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I. Introduction

L'allergie de contact est un probleme majeur de santé publique et la réaction
immunotoxique la plus importante chez I’homme. Une récente étude danoise a ainsi estimé
3 20 % la population européenne atteinte par cette pathologie.? Elle est considérée comme
étant, d’apres la classification de Gell et Coombs, une hypersensibilité retardée de type IV a
médiation cellulaire provoquée par la présence dans la peau d’'une molécule xénobiotique
(aussi appelée haptene). Il a pu étre montré que plusieurs centaines de molécules sont
capables d’induire une sensibilisation de contact. Ces molécules, naturelles ou synthétiques,
sont présentes dans un grand nombre de produits d’usage courant allant des vétements aux

bijoux en passant par les produits cosmétiques.

L'expression de cette maladie consiste, d’'un point de vue clinique, en une réaction
inflammatoire de la peau caractérisée par un cedéme (gonflement), un érythéme (rougeur)
et un prurit (démangeaison). Seuls des traitements symptomatiques existent pour contrer
les effets de cette pathologie et la méthode la plus simple permettant d’éviter I'apparition

de ces symptomes reste I’éviction totale de la source allergénique.

Tout au long des processus biologiques de la sensibilisation a une molécule exogene, la
chimie joue un role tres important. Les propriétés physico-chimiques des molécules
auxqguelles la peau est exposée se révelent essentielles lors de plusieurs étapes clés du
mécanisme provoquant l'allergie de contact.® Pour bien comprendre les mécanismes
chimiques et immunologiques menant a une allergie cutanée, il est important de bien

connaitre I'organe dans lequel se déroulent ces mécanismes, c'est-a-dire la peau.

Il. L’allergie de contact

La peau constitue le site d’expression des réactions d’allergie de contact. Il s’agit d’un des

organes du corps humain les plus soumis aux agressions extérieures, qu’elles soient
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physiques (brdlures, coupures...), chimiques (contact avec des irritants...) ou dues a des
microorganismes (bactéries, champignons...). Elle constitue donc la premiére barriere de

défense de I'organisme.

II.1. Structure de la peau

La peau se compose de trois couches successives ayant chacune leurs spécificités.

Couche cornée
Epiderme

Derme

Hypoderme

Figure 1 : Représentation schématique d’une coupe de peau.

L'épiderme est la couche la plus externe de la peau. Il est principalement constitué de
kératinocytes qui sont des cellules issues de la couche la plus profonde de I'épiderme. Ces
cellules, en migrant vers I'extérieur, s’aplatissent et meurent formant ainsi la couche cornée,
la premiére couche protectrice de la peau.® Outre les kératinocytes, 'épiderme contient
également des mélanocytes, qui en produisant de la mélanine, sont responsables du

bronzage, ainsi que de cellules dendritiques qui font partie du systeme immunitaire.
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Le derme, se situant juste en dessous de I'épiderme, est riche en collagene et en fibres
élastiques assurant ainsi la résistance de la peau. Cette couche contient, contrairement a

I’épiderme, un grand nombre de vaisseaux sanguins permettant sa nutrition.

L’hypoderme constitue la couche la plus profonde de la peau. Il est principalement constitué

de cellules adipeuses permettant a la peau de se protéger des variations de température.

11.2. Les allergénes de contact

Les allergenes de contact sont des substances xénobiotiques de faible poids moléculaire

ayant des propriétés physico-chimiques leur permettant de franchir la couche cornée.

Ces substances sont trop petites pour étre reconnues directement par le systéme
immunitaire. Afin de déclencher une réponse immunitaire, elles doivent au préalable réagir
avec une protéine cutanée, formant ainsi un complexe stable hapténe-protéine qui ne sera

alors plus reconnu comme faisant partie du soi.

