiques (Renault, Chabriere et al. 2006; Rochu, Chabriere
et al. 2007; Rochu, Renault et al. 2007). C'est pourquoi l'activité de recherche s'est
focalisée sur une forme recombinante chimérique stable de PON1 (rPON1)
obtenue par évolution dirigée, a partir de laquelle a été résolue une structure
cristallographique (Harel, Aharoni et al. 2004). Par la suite, 'efficacité catalytique
de la rPON1 a pu étre suffisamment améliorée pour obtenir une activité
prophylactique in vivo vis a vis du sarin ou encore du soman (Valiyaveettil,
Alamneh et al. 2011)(Gupta, Goldsmith et al. 2011). Seulement, la rPON1 differe de
51 résidus par rapport la hPON1, ce qui entraine des différences de propriétés
fonctionnelles (Otto, Harsch et al. 2009 ; Trovaslet-Leroy, Musilova et al. 2011)
ainsi que des problemes d'immunogénicité. I semble donc aujourd’hui
indispensable de se refocaliser sur l'enzyme humaine, en particulier sur la
résolution de sa structure tridimensionnelle (Otto, Kasten et al. 2010) (Suzuki,

Stevens et al. 2010).
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CHAPITRE 2 :

Nouveaux réactivateurs

de lI'acétylcholinestérase humaine « vieillie »
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CONTEXTE

La réactivation de I'hAChE inhibée par une oxime fait partie du protocole
thérapeutique couramment employé lors d’intoxications par les OP. Il a été
clairement établi que les oximes agissent par attaque de la forme anion oximate
nucléophile sur I'atome de phosphore du conjugué cholinestérase-OP. Ensuite, la
phosphyloxime est libérée a partir de l'état de transition pentacoordiné, se
dissocie de I'enzyme alors réactivée, et s'hydrolyse en général assez rapidement.
Pour les neurotoxiques tels que le sarin ou le VX, pour lesquels les adduits dans le
site actif de 'enzyme sont relativement stables, la réactivation par les oximes est
assez efficace (Marrs, Rice et al. 2006). En revanche, pour un certain nombre de
neurotoxiques, la réaction secondaire de vieillissement a lieu rapidement apres la
formation de 1'adduit initial. Dans le cas du soman, la vitesse du vieillissement est
remarquablement rapide, avec un temps de demi-vie de 3 minutes environ. Jusqu'a
présent, aucune oxime n’a été capable de réactiver la forme vieillie de 'hAChE
inhibée par les OP en raison de la faible réactivité de 1'adduit acide phosphonique.
Au cours des derniéeres décennies, de nouveaux réactivateurs de type oxime ont été
synthétisés pour réactiver les conjugués non vieillis, mais aucun nouveau concept
de réactivateurs capable de réactiver les conjugués vieillis n’a été proposé.

Notre travail se base sur I'hypothese que le conjugué enzyme-acide phosphonique
chargé peut étre converti, par réaction avec un composé électrophile, en conjugué
phosphonylé réalkylé, suffisament électrophile pour étre réactivable par les
oximes existantes. Trois classes de composés sont envisagées : des agents
alkylants portant uniquement une fonction alkylante (figure 27-A), des
réactivateurs bifonctionnels portant une fonction alkylante et une fonction
oxime (figure 27-B) et des réactivateurs bifonctionnels dont la fonction
alkylante masque la fonction oxime (figure 27-C). Apres une évaluation théorique
par modélisation moléculaire, les meilleurs candidats sont synthétisés puis leur
activité biologique est évaluée et leur mode de fixation dans 1'enzyme vieillie est

étudiée par cristallographie aux rayons X.
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Figure 27 : Stratégies de réactivation de I'hAChE vieillie, soit par l'association d’'un
agent alkylant simple et d’'une oxime existante (A), soit par un réactivateur
bifonctionnel portant une fonction alkylante et une fonction oxime sur le méme
squelette (B) ou portant une fonction alkylante libérant la fonction oxime apres
alkylation (C). (X; et X sont des fonctions électrophiles, e.g. X; = CH»-CO-Br (bromoacétyle) ; X» =
CF; (trifluorométhyle). R est un groupement alkyle)

Ce travail a été réalisé en collaboration avec I'’équipe du Dr Daan Noort du TNO aux
Pays-Bas, sur un financement de la Defense Threat Reduction Agency, une agence
du département de la défense américaine, chargée de stimuler la recherche dans le
domaine de la défense contre les armes chimiques et biologiques.

L'équipe du Dr Noort, constituée de chimistes organiciens et analytiques, a
procédé a la synthese de la majorité des composés ainsi qu'aux premieres
évaluations biochimiques, consistant a évaluer la capacité d’alkylation de ces
composés sur un acide phosphorique simple, en premier lieu, puis sur un peptide
phosphonylé modélisant une partie du site actif de 'hAChE, d’autre part, et ce, par
diverses techniques de chimie analytique (HPLC, spectrométrie de masse...). Cette
partie du projet ne sera décrite ici que succintement dans un souci de comprendre

le contexte de ce manuscript.
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MODELISATION MOLECULAIRE

Dans cette premiere étape, nous allons concevoir des composés dont la structure
chimique de base permet leur fixation dans le site actif de notre cible,
I'acétylcholinestérase humaine, et portant les fonctions nécessaires a la
réactivation de I'enzyme apres vieillissement. La librairie de ligands générée est

évaluée par docking moléculaire.

1. Docking moléculaire

1-1. Généralités

Le docking moléculaire est une méthode d’analyse appartenant au domaine de la
modélisation moléculaire. Il permet de prédire I'orientation préférentielle d’'une
molécule par rapport a une autre, alors que ces deux molécules sont liées et
forment un complexe stable (Lengauer and Rarey 1996). Les forces d’interaction
entre ces molécules peuvent étre estimées et donnent acces a I'énergie de liaison
entre les deux molécules. Dans la plupart des cas, le docking moléculaire est utilisé
pour prédire l'affinité de liaison d’'une petite molécule candidate (médicament,...)
dans une molécule cible (protéine,...). Les deux composantes permettant au
programme de réaliser le docking sont 1'« espace de recherche » et la « fonction

d'évaluation » (Halperin, Ma et al. 2002).

1-1-1 L’algorithme de recherche

En théorie, I'espace de recherche se compose de toutes les orientations et
conformations possibles de la protéine complexée au ligand. Néanmoins, en
pratique, l'exploration exhaustive de tout l'espace de recherche est impossible
étant donné le nombre important de distorsions au sein d’une protéine et le
nombre possible de rotations et translations d'un ligand par rapport a son
récepteur. La plupart des programmes échantillonnent I'espace de recherche avec
une efficacité optimale, prenant en compte la flexibilité du ligand et parfois méme
celle du récepteur. Chaque « snapshot » est référencé comme étant une pose.
AutoDock (Goodsell, Morris et al. 1996) (Morris, Huey et al. 2008) est un

programme de docking utilisant un algorithme génétique, qui permet I'exploration

d’'un important espace conformationnel, en représentant chaque arrangement

spatial du complexe « récepteur-ligand » comme un gene possédant une énergie
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particuliere. L’ensemble du génome représente donc l'espace de recherche a
explorer. Chaque conformation du ligand dans chaque conformation du récepteur
peut étre évaluée énergétiquement. Néanmoins, notre utilisation d’AutoDock
implique que le récepteur (la protéine) reste fixe alors que le ligand est mobile et
s’ajuste a son site de liaison au sein du récepteur. Plusieurs essais sont nécessaires
afin d’obtenir des résultats fiables. Enfin, il est possible de limiter 'exploration en

localisant une zone d’intérét du récepteur, le site actif, par exemple.

1-1-2. La fonction d'évaluation

En modélisation moléculaire, la fonction d'évaluation est une meéthode
mathématique approximative permettant de prédire la force d'une interaction non
covalente, et donc une affinité de liaison entre deux molécules. Cette méthode se
base sur des champs de force en mécanique moléculaire afin d’estimer I'énergie de
chaque pose et ainsi d’évaluer la probabilité de celle-ci a représenter une
interaction favorable. Une énergie négative indique que la formation du complexe

est favorable. Plus I'énergie est faible, plus la force d’interaction et donc, I'affinité

est grande.

1-2. Expérimentation

Les calculs de docking ont été réalisés a l'aide du logiciel Autodock VINA 1.0
développé au Scripps Research Institute (http://vina.scripps.edu) (Trott and Olson
2010). Ce programme est destiné au screening de ligands et a la modélisation
moléculaire. Une zone d’exploration est généralement centrée sur le site de liaison
connu du récepteur, mais peut englober la protéine entiere. Cette zone a la forme
d’un cube et est caractérisée par les coordonnées tridimensionnelles de son centre
et la longueur de ses arétes. Une grille de potentiel d’interaction pour chaque type
d’atome est calculée dans cette zone. La finesse de la grille est définie par
I'utilisateur (par exemple, 1 point tous les 0.25 A). Les résultats se présentent sous
la forme d'une liste de conformations/orientations du ligand les plus
énergétiquement favorables et dont les énergies de liaison sont exprimées en
kcal.mol! (variation de I’énergie libre de liaison, AG). Cette énergie peut étre
convertie en constante de dissociation du complexe récepteur-ligand. En effet,

pour un complexe réversible dont la constante de dissociation est Kd :
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Re + L

avec Re, le récepteur ; L, le ligand; Re-L, le complexe récepteur-ligand; Kd, la constante de

dissociaton du complexe récepteur-ligand.