La formation du complexe haptéene-protéine ne peut s’effectuer que si I’"hapténe posséde
une ou plusieurs fonctions réactives lui permettant de modifier chimiquement les protéines
cutanées. Il existe cependant des molécules allergisantes ne possédant aucune fonction
chimiguement réactive pouvant expliquer la formation de cet antigene. Ces composés,
précurseurs d’haptéenes, peuvent étre classés en deux catégories: les pré-haptenes,
s’oxydant a l'air pour former un haptene véritable, et les pro-hapténes, nécessitant une
étape de métabolisation pour mener a la formation d’un hapténe réactif. Le tableau suivant
montre des exemples d’hapténes ainsi que les fonctions chimiques réactives et les
mécanismes de réaction avec les acides aminés nucléophiles les plus souvent observés

(Figure 2).
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Classe

Sites réactifs

Mécanisme de
réaction/d’activation

Exemples

Haptenes

Carbonyle

Addition nucléophile

H

1 N
_>
R{ R, Ry R,

Carboxyle

Addition élimination

0 0
R, = OR3; NHR, )I\ — /[I\
R R, R7” “Nu

Dérivé halogéné

Substitution nucléophile

X=Cl;Br;I
X Nu
Dérivé halogéné Substitution nucléophile
aromatique aromatique X=Cl;Br;l —
Nu
E>=O . HX/\/\"/
Lactone-lactame Addition élimination X o
X=0;NH
Nu
o)
Epoxydes Substitution nucléophile > R Ry
R R
1 2 OH
0] Nu [0}
Carbonyles a-B-insaturés Addition nucléophile /\)l\ — )\/u\
Rl RZ Rl RZ

Figure 2 : Tableau relatant les différents hapténes et leur réactivité fréquemment observée (Nu = acide aminé

nucléophile).

Les acides aminés, contenus dans les protéines cutanées, les plus souvent décrits comme

réactifs sont la cystéine, la lysine, I'histidine, la tyrosine, la méthionine et le tryptophane. Les

modifications de ces acides aminés prennent généralement la forme de liaisons covalentes

entre I'hapténe et les résidus nucléophiles des protéines mais peuvent également, dans le

cas du nickel par exemple, étre dues a la formation de liaisons de coordination entre le

métal et les acides aminés.

La Figure 3 relate des exemples de pré-haptenes et de pro-haptenes, de formation

d’haptene véritables ainsi que des exemples de mécanismes observés entre ces molécules et

les acides aminés nucléophiles.
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Exemples d’haptéenes vrais

Classe Conversion par oxydation . o s Exemples de réactivité observée
identifiés
OH OH OH i . OH
Mécanisme
3 radicalaire
Terpenes > | « «
hydroperoxyde | oo Nu OH
) OOH oH
Pré-
: NH 0 0 OH
haptenes 2 Addition
. N . . nucléophile
para phenylenedl'amlne -
para-benzoquinone
Nu
NH, 0 0 OH
Addition
o 0 nucléophile H
Alcool > aldéhyde e oy —> J J —
R R R Nu
Pro-
hapteénes o Addition OH

oH Q nucléophile OH

Catéchols = ortho-
quinones

OH > GO

—_—

Nu

Figure 3 : Tableau relatant des exemples de pré-hapténes et de pro- hapténes et leur réactivité observée (Nu =

acide aminé nucléophile).

11.3. Mécanisme de l'allergie de contact

L'allergie de contact se déroule en deux phases distinctes que sont la phase de

sensibilisation et la phase de révélation.

11.3.1. Phase de sensibilisation

La phase de sensibilisation consiste en une cascade de mécanismes impliquant aussi bien les

propriétés physico-chimiques des molécules exogenes que le systeme immunitaire.
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Hapténes

= .,»/ Protéine cutanée
Couche cornée —— S

3 8 =@ o B
Epiderrng_g,.zg ® ®

Cellule de Langerhans™ \3}" \ NN N

Derme <l %ﬁ

\ '/4 -
| Prolifération de

Lymphocytes spécifiques

Figure 3 : Schéma représentant les différentes étapes menant a la sensibilisation a un composé chimique.

La premiere étape de la phase de sensibilisation consiste en la pénétration de I'allergene au
travers de la couche cornée. Cette couche est de nature lipophile du fait du grand nombre
de lipides qu’elle contient,” et seules les molécules de nature hydrophobe sont capables de
la traverser. En effet, il a été montré que pour traverser cette barriere, ces molécules
doivent posséder un coefficient de partage octanol/eau supérieur a 1.° De plus, seules les
molécules de faible poids moléculaire sont capables de pénétrer cette couche et d’atteindre

ainsi les couches plus profondes de I'épiderme.®

Une fois dans I'épiderme, I'hapténe ne peut a lui seul activer le systéme immunitaire du fait
de son faible poids moléculaire. Il doit réagir avec des protéines endogenes afin de
constituer une entité antigénique. Trois voies ont été décrites pour le déroulement de cette
seconde étape. Dans tous les cas, la réactivité de I'hapténe vis-a-vis de résidus nucléophiles
de protéines présentes dans I'épiderme est mise en cause.’ La suite du mécanisme implique
la prise en charge de ce complexe antigénique par des cellules dendritiques (CD) présentes

dans I'épiderme.®

L'une de ces trois voies consiste en la formation d’une liaison covalente entre I'"hapténe et

une protéine cutanée extracellulaire, formant ainsi un complexe hapténe-protéine. Cette
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protéine modifiée ne sera alors plus reconnue par le systéme immunitaire comme faisant
partie du soi et sera alors prise en charge par les CD présentes dans I'épiderme. La seconde
voie consiste en la réaction de I’hapténe avec une protéine intracellulaire des CD. Enfin, la
troisieme voie impliquerait une réaction de |'haptene directement avec les protéines

constituant le complexe majeur d’histocompatibilité a la surface des CD.

La prise en charge du complexe hapténe-protéine par les CD est une étape nécessaire pour
la suite du mécanisme de I'allergie. De récentes études semblent indiquer que cette prise en
charge nécessite la collaboration de plusieurs populations de CD et s’articule autour de trois
, , 8 . . .

étapes clé.” Dans un premier temps, le complexe est reconnu comme faisant partie du non-
soi par les CD présentes dans I'épiderme.’ Ensuite, ce complexe est internalisé par ces
cellules pour y étre clivé en plusieurs peptides.’®* Enfin, I'antigéne hapténisé, peptide
portant la modification chimique induite par I'hapténe, est externalisé a la surface de ces

cellules en association avec le complexe majeur d’histocompatibilité (CMH)."2

Cette prise en charge du complexe hapténe-protéine s’accompagne d’une migration des

cellules dendritiques vers les ganglions lymphatiques proximaux drainant le derme.

Une fois dans les ganglions, la présentation de I'antigene hapténisé aux lymphocytes T naifs
va résulter en la différentiation de ces lymphocytes puis en leur prolifération. Les
lymphocytes spécifiques a I'antigéne hapténisé ainsi obtenus vont alors migrer des ganglions

lymphatiques proximaux vers le sang et vers I'épiderme.*?

Cette phase de sensibilisation dure chez 'lhomme entre 10 et 15 jours et n’a pas de
conséquences du point de vue clinique. Ce sera lors d’un contact ultérieur avec I'allergene
que les symptomes cliniques de l'allergie de contact proprement dits apparaitront

(érythéme, cedeme et prurit).
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11.3.2. Phase de révélation

L'apparition de la réaction allergique chez un patient sensibilisé se produit généralement
entre 24 et 72 heures aprés un nouveau contact avec substance allergisante. Les
mécanismes immunitaires impliqués lors de cette réaction sont similaires a ceux décrits lors
de la phase de sensibilisation. En effet, I’'hapténe va tout d’abord pénétrer la couche cornée,
se lier a une protéine cutanée puis étre internalisé par une cellule dendritique. Celle-ci va
alors cliver cette protéine modifiée et présenter a I'aide du CMH I'antigene hapténisé aux

lymphocytes T.

Les lymphocytes T spécifiques a cet antigene, présents dans le derme et dans I'épiderme,
vont alors le reconnaitre et déclencher le processus inflammatoire responsable des |ésions

observées (érythéme, cedéme et prurit).