La variation d’énergie libre de liaison AG du complexe est corrélée a la constante

de dissociation Kp de ce méme complexe selon la formule :

AG=-RT-In(K,)

avec AG, la variation de I'énergie libre exprimée en kcal.mol}; R, la constante des gaz parfaits (1,937
cal.mol1K1); T, la température exprimée en Kelvin (25°C soit 298 K) et Kp, la constante de

dissociation du complexe récepteur-ligand exprimée en M.

Soit:

KD=J

_AG
RT

Lorsque la valeur absolue de la variation de I'énergie libre AG augmente, la

constante de dissociation du

complexe

récepteur-ligand

diminue

proportionnellement, ce qui informe sur 'augmentation de I’affinité du ligand pour

le récepteur (tableau 28).

AG (kcal.mol1) Kq (M) Ordre de grandeur
-1 0,2
dizaine de mM
-2 3,210
-3 5,7 103
mM
-4 1,0 103
-5 1,8 104
dizaine de uM
-6 3,310
-7 5,9 10-°
uM
-8 1,0 106
-9 1,9 107
dizaine de nM
-10 3,4108

Tableau 28 : Correspondance entre variation d’énergie libre (AG) et constante de

dissociation (Kp)
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2. Préparation des ligands candidats

2-1. Choix de la fonction électrophile alkylante

2-1-1. Généralités
La réaction est une réaction au cours de laquelle un groupement alkyle se

substitue a un hydrogene (schéma 30).

OH CH,l 0—
R T s R
K,CO;
0 0

CH3;0H

Schéma 30 : Alkylation d’une fonction carboxylique par le iodure de méthyle (CHsl)
en présence d’une base (K:COs: carbonate de potassium ; CH;0H : méthanol)

Les agents alkylants sont nombreux et largement utilisés en chimie et en biologie.
En effet, les groupements alkyles sont tres communs dans le milieu biologique et
I'alkylation reste une des manieres les plus simples de modifier une molécule.
Dans le traitement du cancer, l'utilisation d’agents alkylants anti-néoplasiques
(ex: cisplatine, ifosfamide) permet d’alkyler les guanines dans la double hélice
d’ADN. Les deux brins ne peuvent se dérouler, entrainant une incapacité de la
cellule a répliquer son ADN. La croissance des cellules tumorales est alors stoppée.
Les cibles potentielles d’'un agent alkylant sont nombreuses. La chimie actuelle est
capable de sélectionner une cible spécifique pour l'alkylation. Notre intérét, dans
cette étude, porte sur les composés capables d’alkyler une fonction phosphonate
qui est le type d'adduit rencontré dans I'enzyme vieillie. De plus, I'environnement
réactionnel lors de cette alkylation est un site actif enzymatique. Il est donc
nécessaire que la réaction d’alkylation puisse étre réalisable en milieu aqueux,
dans des conditions peu drastiques et dans un délai raisonnable. De ce fait, certains
agents alkylants connus comme le diazométhane capable d’estérifier les
phosphonates (Joly and Jacobsen 2004) ou le iodure de méthyle, largement utilisé
pour les réactions d’alkylation (Skwarczynski and Kafarski 1995), ont di étre
éliminés des candidats potentiels d’agents alkylants dans des conditions
biologiques.

Au final, plusieurs types d’entités chimiques se sont révélés appropriés a la

poursuite de notre objectif (figure 31).
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Figure 31: Structure chimique d’entités potentiellement exploitables en tant
qu’agents alkylants de groupements phosphates, phosphonates et phosphoesters.

Les bromures de cétone sont largement décrits dans les réactions d’alkylation

d’acides phosphorique. Ces composés ont ’avantage, essentiel dans notre contexte,

d’étre réactifs en milieu aqueux (Lherbet, Castonguay et al. 2005).

Le sulfate de diméthyle est un réactif d’alkylation polyvalent car il est capable
de méthyler tant les amines, les phénols que les thiols mais aussi les
phosphothioates et les phosphodiesters (Berkowitz and Silk 1981 ; Le Pla,
Bowman et al. 2006). Sa capacité de méthylation par substitution nucléophile SN»
tient du fait que l'ion sulfate est un bon groupe partant. Il est employé dans le
séquencage de '’ADN par la méthode de Maxam et Gibert (Maxam and Gilbert
1977) par méthylation de l'azote a la position N7 des guanines et dans une
moindre mesure, a la position N3 des adénines. Sa toxicité a conduit a 'utilisation
de molécules alternatives, tel que I'iodure de méthyle pour les O-méthylations ou
le carbonate de diméthyle pour les N-méthylations.

Les imidates présentent également un intérét majeur (Roger and Neilson
1961). Facilement synthétisables ou commercialisés, il existe un panel important
de ces composés capables d’alkyler les groupements hydroxyles mais également
capables de former des esters d’acides phosphorique, par un intermédiaire dérivé

de l'urée (Khorana 1954 ; Abdel-Rahman, Winterfeld et al. 2002).
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N-nitroso-N-éthylurée (ENU) et N-nitroso-N-méthylurée (MNU) appartiennent

aux composés hautement mutagenes car ils sont capables de transférer leur
groupement éthyle ou méthyle sur les bases des acides nucléiques (Russell, Kelly
et al. 1979). Ainsi, leur utilisation en milieu aqueux est tout a fait possible, le dérivé
éthyle ayant un pouvoir alkylant supérieur au dérivé méthyle (Berkowitz and Silk

1981 ; Le Pla, Bowman et al. 2006).

Les oxides de nitriles sont connus pour étre instables, caractére amélioré si on
ajoute a proximité de cette fonction un groupe stériquement encombrant. Les
oxides de nitriles sont le plus souvent exploités comme intermédiaire dans les
réactions de cyclisation mais peuvent également étre employés pour leur pouvoir
alkylant sur les phosphonates. Ces molécules ont un intérét notable car au cours de
la réaction d’alkylation avec les oxides de nitrile, il y a libération d’'une fonction
oxime (figure 32). Ils peuvent représenter la classe des réactivateurs

bifonctionnels portant une fonction alkylante masquant la fonction oxime

réactivatrice (Cadogan and Maynard 1966 ; Cadogan and Eastlick 1970).

NO,
NO,
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Figure 32 : Mécanisme d’alkylation du O-éthyl méthylphosphonate par le para-

nitrobenzonitrile. Le groupement 0-éthyle pourrait étre remplacé par la sérine catalytique de
I'AChE.

Enfin, Turnbull et al. ont développé I'alkylation de phosphates et de phosphoesters
par des dérivés de méthyléne quinones en milieu aqueux (Zhou and Turnbull

2001) (Bakke, McIntosh et al. 2005) (figure 33).
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Figure 33: Réaction d’alkylation de phosphodiester par un dérivé méthyléne quinone

Il existe, bien entendu, d’autres composés ayant révélé leur potentiel d’alkylation

sur des groupes phosphonates.

2-1-2. Efficacité d’agents alkylants commerciaux .....
2-1-2-1 ... sur un modele simple

A partir des données de la littérature ci-dessus, nos collaborateurs au TNO ont
testé l'efficacité de la réaction d’alkylation sur un acide O-éthyl
meéthylphosphonique par les composés disponibles dans le commerce (figure 34).
En effet, cet acide phosphonique apparait comme le modeéle le plus simplifié pour
représenter le résidu sérine phosphonylée dans le site actif de I’AChE vieillie.
L’acide O-éthyl méthylphosphonique est mis en présence de 2 équivalents d’agent
alkylant et d’'un équivalent de DiPEA, le tout dilué en acétonitrile. La réaction est
suivie par chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse
et par analyse RMN de l'isotope de phosphore 31P. En effet, les spectres de masse
et de RMN du 31P seront différents entre le produit de départ, I'acide O-éthyl
meéthylphosphonique et le produit d’arrivée 0-éthyl-O-alkyl méthylphosphonate

(données non communiquées).
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Figure 34 : Réaction d’alkylation de l'acide O-éthyl méthylphosphonique avec des

réactifs commerciaux (1. 2-bromophényléthanone ; 2. 2-chlorophényléthanone; 3.
vinylsulfonylbenzéne ; 4. MNU; 5. ENU; 6. méthyl 2,2,2-trichloroacétimidate; 7. sulfate de diéthyle -
DiPEA : diisopropyléthylamine : ACN : acétonitrile).

La réaction est exprimée en taux de conversion du produit de départ en produit
d’arrivée (tableau 35). Ainsi, les fonctions céto-halogénures et le sulfate de
diéthyle permettent une alkylation totale de I'acide O-éthyl méthylphosphonique
alors que les fonctions N-nitroso-N-alkylurée n’entrainent qu’une alkylation
partielle. Les fonctions imidate et vinylsulfone ne semblent pas avoir d’intérét dans

I'alkylation d’acide phosphonique puisque le taux de conversion apparait nul.

composé 1 2 3 4 5 6 7

% conversion 100 100 0 50 50 0 100

Tableau 35: Taux de conversion (%) de l'acide O-éthyl méthylphosphonique en O-
éthyl-0-alkyl méthylphosphonique en fonction de I'agent alkylant employé.

2-1-2-2 ... sur un modele peptidique
L’acide 0-éthyl méthylphosphique reste le modele le plus simple pour représenter
la sérine phosphonylée du site catalytique de I'’AChE vieillie. Pour rendre ce
modele plus représentatif, nos collaborateurs néerlandais ont synthétisé un
nonapeptide comprenant la sérine catalytique modifiée par un groupement
meéthylphosphonyle, ainsi que les trois résidus en amont et les cinq résidus en aval

de la sérine (FGES*AGAAS, ou S* correspond a la sérine modifiée).
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La synthese de ce peptide est réalisée sur résine selon la méthode décrite par
Fidder et al. (Fidder, Hulst et al. 2002), les fonctions réactives du peptide étant
protégées, au cours de cette réaction, par des groupements Boc en N-terminal et
ter-butyle sur les fonctions acide et hydroxyle. Le résidu correspondant a la sérine
catalytique est ensuite phosphonylé pour mimer la réaction de vieillissement de
I'enzyme. Apres libération de la résine et déprotection des résidus, le peptide est
purifié par HPLC en phase inverse. La séquence est vérifiée par spectrométrie de
masse.

Les agents alkylants testés sur le peptide modele sont les mémes que ceux testés
sur l'acide phosphonique (figure 34). Apres mise en présence du peptide et des
agents alkylants en milieu aqueux, a pH physiologique, le mélange est analysé par
chromatographie en phase liquide couplée a la spectrométrie de masse.

Une premiere série de résultats a montré I'extrémité N-terminal comme étant le
site principal d’alkylation. La seconde série de tests a été effectuée sur le méme
peptide, portant un groupement N-acétyle protecteur en N-terminal. Les résultats
obtenus varient en fonction des agents alkylants.

Alors que les composés 2 et 3 n’ont montré aucun pouvoir alkylant sur le peptide,
les autres composés ont engendré différents produits d’alkylation. Le composé 6 a
conduit uniquement a une alkylation du résidu glutamate (E) et de 'extrémité C-
terminale. Les composés 1, 4, 5 et 7, quant a eux, ont permis l'alkylation de la
sérine phosphonylée, mais principalement de l'extrémité C-terminale pour les
composés 1 et 5 et de maniere équivalente pour les trois sites pour les composés 4
et 7. Aucun des réactifs commerciaux n’a donc montré une spécificité d’alkylation
pour le modele de sérine phosphonylée, méme si certaines fonctions semblent plus
adéquates a ce role que d’autres. Néanmoins, la réaction d’alkylation in situ est
influencée pour I'environnement du site catalytique. Ainsi, aucune fonction ne doit
étre completement mise a I’écart sans une analyse de leur potentiel alkylant au

sein méme de I'enzyme.

2-2. Choix du squelette

Le squelette sur lequel est greffé le ou les groupements fonctionnels nécessaires a
la réactivation confere a la molécule son affinité vis a vis du site actif de 'enzyme.

En effet, il est important que ces réactivateurs atteignent leur cible avec une
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grande spécificité afin que I'alkylation n’ait pas lieu a des positions pour lesquelles
I'intégrité de '’enzyme serait affectée. Mais ils ne doivent pas étre trop affins pour
éviter la présence permanente de cette molécule dans le site actif et donc une
inhibition compétitive de I'activité enzymatique.

Le noyau pyridinium est choisi comme le noyau de base pour ces composés. On le
retrouve chez toutes les oximes connues (cf. chapitre 1, paragraphe «Le
développement des oximes », page 45). Il permet notamment d’abaisser le pKa des
oximes vers un pH physiologique (Terrier, Rodriguez-Dafonte et al. 2006). Ce
noyau aromatique s’associe par interaction cation-m (Hunter, Low et al. 2002) avec
les résidus aromatiques du site actif, ce qui confere aux oximes une bonne affinité.
Il a été montré que la présence de deux noyaux pyridinium, comme c’est le cas
pour le HI-6 par exemple, améliore l'affinité de la molécule pour I'enzyme par
liaison au site périphérique. C’est pourquoi, nous avons choisi de tester des
composés basés sur un noyau meéthylpyridinium ainsi que sur leur équivalent
benzylpyridinium.

Notre choix de structure de base s'est aussi inspiré des nombreux inhibiteurs
réversibles de I'acétylcolinestérase humaine, basés sur le noyau 4-aminoquinoline,
et développés pour le traitement symptomatique de la maladie d’Alzheimer. La
tacrine en est le chef de file (figure 36). Les dérivés de tacrine et d'huperzine A,
nommés huprines, sont en particulier de puissants inhibiteurs de
'acétylcholinestérase, avec des affinités de I'ordre du picomolaire. C’est le cas de

I'Huprine X (constante d’inhibition K;i = 26 pM) (Camps, Cusack et al. 2000).

NH,
\
b
N
tacrine (-)-huprine X

Figure 36 : Structure chimique de la tacrine et de I'huprine X
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La résolution de la structure de TcAChE complexée a I'huprine X (Dvir, Wong et al.
2002) (figures 36 et 37) met en évidence les interactions de cette molécule avec les

résidus du site actif de la TcAChE.

A (4]

W432

.. ¢
5200 O§ F330 |
-~
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M436

Figure 37 : Structure cristallographique du site actif de la TcAChE complexée a
I'huprine X a 2.1 A en vue de face (A) et vue latérale (B) (code pdb 1E66). Les résidus du site

actif de la TcAChE sont représentés en bleu et 'huprine X est en vert. Les sphéres rouges représentent
les molécules d’eau structurales. Les pointillés noirs modélisent les liaisons hydrogéne et les pointillés
rouges les distances entre atomes.

La haute affinité de I'huprine X pour la TcAChE s’explique par les interactions
nombreuses et variées qui stabilisent I'inhibiteur dans le site actif. L'azote protoné
du noyau pyridinium forme une liaison hydrogene avec le carbonyle de la chaine
principale de l'histine catalytique, tout comme le groupement amine avec deux
molécules d'eau structurales, c'est-a-dire faisant partie intégrante de la structure
du site actif et systématiquement présentes. L’atome de chlore est stabilisé par des
interactions de type Van der Waals dans une poche hydrophobe formée par la
Met436 et le Trp432, Enfin, le noyau quinoline de l'huprine X, par stacking
aromatique, forment des interactions cation-mt et -1 avec le Trp84 et la Phe330
(correspondant a la Tyr337 chez ’hAChE).

Ces données ont été confirmées lorsque notre équipe a résolu la structure
cristallographique de 'hAChE complexée a I'Huprine Z, dérivé de 'Huprine X dont
le groupement éthyle en position 9 a été substitué par un goupement éthoxyle, ce
qui permet a cette molécule d’'interagir grace a des liaisons hydrogene

supplémentaires avec la sérine et I'histidine catalytiques (figure 38).
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Figure 38: Structure cristallographique du site actif de I'hAChE complexée a

Ihuprine Z a 3.2 A (Carletti, non publiée). Les résidus du site actif de 'hAChE sont représentés
en bleu et 'huprine Z est en vert. Les sphéres rouges représentent les molécules d’eau structurales. Les
pointillés noirs modélisent les liaisons hydrogéne et les pointillés rouges les distances entre atomes.

Y

Des réactivateurs et composés alkylants ont été modélisés a partir du noyau

chloroquinoline, sur la base de ces données structurales.

2-3. Construction de la bibliothéque de ligands

Tous les ligands analysés, réactivateurs bifonctionnels et agents alkylants

potentiels, sont regroupés dans les tableaux 39 et 40 et la figure 41.
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A X
& N
|

Position de la fonction réactive Position de la fonction réactive
sur un le noyau pyridinium sur le noyau pyridine

groupement R;
ortho para ortho para
methyl 101 102 201 202
ethyl 103 104 203 204
iso-butyl 105 106 205 206
benzyl 107 108 207 208
4-methoxybenzyl 109 110 209 210
2,4-dimethoxybenzyl 111 112 211 212
2,3,4,5,6-fluorobenzyl 113 114 213 214
4-nitrobenzyl 115 116 215 216

Tableau 39 : Structure chimique des réactivateurs bifonctionnels, basés sur le noyau
pyridinium, et leur numéro correspondant.

Cl o
Cl
N o \)J\/ Br
| . /—/ a | oJ
oo i
R, R,
Position de la fonction réactive sur le noyau pyridinium/pyridine
groupement Rz
ortho para ortho meta para

methyl 117 118 119 120 121
benzyl 317 318 319 320 321

Tableau 40 : Structure chimique des agents alkylants, basés sur le novau pyridinium,
et leur numéro correspondant.
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Figure 41: Structure chimique des agents alkylants et des réactivateurs
bifonctionnels basés sur le novau chloroquinoline, et leur numéro correspondant.