11.4. Diagnostic et traitements

De nos jours, le diagnostic et le traitement d’une allergie de contact sont similaires a ceux
déja décrits dans les années 60. En effet, le « patch test » ou test épicutané est la meilleure
facon de déterminer et de diagnostiquer une allergie cutanée a un certain composé
chimique. Le principe de ce test est simple et se déroule en deux phases. Dans un premier
temps, on applique sur le dos du patient suspecté d’allergie de contact plusieurs patchs
contenant différents allergenes connus que I'on laisse pendant 48 heures. Enfin, on releve
les réactions a ces patchs généralement a 24, 48 et 72 heures. Les zones du dos du patient
ayant réagi correspondent aux molécules auxquelles le patient est allergique. Afin de faciliter
ce travail, plusieurs batteries contenant les allergenes les plus souvent rencontrés dont la
batterie standard européenne sont a la disposition des dermatologues et allergologues. Une
fois les allergénes identifiés, malheureusement, seule une éviction totale évite au patient
I'apparition des symptomes. Dans les cas ou |’éviction est difficile ou impossible, les seuls
traitements disponibles sont des anti-inflammatoires corticostéroidiens permettant de

traiter les symptoémes de I'allergie de contact.
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L'allergie de contact étant une maladie incurable, le seul moyen de diminuer son impact sur
la société est de prévenir son apparition en diminuant I'exposition des consommateurs aux

molécules connues pour la déclencher.

lll. Prévention de l'allergie de contact

L’allergie de contact étant une maladie contre laquelle aucun traitement n’existe, il est
primordial de pouvoir identifier en amont du consommateur les molécules susceptibles de

I'induire et ainsi de pouvoir diminuer, voire interdire, leur utilisation.

De nombreuses méthodes qualitatives et quantitatives ont été développées au cours des
dernieres années dans ce but. Elles permettent la détection et la classification des allergenes
en fonction de leur pouvoir sensibilisant. Ces méthodes peuvent général se diviser en quatre
catégories : in vivo ou animales, in vitro ou cellulaires, in silico ou statistiques et in chemico

ou chimiques.

Dans cette section nous allons exposer un bref état des lieux de ces différentes méthodes de

détection des sensibilisants.

lll.1. Détection des allergénes par les méthodes in vivo

Plusieurs méthodes dites in vivo, sur I'animal, ont été développées au cours du temps afin de

déterminer le pouvoir sensibilisant des molécules de consommation courante.

L'un des premiers tests a avoir été développé dans ce sens est le test de Buehler.” Ce test
est basé sur la sensibilisation initiale d’'un groupe de cobayes a une molécule par application

cutanée répétée trois fois (jours 1, 7 et 14). Ensuite, une lecture s’effectue deux semaines
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plus tard (jour 28), lors de I'élicitation de la réaction allergique potentielle par une nouvelle
application cutanée de la substance testée. La présence d’érytheme ou d’cedéme, 24 ou 48
heures apres la derniere application, chez plus de 15 % des cobayes, permet le classement

de la molécule testée comme étant sensibilisante.

Par la suite, un autre test sur le cobaye, le Guinea Pig Maximization Test (GPMT), a été
développé reposant sur le méme principe que le test de Buehler.** A savoir, la sensibilisation
d’'une population de cobayes a une molécule, suivie d’une lecture lors de la phase
d’élicitation. Lors de ce test, la substance testée est directement injectée de facon
intradermique afin d’accélérer la phase de sensibilisation. La lecture se fait lors de
I’élicitation par application cutanée de la substance 21 jours aprés l'injection. La présence
d’érythéeme ou d’cedeme, 24 ou 48 heures apres la derniere application, chez plus de 30 %

des cobayes, permet le classement de la molécule testée comme étant sensibilisante.

L'intérét premier du GPMT par rapport au test de Buehler réside dans une lecture plus
rapide des résultats (22 a 23 jours dans le GPMT contre 29 a 30 jours pour le test de
Buehler). Cependant, le GPMT est une méthode dite invasive du fait de [l'utilisation

d’injection intradermique.

Dans les années 50, Russell et Burch ont énoncé, dans leur livre intitulé « The Principles of
Humane Experimental Technique », une regle dite des « 3R » afin de Remplacer, Réduire et
Raffiner I’expérimentation animale. ** Cette volonté a conduit 3 de nombreuses lois visant 3
mieux encadrer I'utilisation d’animaux dans les sciences. C'est dans ce but qu’a été énoncée
la directive européenne 86/609/CEE, datée du 24 novembre 1986, visant a « réduire au
minimum le nombre d'animaux utilisés a des fins expérimentales ou a d'autres fins
scientifiques, assurer a ces animaux des soins adéquats, empécher qu'aucune douleur,
souffrance, angoisse ou dommage durable inutiles ne leur soient infligés et veiller a ce que
ces atteintes, lorsqu'elles sont inévitables, soient réduites au minimum ».*% Le GPMT et le
test de Buehler nécessitant un grand nombre d’animaux, un nouveau test sur la souris, le