Le modele moléculaire de chaque ligand est construit a partir du serveur
GlycoBioChem PRODRG2 (Schuttelkopf and van Aalten 2004). Ensuite, le logiciel
Chimera (Pettersen, Goddard et al. 2004) est utilisé pour ajouter les hydrogenes a
la molécule en tenant compte d'une éventuelle protonation a pH physiologique. Le
module Antechamber d’Amber, intégré a Chimera sert a attribuer les types
d'atomes et de liaisons ainsi qu'a calculer les charges partielles de chaque atome
selon la méthode semi-empirique AM1-BCC. La correction de la charge des liaisons
est paramétrée pour reproduire ab initio les potentiels électrostatiques (Wang,
Wang et al. 2006). La géométrie du ligand est alors minimisée a partir des charges

calculées ainsi que des autres parametres du champ de force GAFF (General

AMBER Force Field) (Wang, Wolf et al. 2004).

3. Préparation du récepteur = 'hAChE
L'AChE humaine est la cible de notre étude et des données cristallographiques
existent pour cette enzyme. C'est donc sur I'AChE humaine que s'est naturellement

porté notre choix du "récepteur” pour les expériences de docking moléculaire. Les
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nombreux résidus aromatiques du site actif de 1I'hAChE peuvent adopter
différentes conformations suivant les ligands et cette flexibilité doit étre
considérée lors des simulations in silico sous peine d'obtenir une prédiction trop
éloignée de la situation réelle.

Deux solutions s'offraient a nous : soit nous utilisions la fonction du logiciel de
docking donnant une liberté conformationnelle a la chaine latérale des résidus
capables alors d'adopter plusieurs conformations, soit nous utilisions plusieurs
conformations rigides de 1'enzyme, représentatives des conformations adoptées en
présence du ligand, ou du moins de la famille structurale des ligands testés. Notre
expérience personnelle nous a montré que la deuxieme solution donnait
généralement des résultats plus satisfaisants. Nous avons donc choisi de préparer

deux conformations de I'AChE humaine nommées récepteur 1 et récepteur 2.

La premiere conformation (récepteur 1) représente I'hAChE sous forme de
conjugué vieilli (sérine catalytique méthylphosphonylée), avec les résidus de la
gorge dans la conformation originale observée dans la structure cristallographique
de I'hAChE complexée a la fasciculine II (code pdb 1B41) (Kryger, Harel et al
2000). Pour se faire, la sérine méthylphosphonylée est construite in silico, dans la
structure de 'hAChE, en prenant comme modele la TcAChE inhibée par le soman
(code pdb 1SOM) (Millard, Kryger et al. 1999). Le modele « hAChE vieillie » est
ensuite plongé dans une boite d'eau puis minimisé a l'aide du logiciel de
dynamique moléculaire GROMACS 4.5.4 (Hess, Kutzner et al 2008) afin
d’optimiser la topologie de la protéine (angles, distances, interactions de Van der
Waals et électrostatiques). Le réseau de molécules d'eau est finalement relaxé par
un dynamique moléculaire de 20 ps en imposant une contrainte sur la position des
atomes de la protéine.

La seconde conformation (récepteur 2) représente également I'hAChE vieillie
mais dont les résidus du site actif sont positionnés tels qu’ils le sont dans la
structure résolue au laboratoire de 'hAChE complexée a I'huprine Z. En effet,
comme décrit précédemment, la liaison d'une molécule telle que I'huprine Z ou
I'huprine X dans le site actif de I'enzyme (code pdb 1E66), stabilise des
conformations particuliéres de certains résidus du site actif, principalement dans

la poche «choline » pour les dérivés de la famille de la 4-aminoquinoline. Nos
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réactivateurs potentiels basés sur la chloroquinoline possédent une structure
chimique voisine des huprines.

Pour la préparation de ce modele, il n'est pas possible de construire la
meéthylphosphonylsérine dans la structure cristallographique de I'hAChE
complexée a I'huprine Z en raison de l'occupation du site estérasique par le bras
portant 1'alcool primaire de I'huprine Z. L'huprine Z est donc d'abord remplacée
par la chlorotacrine (figure 42), plus petite, qui sera la molécule de référence pour
I'analyse par docking. Ensuite, la sérine catalytique est méthylphosphonylée pour
obtenir un conjugué d'hAChE vieillie comme pour le récepteur 1. Enfin, le
récepteur « hAChE vieillie complexée a la chlorotacrine » est minimisé et le réseau
de molécules d'eau relaxé avec GROMACS comme pour le récepteur 1.

NH,

N
cl N”
H

Figure 42 : Structure chimique de la chlorotacrine, molécule de référence.

Une comparaison de la topologie du site actif de ces deux récepteurs, révele
d'importantes différences, logiquement au niveau de la poche « choline « (figure

43).
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Figure 43 : Site actif du récepteur 1 (en vert) et du récepteur 2 avec chlorotacrine (en

bleu) ainsi que leur superposition. (les atomes de carbone sont en vert ou en bleu, les atomes
d’oxygeéne en rouge, les atomes d’azote en bleu foncé, les atomes d’hydrogéne en blanc et les atomes de
phosphore en orange).

La superposition des sites actifs permet de visualiser les modifications de
positionnement de certains résidus, dues a la présence de la chlorotacrine dans le
site actif. Les résidus Tyr337 et Trp439 s’écartent pour accueillir la chlorotacrine
et la stabiliser par empilement aromatique entre Tyr337 et Trp86. Met443 et
Trp439 reculent pour former une poche hydrophobe capable d'accueillir le
substituant chlore. De plus, nous observons des mouvements non négligeables de
la chaine principale qu'il n'aurait pas été possible de prendre en compte en ne
donnant de la liberté de rotation qu’aux chaines latérale des résidus aromatiques.

Ces observations confortent notre choix d'opter pour deux récepteurs rigides
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rendant mieux compte de la flexibilité du site actif pour l'analyse des candidats
ligands par docking moléculaire.

Le docking moléculaire a été effectué sur les deux récepteurs, en conservant ou
non un réseau de molécules d’eau qui participe au maintien de la structure de la
poche « choline » par un réseau de liaisons hydrogéne s'étendant de Tyr133 a
Tyr341. Ce réseau contient les deux molécules d'eau qui forment des liaisons
hydrogene avec I'amine de 1'huprine X (figure 37). En absence de ce réseau, le site
de liaison est plus spacieux mais le nombre de liaisons hydrogene potentielles
entre le ligand et I'enzyme diminue. Ceci permet d'évaluer l'influence de ce réseau

sur le positionnement et I'orientation du ligand.

Chacun des ligands préparés est analysé dans les récepteurs 1 et 2 avec ou sans
réseau d’eau complet, ce qui correspond a 4 dockings par ligand. La molécule de
référence, la chlorotacrine, qui a servi a construire le récepteur 2, est également

testée dans chacune des conformations et constitue un controle.

4. Résultats

Les valeurs de variation d’énergie libre obtenues pour chacun des ligands,
alkylants et réactivateurs bifonctionnels, sont regroupées dans les tableaux
46,49, 53 et 57. Celles-ci sont représentatives de I'affinité potentielle du ligand
pour le récepteur et peuvent étre comparées entre elles. Néanmoins, 'affinité d'un
ligand pour le récepteur ne traduit pas son efficacité car un positionnement de la
fonction électrophile a proximité de la cible, 'oxyanion du méthylphosphonyle, est
un facteur déterminant. Les ligands intéressants doivent allier une variation
d’énergie libre négative et de valeur absolue importante et un positionnement
optimium pour que les deux fonctions destinées a réagir soient juxtaposées dans le

site actif.

4-1. Validation des conditions d’analyses

Parmi les quatre récepteurs utilisés pour le docking moléculaire, un seul semble
adapté a une comparaison juste des ligands lorsqu'’ils sont complexés a I'enzyme :

le récepteur 2 dont le réseau de molécules d’eau a été conservé.
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4-1-1 Le choix du récepteur

Les valeurs de AG des ligands pour le récepteur 1 avec conservation du réseau de
molécules d’eau sont pour la majorité positive. Ceci indique que la fixation des
ligands dans ce récepteur, dans le volume restreint du fond de la gorge, « cofite de
I'énergie » au systéme enzyme-+ligand. En effet, la présence des molécules d’eau du
réseau limite l'espace disponible dans la poche «choline » et conduit a des
contraintes stériques coliteuses en énergie pour les ligands si leur structure n'est
pas parfaitement adaptée a la topographie du site. Les résidus de cette poche ne
peuvent favorablement accueillir de gros ligands a double noyau aromatique car
I'orientation des résidus Trp86 et Tyr337, habituellement impliqués dans les
interactions d'empilement aromatique, n'est pas optimum.

Les petits ligands, ceux ne possédant qu'un seul cycle aromatique
meéthylpyridinium ou pyridine, sont favorablement accomodés, avec des valeurs de
AG pouvant atteindre -5.0 kcal.mol-1, ce qui reste faible. Ces ligands semblent peu
stabilisés, ce qui est confirmé par le faible nombre d'interactions avec les résidus
de la gorge.

En revanche, dans le récepteur 2, les résidus Trp86 et Tyr337 de cette poche étant
orientés de maniére optimale pour stabiliser les ligands par empilement

aromatique, les valeurs de AG sont toutes situées entre -8.0 et -10.4 kcal.mol-1.