Local Lymph Node Assay (LLNA), a été mis au point.
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Le LLNA a été développé par Kimber et al. dans les années 90, dans le but, entres autres, de
minimiser le nombre animaux nécessaires afin de mener a terme la détection

1718 Ce test, validé par le «Interagency Coordinating Committee on the

d’allergenes.
Validation of Alternative Methods » (ICCVAM) et par le « European Centre for the Validation
of Alternative Methods » (ECVAM), permet non seulement la détection des allergénes mais
aussi la quantification de leur pouvoir sensibilisant.’® Le LLNA est basé sur la quantification
de la prolifération lymphocytaire apres exposition a un allergéene. Tout d’abord, la molécule
a tester est appliquée pendant trois jours sur les oreilles des souris. Au cinquieme jour, de la
thymidine tritiée est injectée par voie intraveineuse et cing heures plus tard, les souris sont
sacrifiées et la prolifération lymphocytaire est mesurée par B—scintillation. La concentration

(en %) en allergene induisant une prolifération trois fois supérieure a celle du groupe

controle (EC3) permet alors de classer les hapténes en différentes classes : 20

-non sensibilisant (EC3>50)
-sensibilisant faible (10<EC5<50)
-sensibilisant modéré (1<EC3<10)
-sensibilisant fort (0,1<EC3<1)

-sensibilisant extréme (EC3<0,1)

Par rapport au GPMT, le LLNA permet une lecture rapide des résultats (5 jours pour le LLNA
contre 22 a 23 jours pour le GPMT), une mise en place plus facile et une diminution du

nombre d’animaux nécessaires.

Cependant, le 7™ amendement 3 la Directive Cosmétiques (76/768/EEC), qui régit en
Europe I'évaluation et I'utilisation des ingrédients contenus dans les produits cosmétiques,
demande de réduire, et méme de supprimer, d’ici 2013, l'utilisation des animaux lors de
I’évaluation toxicologique des molécules chimiques. De plus, la récente réglementation
européenne REACH (Registration, Evaluation, Authorisation and Restriction of Chemical
substances) demande I’évaluation toxicologique de prés de 30000 substances chimiques.

Dans ce contexte, il est primordial de développer des méthodes dites « alternatives » a
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I'utilisation des animaux afin de détecter et d’évaluer le pouvoir sensibilisant des molécules

chimiques.”

l1.2. Détection des allergenes par les méthodes in vitro

De nombreuses méthodes in vitro pour la détection et I'évaluation des allergénes ont été
développées dans les années 2000. Deux d’entre elles, basées sur I'activation de cellules
dendritiques, sont d’ors et déja en phase de prévalidation par 'ECVAM. Il s’agit du human
Cell Line Activation Test (h-CLAT) et du Myeloid U-937 Skin Sensitization Test (MUSST).?%%*
Une troisieme méthode, le KeratinoSens® assay, sur le point d’étre présentée a 'ECVAM, est

basée I'utilisation de kératinocytes.

Le h-CLAT et le MUSST sont basés sur |'expression, par les cellules testées, d’'un signal de
danger spécifique a la présence d’un sensibilisant. Il s’agit dans ce cas de la surexpression de

protéines de surface que sont le CD 54 et le CD 86.

Le h-CLAT, développé par Sakaguchi et al., est basé sur I'observation de Yoshida et al. selon
laguelle, les allergénes induisent une surexpression des protéines CD 54 et CD 86 a la surface

2225 | ors de ce test, les cellules THP-1

des cellules THP-1 (substitut des cellules dendritiques).
sont incubées avec la molécule testée pendant 24 heures, puis avec un anticorps fluorescent
spécifique soit des protéines CD 54 soit des protéines CD 86. La fluorescence observée est
alors comparée aux controles menant au résultat d’intensité de fluorescence relative (RFI). Si
apres avoir été incubées avec une molécule, les cellules THP-1 testées expriment les

protéines CD 86 et CD 54 plus de 1,5 x plus que le controle (RFI>150 %), la molécule est

considérée comme sensibilisante.

Le MUSST, développé par Python et al., est basé sur le méme principe que le h-CLAT.? Lors
de ce test, les cellules U-937 sont incubées en présence de la molécule testée pendant 48
heures, puis avec un anticorps fluorescent spécifique des protéines CD 86. La fluorescence

observée est alors comparée aux controles menant au résultat d’intensité de fluorescence
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relative (RFI). Si apres avoir été incubées avec une molécule, les cellules U-937 testées
expriment les protéines CD 86 plus de 1,2 x plus que le controle

(EC> 120 %), la molécule est considérée comme sensibilisante.

Le KeratinoSens® assay, est basé sur I'utilisation de kératinocytes humains modifiés.?® Une
modification génétique permet a ces cellules, en présence d’un sensibilisant, de synthétiser
une enzyme, la luciférase.?’ La luciférase est une enzyme qui, en présence de son substrat,
émet de la lumiéere. Lors de ce test, les cellules sont incubées pendant 48 heures en présence
de la molécule testée et le substrat de la luciférase est incorporé au milieu. L'activité de la
luciférase, mesurée par luminescence, est comparée aux contréles. Une augmentation de
150 % de l'activité de la luciférase par rapport aux contrbles classe la molécule testée

comme étant sensibilisante.

De nouvelles méthodes basées sur |'utilisation de peaux humaines reconstruites sont en
cours de développement.28 Récemment, Facy et al. ont étudié I'activation des cellules de
Langherans lors de I'exposition de ces peaux reconstruites a quelques allergénes.”® Lors de
cette étude, les auteurs ont remarqué que l'utilisation de telles peaux pourraient étre un
moyen de déterminer le potentiel allergisant des sensibilisants. Cependant, cette méthode

prometteuse nécessite encore des études plus poussées dans cette voie.

111.3. Détection des allergenes par les méthodes in silico

Les méthodes de prédictions informatiques pour la détection d’allergénes peuvent se diviser
en trois catégories.’® Les modéles « locaux » sont caractéristiques d’une classe de molécules
ou d’un type de mécanisme d’action. Les modeles « globaux », eux, sont basés sur des
données biologiques de sensibilisation et comprennent une large gamme de composés ainsi
gu’un grand nombre de mécanismes d’action. Les systemes « experts » sont construits sur
des reégles dérivant de données toxicologiques et aboutissent a la description de la réactivité

supposée des molécules testées.
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Un exemple de modele local est le Relative Alkylation Index (RAI). Il est basé sur le principe
selon lequel, le potentiel de sensibilisation est lié a la capacité d’'une molécule a se lier a une
protéine.‘:’1 Dans ce modele, les allergénes sont divisés en plusieurs classes selon leur
réactivité (accepteur de Michael, électrophiles SN, ...). Pour chaque classe, une équation
tenant compte de plusieurs parametres permet de prédire le potentiel de sensibilisation de

32,33

la molécule testée. Par exemple, pour les composés formant des bases de Schiff avec les

résidus aminés des protéines, I'équation proposée est la suivante :
pEC3 =0,32 log(P) + 0,96 So* - 0,31

ou pECs = - log(ECs3), P = coefficient de partage octanol/eau et o* = constante de Taft

reflétant I’effet inductif des substituants

Le Comprehensive Descriptors for Structural and Statistical Analysis (CODESSA) est un
exemple de modele global, reposant sur le méme principe que le RAI, menant a une
éguation unique pour chague composé testé. Cette équation tient compte de la surface de
la molécule partiellement chargée positivement (Fractional Positively Charged Surface Area,
FPSA)34 et de la différence d’énergie entre la HOMO et la LUMO (Exomo-umo) de la molécule
testée.® L’équation utilisée pour la prédiction du potentiel de sensibilisation dans cette

méthode est la suivante :
EC3=9,16 FPSA2¢sp + 4,29 Exomo-Lumo — 45,89

Enfin, le Deductive Estimation of Risk from Existing Knowledge (DEREK) est un modele dit

3837 Ce systéme est basé sur la comparaison de la structure de la molécule

«expert ».
soupconnée a des motifs réactifs connus pour leurs propriétés biologiques. Si la molécule
testée contient un ou plusieurs motifs « d’alerte », un profil des risques subséquents a son
exposition est établi. Outre la réactivité de la molécule testée, ce systeme informatique tient
compte de plusieurs autres parametres comme la pénétration de la molécule dans la peau

ou I'éventuelle réactivité de métabolites issus de la détoxication de cette molécule.3%3%%
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111.4. Détection des allergénes par les méthodes in chemico

Plusieurs tests visant a mimer la réactivité des allergenes vis-a-vis des protéines ont été
développés. lIs reposent sur le principe selon lequel, plus une molécule est capable de réagir

avec les acides aminés nucléophiles, plus son potentiel de sensibilisation sera éleve.