4-1-2 Influence de la conservation du réseau complet de molécules d’eau

Lorsque que I'on compare, pour le récepteur 1, les valeurs de AG obtenues en
présence et en absence du réseau complet de molécules d’eau, il est flagrant que le
gain de degrés de liberté pour la position et I'orientation des gros ligands améliore
considérablement les énergies de liaison (entre -6.0 et -8.0 kcal.mol1). Mais ces
résultats s’accompagnent d’'une orientation aléatoire des ligands, généralement
défavorable a la réaction d'alkylation recherchée.

Pour le récepteur 2, les valeurs de AG en présence ou en absence de molécules
d’eau dans la gorge sont peu différentes. La stabilisation du ligand dans le site par

interaction aromatique semble donc le facteur le plus important.

Ces résultats confortent I'hypothese que le récepteur 2 est plus représentatif de la

strucure du site actif en présence de nos ligands, notamment la famille de ceux
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possédant deux cycles aromatiques (dérivés de la chloroquinoline et du
benzylpyridinium). La présence du réseau de molécules d’eau apparait souhaitable
sachant que la majorité de ces molécules sont importantes dans le maintien de
I'architecture du site actif, ce qui est confirmé par leur présence dans la totalité des
structures cristallographiques de cholinestérases avec ligands (figure 44). De plus,
les simulations de dynamique moléculaire effectuées lors de la préparation des
récepteurs confirment la stabilité de ce réseau lorsque 1'enzyme est en solution
aqueuse.

Ainsi, nous nous sommes focalisés sur les résultats de docking moléculaire
obtenues a l'aide du récepteur 2 avec réseau d’eau complet afin de prédire au

mieux les interactions des ligands que nous avons congus avec I'hAChE vieillie.

w439

M443

Figure 44 : Complexité du réseau d’eau présent dans le site actif de ’'hAChE.

Les atomes de carbone sont en bleu clair, d’'oxygéne en rouge et jaune, d’azote en bleu foncé,
d’hydrogéne en blanc, et de phosphore en orange. Les liaisons hydrogéne sont représentées par des
pointillés noirs. Les molécules d’eau représentées en jaune sont présentent dans le récepteur,
uniquement pour l'expérimentation en présence du réseau d’eau complet.

4-2. Les ligands basés sur un noyau chloroquinoline

4-2-1 Validation du modeéle

Comme décrit précédemment, la chlorotacrine a été choisie comme molécule de
référence dans l'évaluation du modele vis a vis des ligands basés sur le noyau
chloroquinoline. Nous rappelons que la chlorotacrine est le ligand choisi pour que
soit conservée, lors de la minimisation d’énergie du récepteur 2, une conformation
des résidus du site actif, proche de celle dans la structure de I'hAChE complexée a

I’huprine Z.
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L'énergie d'interaction de cette molécule de référence avec le récepteur 2 est de

-11,2 kcal.moll. Son affinité est évaluée de l'ordre du nanomolaire ce qui

correspond a 'ordre de grandeur des valeurs que I'on retrouve dans la littérature
pour des molécules dont la structure chimiques est proche (tacrine, huprines X, Y,
...)(Camps, Cusack et al. 2000 ; Ronco, Sorin et al. 2009 ; Ronco, Foucault et al.
2011). Le mode de fixation de la chlorotacrine dans le récepteur est conforme a
celui observé lors de la dynamique moléculaire a l'étape de préparation du
récepteur 2 (figure 45). On retrouve les interactions-clé de cette famille de
ligands : double stacking entre le noyau aminoquinoline et Trp86/Tyr337, liaisons
hydrogenes entre le proton quinolinium et le carbonyle de His447, entre I'amine et

des molécules d'eau du réseau, et enfin confinement du chlore dans la poche

hydrophobe formée par les résidus Met443, Trp439 et Pro446.
J |

chlorotacrine \__
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Figure 45 : Représentation de la fixation de la chlorotacrine dans le site actif du

récepteur 2, d’apres le docking moléculaire, en vue latérale (A) et vue de dessus (B).
Les atomes de carbone sont en bleu clair, d'oxygéne en rouge, d’azote en bleu foncé, d’hydrogéne en
blanc, de phosphore en orange. Les liaisons hydrogéne sont représentées par des pointillés noirs. Le
volume occupé par la chlorotacrine est représenté par des points colorés en fonction du type d’atomes.

Les résultats obtenus pour la chlorotacrine, référence dans cette expérience de
docking moléculaire, valide le choix du récepteur 2 pour la prédiction de
I'interaction de nos réactivateurs et agents alkylants potentiels avec 1'hAChE

vieillie.

4-2-2 Les réactivateurs bifonctionnels a noyau chloroquinoline

Ce groupe de ligands est composé de 3 réactivateurs bifonctionnels dont la
fonction oxime est masquée par la fonction alkylante (ligands n° 02, 22, 03), 1
réactivateur bifonctionnel dont les fonctions oxime et alkylante sont séparées sur
le squelette (ligand n°04) et 2 molécules ne portant qu’'une fonction oxime

(ligands n° 01, 21) (tableau 41).
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N° ligand AG (kcal.mol1) N° ligand AG (kcal.mol1)

01 -9.8 21 -9.6
02 -7.9 22 -7.7
03 -7.4
04 -6.1

Tableau 46 : Variation d’énergie libre de liaison des réactivateurs bifonctionnels
basés sur le noyau chloroquinoline (tableau 41, page 80), analysés par docking
moléculaire dans le récepteur 2, en présence du réseau d’eau complet.

Les ligands ayant une correspondance amine ou hydroxyle en position 4 du
squelette chloroquinoline (n° 01 vs n°®21 et n° 02 vs n°22) ne présentent pas de
différence notable d’énergie de liaison (AAG = 0.2 kcal.mol1) (tableau 46) ou de
position dans le site actif. Cette observation suggere que Il'amine est
interchangeable avec un hydroxyle, mais ceci doit étre considéré avec précaution
car les deux fonctions n'ont pas la méme influence sur le pKa du quinolinium.

Le simple ajout d’'un groupement méthyle pour masquer la fonction oxime diminue
I'énergie de liaison de 2 kcal.mol! (ligand n°01 vs ligand n°02), ce qui signifie que
le ligand portant I'oxime masquée est 100 fois moins affin que l'oxime libre
correspondante, malgré une orientation adéquate pour une alkylation de I'oxygene
du méthylphosphonate (figure 47-A). La différence d'énergie provient logiquement
d'un encombrement stérique défavorable au méthyle.

Le docking prédit que l'affinité du ligand n°01 est de l'ordre de la dizaine de
nanomolaires, avec une fixation optimale dans le site actif (3.7A entre le
phosphore du méthylphosphonate et 1'oxygene de I'oxime) (figure 47-B), cette
nouvelle oxime possede un intérét certain pour la réactivation des cholinestérases
inhibées et dont 1'adduit phosphonate présente un faible encombrement stérique
(substituant méthoxyle ou éthoxyle sur le phosphore). Ce cas de figure se
présenterait par génération de 'oxime n°01, in situ, apres transfert du méthyle du

ligand n°02 vers le phosphonate.

89



Figure 47 : Ligands n°02 (A) et n°01 (B) dans le site actif du récepteur 2, d’apres le

docking moléculaire. Pour la protéine, les atomes de carbone sont en bleu clair, d’oxygéne en
rouge, d’azote en bleu foncé, d’hydrogéne en blanc, et de phosphore en orange. Les liaisons hydrogéne
sont représentées par des pointillés noirs. Le volume occupé par les atomes est représenté par des
points colorés en fonction du type d’atomes. Les distances d’'intérét entre atomes sont représentées en
pointillés rouges.

L'énergie de liaison des ligands n°02 et n°03 portant la méme fonction oxime
meéthylée, varie trés peu selon que le squelette porte un groupe amine en
position 4 (ligand n°02) ou un méthyle sur I'azote du pyridinium (ligand n°03). Le
ligand n°04 est le seul représentant des réactivateurs bifonctionnels dont les
fonctions alkylante et oxime sont séparées sur le squelette chloroquinoline. La
valeur de AG correspond a une affinité de I'ordre de la dizaine de micromolaire.
Cela s’explique aisément par la position téte-béche du ligand en comparaison a la
position de la chlorotacrine dans la poche choline (figure 48). L’atome de chlore en
position 7 n’est plus stabilisé car il est en dehors de la poche hydrophobe,
I'absence de groupement amine en position 4 abolit la possibilité de former des
liaisons hydrogene avec le site actif. Seul subsiste le stacking aromatique avec
Trp86 et Tyr337. Cependant, la distance entre les atomes réactifs est de 4.3 A, ce
qui reste raisonable pour envisager une réaction chimique en tenant compte de

l'agitation thermique.

90



Figure 48: Ligand n°04 dans le site actif du récepteur 2, d’apres le docking

moléculaire. Pour la protéine, les atomes de carbone sont en bleu clair, d’oxygéne en rouge, d’azote
en bleu foncé, d’hydrogéne en blanc, et de phosphore en orange. Le volume occupé par les atomes est
représenté par des points colorés en fonction du type d’atome. Les distances d’intérét entre atomes
sont représentées en pointillés rouges.