Un test simple a été développé par Kato et al. en 2003. Le principe de ce test est basé sur la
réactivité des molécules testées envers le glutathion, un peptide naturel tres impliqué dans
les processus de détoxications. Lors de ce test, le glutathion est incubé en présence de la
molécule testée pendant une heure et le mélange est analysé par spectrométrie de masse.
L’observation de pics correspondants a des adduits entre le glutathion et la molécule testée

classe cette molécule comme étant sensibilisante.

En 2004, Gerberick et al. ont développé un test, basé sur l'utilisation au départ de quatre
peptides, que sont le glutathion et trois peptides synthétiques de séquence AcRFAAXAA ou X
représentait soit une cystéine, soit une lysine ou une histidine.** Lors de ce test, les
différents peptides sont incubés séparément avec la molécule testée pendant 24 heures et
la déplétion des peptides est mesurée par rapport aux contréles par HPLC-UV. Une déplétion
de plus de 10 % de I'un de ces quatre peptides classe cette molécule comme étant un
sensibilisant. Avec le temps, ce test a subi plusieurs améliorations qui seront décrites dans la

section suivantes.

Un autre de ces tests a été développé par Aleksic et al. en 2009. Il est basé sur le suivi par
chromatographie liquide couplée a un spectromeéetre de masse de la réaction entre une
molécule et plusieurs peptides. ** Les peptides réactifs utilisés lors de ce test partagent une
séquence commune AcFAAXAA ou X représente le résidu nucléophile qui est soit une
cystéine, une lysine, une arginine, une histidine ou une tyrosine. En plus de ces cing peptides
réactifs, trois autres de séquence AcFAAAAA, FAAAAA et AcFAGAGA ont été utilisés comme
contrdles négatifs. Lors de ce test, les différents peptides réactifs ainsi que les contrdles sont

incubés séparément avec la molécule testée pendant 24 heures puis la consommation des
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peptides réactifs est mesurée par comparaison avec les controles. Les résultats issus de ce
test ont permis de classer les molécules testées en fonction de leur pouvoir sensibilisant

allant de non-sensibilisant a sensibilisant extréme.

IV. Description du sujet

Ce sujet de these s’inscrit dans la continuité des travaux effectués par Gerberick et al. quant
a I'amélioration du test de réactivité peptidique qu’est le Direct Peptide Reactivity Assay

également appelé DPRA.

IV.1. Le DPRA et ses évolutions

Comme indiqué dans la section précédente, le DPRA a été développé en 2004 par Gerberick
et al.. Ce test, basé sur la réactivité peptidique des molécules testées, n’a cessé de s’affiner

au cours du temps.

Sous sa premiere forme, cette méthode de détection de molécules sensibilisantes s’appuyait
sur l'utilisation de quatre peptides, trois synthétiques de séquence AcRFAAXAA ou X
représente soit une cystéine, une lysine ou une histidine, et un naturel, le glutathion (Figure

4)."
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Figure 4 : Peptides utilisés lors des premieres études du DPRA.

Il a tres vite pu étre observé que la réactivité du peptide histidine ne montrait pas de
résultats concluants. En effet, les valeurs de déplétion pour ce peptide se sont montrées

chaotiques et peu révélatrices du potentiel sensibilisant des molécules testées (Figure 5)
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Figure 5 : Résultats obtenus lors de la premiére étude par Gerberick et al. de déplétion peptidique.

Mais, positivement cette étude avait également montré que la réactivité des molécules
testées vis-a-vis des autres peptides augmentait globalement avec le potentiel sensibilisant
de celles-ci. En effet, les molécules non sensibilisantes montraient une réactivité faible voire
nulle avec les peptides cystéine, lysine et le glutathion alors qu’il existe une bonne
corrélation entre le potentiel allergisant mesuré par le LLNA et la réactivité peptidique

observée.