4-2-3 Les agents alkylants a noyau chloroquinoline

N° ligand AG (kcal.mol1) N° ligand AG (kcal.mol-1)
05 -9.6 25 -9.5
06 -9.3 26 -9.0
07 -9.4 27 -9.4
08 -9.3 28 -9.2
09 -9.7 29 -9.4
10 -9.4 30 -9.2
11 -8.9 31 -8.9
12 -9.2 32 -9.0
13 -9.0
14 -5.9

Tableau 49 : Variation d’énergie libre de liaison des agents alkylants basés sur le
noyau chloroquinoline (tableau 41, page 80), analysés par docking moléculaire dans
le récepteur 2, en présence du réseau d’eau complet.
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Tout comme pour la précédente famille, la présence d’'un groupement amine ou
hydroxyle en position 4 du noyau chloroquinoline ne modifie ni I'énergie de liaison,
ni la position dans le site actif. Les remarques indépendantes de la nature de ce
groupement, notamment celles concernant la position des fonction réactives, sont
donc identiques pour les ligands ne différant que par la nature de ce groupement
en position 4 (amine ou hydroxyle).

Mise a part le ligand n°14, le docking moléculaire prédit que tous les agents
alkylants basés sur le noyau chloroquinoline ont une tres bonne affinité pour le
récepteur 2 et une orientation adéquate .

En comparant les résultats de modélisation pour les ligands portant la méme
fonction alkylante, il est observé que :

- Les ligands n°05 et n°06 portant respectivement la fonction vinylsulfonyle en
position meta ou ortho du quinolinium, ont des énergies d'interaction tres
favorables (~ -9.5 kcal.mol1). Néanmoins, leur position ne semble pas adaptée
pour la réaction d’addition 1,4 nécessaire entre I'oxygene du méthylphophonate et
le carbone terminal, en beta du soufre. Pour les deux ligands, le carbone-siege de
I'addition pointe dans une direction opposée a I'oxygene du méthylphosphonate, a

une distance de 5.0 A pour le ligand n°05 et 4.0 A pour le ligand n°06 (figure 50).

| A | B |

Figure 50 : Ligands n° 05 (A) et n° 06 (B) dans le site actif du récepteur 2, d’apres le

docking moléculaire. Pour la protéine, les atomes de carbone sont en bleu clair, d’'oxygéne en
rouge, d’azote en bleu foncé, d’hydrogéne en blanc, et de phosphore en orange. Le volume occupé par
les atomes est représenté par des points colorés en fonction du type d’atomes. Les distances d’'intérét
entre atomes sont représentées en pointillés rouges.

- Les ligands portant la fonction vinylcétone dans 4 conformations différentes

adoptent tous le méme mode de liaison dans le site actif avec le carbonyle en anti-
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du squelette chloroquinoline et I'alcene en anti- du carbonyle. Comme pour les
ligands portant la fonction vinylsulfonyle, et malgré une énergie de liaison
favorable, la position du ligand dans le site actif semble incompatible avec une
réaction d'addition, les deux atomes n'étant pas alignés et trop éloignés (5.1 A).

- Les ligands portant une fonction bromoacétyle, cyclique ou aliphatique, ont une
énergie de liaison et une position dans le site actif largement favorables a la
réaction d’alkylation. Les atomes réactifs sont proches (3.7 A) et 'atome de brome
jouant le role de groupe partant dans la réaction d’alkylation pointe en direction

opposée de I'oxygene, vers l'entrée de la gorge (figure 51).

Figure 51: Ligand n°12 dans le site actif du récepteur 2, d’apres le docking

moléculaire. Pour la protéine, les atomes de carbone sont en bleu clair, d’oxygéne en rouge, d’azote
en bleu foncé, d’hydrogéne en blanc, et de phosphore en orange. Les liaisons hydrogéne sont
représentées par des pointillés noirs. Le volume occupé par les atomes est représenté par des points
colorés en fonction du type d’atome. Les distances d’intérét entre atomes sont représentées en
pointillés rouges.

- Les mémes conclusions s’appliquent au ligand n° 13, sa liaison a I'hAChE étant
énergétiquement favorable et sa position adéquate pour l'alkylation recherchée
(distance carbone-oxygeéne = 3.9 A).

- Le ligand n° 14 est le seul de cette famille qui semble inadapté a notre objectif. En
effet, le groupement trichloroacétimidate étant trés encombrant, il entre en conflit
stérique avec le réseau de molécules d’eau si les trois atomes de chlore pointent
vers l'entrée de la gorge. En conséquence, ceux-ci pointent vers le bas de la gorge
et entrainent une rotation de 45° de la molécule (figure 52-A). Dans cette situation
I'empilement aromatique n'est plus optimum et il n'y a plus de liaison hydrogene

(figure 52-B). On pouvait s'attendre a une meilleure orientation du ligand en
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absence du réseau complet de molécules d’eau d'autant que I’énergie de liaison

prédit une excellente interaction (-9.0 kcal.mol1). Or, la position du ligand dans le

site est encore moins adaptée puisqu'il effectue une rotation de 180° autour d'un

axe vertical, la fonction trichloroacétimidate se retrouvant au niveau de la poche

hydrophobe adapatée a l'atome de chlore. L’encombrement stérique du ligand

n° 14 ne permet donc pas de 'envisager comme un agent alkylant potentiel.

G
|

1.
4 I3

B

>

W

Figure 52 : Ligand n° 14 en vue de face (A) et vue de dessus (B) dans le site actif du
récepteur 2, d’apres le docking moléculaire. Pour la protéine, les atomes de carbone sont en
bleu clair, d’oxygéene en rouge, d’azote en bleu foncé, d’hydrogéne en blanc, et de phosphore en orange.
Le volume occupé par les atomes est représenté par des points colorés en fonction du type d’atomes.
Les distances d'intérét entre atomes sont représentées en pointillés rouges.
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4-3. Les ligands basés sur un noyau pyridinium

4-3-1 Les réactivateurs bifonctionnels a noyau pyridinium/pyridine

A X
& -
|

Position de la fonction réactive Position de la fonction réactive
sur un le noyau pyridinium sur le noyau pyridine

groupement R
n° ortho n° para n° ortho n° para
methyl 101 -6.7 102 -6.5 201 -7.2 202 -6.4
ethyl 103 -6.6 104 -6.7 203 -7.3 204 -6.9
iso-butyl 105 -6.4 106 -6.2 205 -7.6 206 -6.8
benzyl 107 -6.6 108 -6.9 207 -7.7 208 -6.8
4-methoxybenzyl 109 -4.6 110 -5.9 209 -5.3 210 -5.7
2,4-dimethoxybenzyl | 111 -4.0 112 -2.8 211 -5.0 212 -4.7
2,3,4,5,6-fluorobenzyl | 113 -4.8 114 -6.6 213 -6.3 214 -6.3
4-nitrobenzyl 115 -5.4 116 -4.6 215 -5.6 216 -6.2

Tableau 53 : Variation d’énergie libre de liaison des réactivateurs bifonctionnels
basés sur le noyau pyridinium (tableau 39, page 79), analysés par docking
moléculaire dans le récepteur 2, en présence du réseau d’eau complet.

4-3-1-1 .... en fonction du noyau
De maniere générale, les réactivateurs bifonctionnels de la « série 200 », c’est-a-
dire basés sur le noyau pyridine, non chargé, possedent une énergie de liaison
légérement plus favorable que leurs équivalents basés sur le noyau
meéthylpyridinium. Cela s’explique par I'encombrement supplémentaire créé par le
groupement méthyle pour la «série 100 ». Malgré cette énergie de liaison
légerement plus favorable, les ligands de la « série 200 » n'adoptent pas forcément

une position plus adaptée a l'alkylation.
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4-3-1-2 .... en fonction de la position de la chaine réactive sur le noyau

Aucune regle ne se dessine quant a l'influence de la position de la chaine réactive
en ortho ou en para du pyridinium sur la liaison du ligand dans le récepteur,
énergie de liaison et position confondues.

En effet, les valeurs de AG pour les ligands dont la fonction est en position ortho
semble légerement meilleures, sans que cela ne traduise nécessairement une
meilleure position dans le site actif.

On note que les variations d’énergie pour deux ligands, dont la seule différence
tient de position de la fonction réactive en ortho ou en para, restent assez faibles.

Elles sont d'environ 0.3 kcal.moll pour les ligands n°101 a 106 (noyau

meéthylpyridinium ; R1: chaine carbonée) et n° 207 a 216 (noyau pyridine ; R1:

cycle substitué) et d'environ 1.1 kcal.mol1 pour les ligands n°® 107 a 116 (noyau

meéthylpyridinium ; R1: cycle substitué) et n°201 a 206 (noyau pyridine; R1:

chaine carbonée).

4-3-1-3 .... en fonction du groupement masquant la fonction oxime
Des trois variables testées, la nature du groupement porté par la fonction oxime,
qui doit servir de groupement alkylant pour le méthylphosphonate est celle qui a
le plus d’influence quant au choix des ligands d’intérét pour notre problématique.
Deux types de groupement sont ici envisagés : des chaines carbonées aliphatiques,
ramifiées ou non et des cycles benzéniques, substitués ou non.
Globalement, la complexation des ligands dans le récepteur voit son énergie de
liaison augmenter (~ +2 kcal.mol1) avec I'encombrement stérique du groupement
R1. Cela s’explique simplement par la place limitée dans le site actif. Néanmoins,
malgré une affinité modérée de ces ligands, certains se positionnent de maniere
particulierement favorable a la réaction recherchée.
Pour les ligands de la « série 100 », le méthyle porté par le noyau pyridinium a
tendance a se loger dans la poche hydrophobe formée par la Met443, Trp439 et
Pro446. Les ligands portant la chaine réactive en para du noyau méthylpyridinium
se positionnent plus favorablement dans le site actif que ceux portant la chaine
réactive en ortho, leur carbone réactif étant bien dirigé vers le méthylphosphonate
(figure 54-A). Les noyaux pyridinium de l'ensemble de ces ligands sont

superposables, et sont stabilisés par stacking et interaction cation-m entre Tyr337
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et Trp86. Les groupements Ry aromatiques substitués, ou non, pointent vers le bas

de la gorge (exemple, figure 54-B).

Figure 54 : Ligands n° 106 (A) et n° 114 (B) dans le site actif du récepteur 2, d’apres

le docking moléculaire. Pour la protéine, les atomes de carbone sont en bleu clair, d’oxygéne en
rouge, d’azote en bleu foncé, d’hydrogéne en blanc, et de phosphore en orange. Le volume occupé par
les atomes est représenté par des points colorés en fonction du type d’atomes. Les distances d’'intérét
entre atomes sont représentées en pointillés noirs.

Pour les ligands n° 101 a 104, plus petits, le mode de liaison est moins prévisible.
Le ligand n°® 103 apparait comme le meilleur candidat réactivateur bifonctionnel
de la « série 100 » alliant affinité de 'ordre du micromolaire et proximité entre son

carbone réactif et 'oxygeéne du phosphonyle (3.8 A) (figure 55).

Figure 55: Ligand n°103 dans le site actif du récepteur 2, d’apres le docking
moléculaire. Pour la protéine, les atomes de carbone sont en bleu clair, d’'oxygéne en rouge, d’azote
en bleu foncé, d’hydrogéne en blanc, et de phosphore en orange. Le volume occupé par les atomes est
représenté par des points colorés en fonction du type d’atomes. Les distances d’intérét entre atomes
sont représentées en pointillés noirs.
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Les ligands de la « série 200 » dont le groupement R; est un diméthoxybenzyle
(ligands n° 211 et n°212) ou un nitrobenzyle (ligands n° 215 et n°216) se fixent de
maniere totalement inadaptée (rotation de 180° selon I'axe verticale). Pour les
autres molécules, aucune des deux positions ortho ou para ne semble plus
favorisée que l'autre, du fait de 'absence du méthyle sur I'azote du noyau pyridine.
Comme pour la « série 100 », le cycle pyridine est stabilisé entre Tyr337 et Trp86
et le cycle benzénique pointe vers le bas. Plus le groupement R; est encombrant,
plus les atomes réactifs sont éloignés. Ainsi, les ligands n°® 203 et n°® 205 sont d'un
intérét certain pour notre problématique puisqu’ils allient affinité de I'ordre du

micromolaire et proximité des atomes réactifs (figure 56).

A . B

Figure 56 : Ligands n° 203 (A) et n°205 (B) dans e site actif du récepteur 2, d’apres le

docking moléculaire. Pour la protéine, les atomes de carbone sont en bleu clair, d’oxygéne en
rouge, d’azote en bleu foncé, d’hydrogéne en blanc, et de phosphore en orange. Le volume occupé par
les atomes est représenté par des points colorés en fonction du type d’atome. Les distances d’intérét
entre atomes sont représentées en pointillés noirs.

Si on compare les valeurs de AG obtenues avec et sans le réseau complet de
molécules d’eau, on constate que I’énergie de liaison augmente en valeur absolue
avec '’encombrement stérique du groupement R; en absence de molécules d'eau,
C’est-a-dire quand le degré de liberté augmente. L’'augmentation du nombre
d'interactions de van der Waals avec les résidus du site actif explique ce
phénomene. Mais encore une fois, une bonne affinité ne correspond pas forcément
dans ce cas a une orientation optimum pour 1'alkylation. Au contraire, cette plus

grande liberté conduit certains ligands a prendre des poses totalement inadaptées.
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4-3-2 Les agents alkylants a noyau pyridinium

Cl (0]
Cl
\ 0. %Br
| o a | o)
oo i
R, R,
Position de la fonction réactive sur le noyau pyridinium/pyridine
group nt R

n° ortho n° para n° ortho n° meta n° para
H 219 -6.9 220 -6.9 221 -6.7
methyl 117 -6.6 118 -7.2 119 -6.5 120 -6.3 121 -6.4
benzyl 317 -2.2 318 -3.7 319 -6.4 320 -5.9 321 -6.1

Tableau 57 : Variation d’énergie libre de liaison des agents alkylants basés sur le
noyau pyridinium (tableau 39, page 79), analysés par docking moléculaire dans le
récepteur 2, en présence du réseau d’eau complet.

4-3-2-1 .... portant une fonction trichloroacétimidate
Pour ces ligands de taille importante, la position en ortho ou para a un effet
important sur leur énergie d'interaction et sur leur mode de liaison . En effet, seul
le noyau pyridinium du ligand n° 317 est stabilisé par Tyr337 et Trp86 alors que le
benzyle pointe vers I'entré de la gorge sans former d'interaction spécifique (figure
58-A). En revanche, le ligand n° 318 plus linéaire est capable d'interagir a la fois
avec Trp86 via son pyridinium et Tyr337 via son benzyle (Figure 58-B). Ceci
explique une énergie de liaison plus favorable (-3.7 kcal.mol-1) que celle du ligand
n° 317 (-2.2 kcal.moll), méme si dans les deux cas, elle reste tres faible étant
donné les conflits stériques résultant de la présence des cycles aromatiques et du
groupement C-Clz. Quoiqu'il en soit, le carbone électrophile des deux ligands est

trop éloigné de I'oxygeéne du phosphonate.
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Figure 58 : Ligands n° 317 (A) et n° 318 (B) dans le site actif du récepteur 2, d’apres

le docking moléculaire. Pour la protéine, les atomes de carbone sont en bleu clair, d’oxygéne en
rouge, d’azote en bleu foncé, d’hydrogéne en blanc, et de phosphore en orange. Le volume occupé par
les atomes est représenté par des points colorés en fonction du type d’atomes. Les distances d’'intérét
entre atomes sont représentées en pointillés noirs.

Le remplacement du benzyle par un méthyle donne une situation plus favorable
puisque les énergies de liaison indique une affinité de I'ordre du micromolaire
(-6.6 kcal.mol-let -7.2 kcal.mol1). Les deux molécules se positionnent de maniere
identique dans le récepteur, stabilisées majoritairement par le stacking
aromatique, et dans une moindre mesure, par des interactions entre le méthyle du
pyridinium et la poche hydrophobe pour le ligand n° 118. Une fois de plus, leur
position dans le site actif ne permet pas de rapprocher le carbone électrophile de

I'oxyanion du phosphonate (6.3 A).

4-3-2-2 .... portant une fonction bromoacétyle
Quel que soit la position du groupement réactif bromoacétyle (en ortho, meta ou
para du noyau pyridinium) et la nature du groupement Rz (H, méthyle ou benzyle),
I'énergie de liaison se situe autour de 6 + 1 kcal.mol}, soit une affinité correcte de
I'ordre de la dizaine de micromolaire. Néanmoins, aucun des neufs ligands de cette
série ne se positionne de maniére favorable a l'alkylation. Soit le ligand a sa
fonction alkylante orientée vers la poche hydrophobe du chlore (ligands n° 120,
220 et 221), soit le carbone électrophile se situe 4 une distance supérieure a 4.5 A
de I'oxygeéne du phosphonate. Seul ligand n° 320 apparait alors comme un candidat
intéressant pour notre objectif puisque les atomes réactifs sont alignés et distants

de 4.0 A (figures 59 et 60).
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Figure 59 : Ligand n° 320, en vue de haut, dans le site actif du récepteur 2, d’apres le
docking moléculaire. Pour la protéine, les atomes de carbone sont en bleu clair, d’oxygéne en

rouge, d’azote en bleu foncé, d’hydrogéne en blanc, et de phosphore en orange. Le volume occupé par

les atomes est représenté par des points colorés en fonction du type d’atomes. Les distances d’'intérét
entre atomes sont représentées en pointillés noirs.

Figure 60 : Ligand n°320, en vue de face, dans le site actif du récepteur 2, d’apres le
docking moléculaire. Pour la protéine, les atomes de carbone sont en bleu clair, d’oxygéne en
rouge, d’azote en bleu foncé, d’hydrogéne en blanc, et de phosphore en orange. Le volume occupé par

les atomes est représenté par des points colorés en fonction du type d’atomes. Les distances d’'intérét
entre atomes sont représentées en pointillés noirs.

101



5. Conclusions

5-1. Les ligands basés sur un noyau chloroguinoline

La diversité des fonctions réactives ne semblent pas influencer 'orientation du
ligand dans le site actif ce qui suggere que le noyau chloroquinoline impose des
contraintes suffisantes pour controler l'orientation de ces ligands. Pour chacun
d’eux, la fonction alkylante se positionne a proximité du méthylphosphonate.
Néanmoins, la distance et 'orientation de cette fonction ne sont pas toujours
compatibles avec la formation d'une liaison covalente entre l'oxygéne du
phosphonate et I'atome de carbone électrophile de la fonction alkylante.

Les réactivateurs bifonctionnels, dont l'oxime est méthylée, et I'oxime
correspondante, tout comme les agents portant la fonction alkylante bromoacétyle
combinent les caractéristiques requises aussi bien en terme d'affinité que

d'agencement favorable a 1'alkylation.

R R R
X X X
N N Pz
a ﬁ/ AN a F ﬁ/ ZVNg” O ll\i Br
H H
0]
ligands n°01,21 ligands n°02,22 ligands n°12,32

avec R, groupement amine ou hydroxyle

5-2. Les ligands basés sur un noyau pyridinium

Le type de fonction réactive et sa position sur le noyau pyridinium ne constituent
pas un critere sur lequel sélectionner les réactivateurs bifonctionnels potentiels.
La nature du groupement R; est finalement plus importante car elle conditionne
I'encombrement stérique du ligand dans le site actif. Il en ressort que les
réactivateurs bifonctionnels dont 'oxime est masquée par un groupement éthyle
ou isobutyle apparaissent comme les plus prometteurs.

Parmi les agents alkylants simples, la fonction bromoacétyle semble la plus
propice a notre objectif, notamment lorsqu’elle est en meta du benzylpyridinium

(ligand n°320).
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ligands n°203, 204 ligands n°103, 104 ligands n°205, 206
(0]
« N Br
| A N/O | ® 7

® ) N
N ligand n°320
| ‘ N

ligands n°105, 106 P

Ces éléments de sélection ne sont basés que sur des modélisations théoriques.
Seules les évaluations in vitro nous permettrons de confirmer la pertinence de ces
choix et l'intérét de ces molécules dans le cadre de notre objectif : réalkyler un

conjugué d'hAChE vieillie pour le rendre a nouveau réactivable par les oximes.
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CHIMIE

Sur les 45 réactivateurs bifonctionnels et agents alkylants basés sur le noyau

pyridinium testés en docking moléculaire, 32 ont été synthétisés par nos

collaborateurs néerlandais (tableau 61). Leur synthése ne sera pas décrite dans ce

manuscrit. Ces candidats seront évalués pour leur activité biologique par mesure

cinétique et/ou analyse structurale.

‘ \)/\N /O\R

=

1
®
I

A
N/

Position de la fonction réactive Position de la fonction réactive
sur un le noyau pyridinium sur le noyau pyridine
groupement Ry
ortho para ortho para
methyl 101 102
ethyl 103 104
iso-butyl 105 106
benzyl 107 108 207 208
4-methoxybenzyl 109 110 209 210
2,4-dimethoxybenzyl 111 112
2,3,4,5,6-fluorobenzyl 113 114 213 214
4-nitrobenzyl 115 116 215
Cl (o)
Cl
A o \)}\/Br
S a L0
o )
R, R,
Position de la fonction réactive sur le noyau pyridinium/pyridine
groupement Rz
ortho para ortho meta para
H 220
methyl 117 118 120 121
benzyl 317 318 320 321

Tableau 61 : Réactivateurs bifonctionnels et agents alkylants, basés sur le noyau
pyridinium, synthétisés par nos collaborateurs néerlandais.
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Mon travail a consisté a synthétiser certains des candidats dérivés du noyau
chloroquinoline. J’ai pu obtenir le 7-chloro-4-hydroxyquinoline-2-carbaldéhyde
O-méthyl oxime («2-méthyl aldoxime-HQ », ligand n°22) et le 4-amino-7-
chloroquinoline-2-carbaldéhyde oxime (« 2-carbaldéhyde oxime-AQ », ligand
n°01). La synthese d’'un troisieme ligand, l'agent alkylant 4-amino-2-
bromoacétyl-7-chloroquinoline (ligand n° 32) a été entamée mais non achevée,

la derniere étape de bromation n’ayant pas eu le succes escompté.

1. Synthese du « 2-methyl aldoxime HQ »
Le 7-chloro-4-hydroxyquinoline-2-carbaldéhyde O-méthyl oxime ou « 2-méthyl
aldoxime-HQ » (figure 62) est un réactivateur bifonctionnel basé sur le noyau
chloroquinoline et dont la fonction oxime est masquée par un groupement méthyle,
faisant office de fonction alkylante.

OH

X

@ N
al INI/ = \0/

Figure 62 : Structure chimique du 7-chloro-4-hydroxyquinoline-2-carbaldéhyde O-
méthyl oxime ou « 2-méthyl aldoxime-HQ »

La premiére étape de cette syntheése est une condensation cyclique entre le
diéthyloxaloacétate et la 3-chloroaniline, comme décrit par Surrey (Surrey and
Hammer 1946) (schéma 63) aboutissant a la formation de l'intermédiaire 7-

chloro-4-hydroxyquinoline-2-éthylcarboxylate.

IMINATION CYCLISATION OH

0 micro-ondes P 0\/

50°C-4h . N
o + Q\ 250°C-10min ~ Cl
/\OM ~ T NH, - d N 0 — 0
0O O acide acétique ~_0 | _~~_ Xyléne +
glacial Y

0

Schéma 63 : Condensation cyclique du diéthyloxaloaétate et de la 3-chloroaniline
aboutissant a la formation des intermédiaires 5 et 7-chloro-4-hydroxyquinoline-2-
éthylcarboxylate.

Celle-ci se déroule en deux temps, avec une étape d’'imination puis une étape de

cyclisation par micro-ondes (De Paolis, Teixeira et al. 2009) en remplacement du
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bain d’huile a 250°C (Surrey and Hammer 1946). La présence de deux carboxylates
d’éthyle de réactivité identique sur le diéthyloxaloacétate conduit a deux produits
de cyclisation, avec 'atome de chlore en position 5 ou 7 de la chloroquinoline.

Différentes conditions d’irradiation aux micro-ondes ont été testées afin
d’optimiser le rendement de cyclisation sans dégrader le produit de départ (P.D.)
(tableau 64). Cette premiere étape utilise des réactifs commerciaux, ce qui
compense les rendements médiocres obtenus (quelques %). Nos recherches dans
la littérature n’ont pas permis de mettre en évidence une voie de synthese

alternative pour cette chloroquinoline, dont le rendement aurait pu étre meilleur.

Conditions d’irradiation

Solvant Observations
température (°C)  durée (min)
130 1 - P.D.
170 25 - P.D

précipité jaune

200 25 - (dégradation)
+ P.D.
P.D. + dégradation +
200 25 CHzCl2
produits
25 =250 8 l y
xylene roduits + impuretés
250 10 g P P

Tableau 64: Conditions testées pour la cyclisation du 5/7-chloro-4-
hydroxyquinoline-2-éthylcarboxylate.

Dans nos conditions de purification sur colonne de silice, la séparation totale des
deux isomeres n’est pas possible car leur facteur de rétention (Rf) sont tres
proches. Deux fractions sont obtenues lors de cette étape : une fraction contenant
Iisomere dont le chlore est en position 7 et une fraction contenant les deux
isomeres. La séparation des isomeéres sera possible a une étape plus tardive dans la
voie de synthese. Les réactions qui suivent ont été réalisées sur le mélange des 2
isomeres.

La fonction ester portée par le squelette 5/7-chloro-4-hydroxyquinoline est
ensuite saponifiée en présence d’une solution aqueuse d’hydroxyde de sodium

(schéma 65).
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€D on NaOH 35%, H20 €) on

N 110°C-1h N
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Schéma 65 : Hydrolyse de la fonction éthylcarboxylate en fonction acide carboxylique
sur le squelette 5/7-chloro-4-hydroxyquinoline.

Apres réaction, le retour a un pH acide (~ 2) dans le milieu réactionnel entraine la
formation du sel du produit attendu (un mélange d’acides 5- et 7-chloro-4-
hydroxyquinoline-2-carboxylique) qui précipite et peut étre purifié par simple

filtration.

La fonction acide carboxylique est ensuite réduite en fonction aldéhyde (schéma
66).
1. PyBOP, EtsN

€) on 2. (OCH3)CH3NH.HCI OH DBAL-H §
TA, 4h X | -78°C a 4°C; TA-24h
> P N\ - S N/ H
P OH CH:Cl2 cl N 0 CHzCl2 Cl
0 (0}
+

N
(cn 510 63%

Cl oH
N
N’ N\O/
0

Schéma 66 : Réduction de la fonction acide carboxylique en fonction aldéhyde, par
un intermédiaire amide de Weinreb, sur le squelette 7-chloro-4-hydroxyquinoline.

Pour contrdler cette réduction, et ne pas obtenir la fonction alcool primaire, la
fonction acide carbox