Plus tard, ces études se sont concentrées sur la réactivité du glutathion et des peptides
cystéine et lysine vis-a-vis d’une batterie de molécules allant de non-sensibilisants a des
sensibilisants fort.** Lors de cette étude, les résultats des déplétions peptidiques issus de

plusieurs ratios peptide/molécule testée ont été soumis a des algorithmes statistiques afin
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de déterminer un arbre décisionnel basé sur ces résultats. Le modele issu de cette étude

statistique est montré dans la Figure 6.

Pep-Cys

<64% >64% <425% >425%
Réactivité Faible Réactivité Forte
minimale réactivité modérée réactivité
Non Sensibilisant Sensibilisant Sensibilisant
sensibilisant faible modéré fort

Figure 6 : Arbre décisionnel établi dans le cadre du DPRA permettant de classer les allergénes en fonction de

leur réactivité avec les peptides cystéine et lysine.

Ce modele, n’incluant que les peptides cystéine et lysine, a montré une tres bonne
corrélation entre les résultats obtenus par cette approche et le pouvoir sensibilisant des

molécules testées determinées par le LLNA.

Cependant, le DPRA, sous cette forme, a certaines limitations. Par exemple, la détection des
pré- et des pro-hapténes par ce modele n’est pas possible, ces molécules nécessitant une

étape d’activation au préalable que ce test n’avait pas envisagé au départ.

En conséquence, beaucoup de travail a été réalisé afin de rendre le DPRA accessible a toutes
les catégories de molécules. Concréetement, dans une récente étude, Gerberick et al. ont
incorporé au test du DPRA une étape d’oxydation enzymatique mimant la métabolisation
nécessaire aux pro-hapténes pour devenir réactifs.** Le DPRA devient alors le PPRA

(Peroxydase Peptide Reactivity Assay)
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L’enzyme utilisée dans le PPRA est |la peroxydase de raifort. Les avantages liés a |'utilisation
de cette enzyme sont gu’elle est stable sur une large gamme de pH, qu’elle est peu couteuse

et qu’elle est peu sélective.

Figure 7 : Structure de la peroxydase de raifort déterminée par Gajhede et al.®

Son site actif contient une porphyrine de fer qui, par action de peroxyde d’hydrogene
comme cofacteur, permet d’activer I'atome central de fer de cette enzyme et le faire

transiter entre les états d’oxydation Il et IV.*®

Cette étude avait pour but de comparer la déplétion peptidique observée lors de I'activation
des pré- ou des pro-hapténes soit par ce systeme enzymatique, soit par simple addition de
peroxyde d’hydrogene. Les déplétions peptidiques observées dans le cas des pré-hapténes
se sont montrées similaires dans les deux systemes oxydants. Dans le cas des pro-haptenes,
des déplétions peptidiques significatives ont pu étre observées uniquement dans le systeme
peroxydase de raifort/peroxyde d’hydrogéne. Cette étude a montré que ce systéme
d’oxydation couplé au DPRA permettait aussi bien de détecter les pré-hapténes que les pro-

haptenes.
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IV.2. Présentation du sujet

Malgré les nombreux progres effectués dans le développement de méthodes alternatives a
I'utilisation d’animaux pour la détection des allergenes, I'évaluation du pouvoir sensibilisant
de mélanges d’allergenes est aujourd’hui encore impossible. Ceci pose un grand probléme
car dans le cadre du 7°™ amendement de la Directive Cosmétique et du projet REACH ol
tous les composants de produits cosmétiques devront étre évalués du point de vue
toxicologique, certains de ces produits sont en réalité des mélanges de composés chimiques
comme les huiles essentielles. Les produits cosmétiques contiennent de nombreux
ingrédients qui peuvent eux-mémes présenter une composition complexe (extraits naturels,
parfums, etc...). Comme la législation actuelle impose que tous les ingrédients utilisés dans
les produits cosmétiques soient testés, il pourrait étre intéressant d’adapter le DPRA a la
prédiction du pouvoir sensibilisant de mélanges complexes. Cela permettrait de diminuer la
guantité de tests a effectuer et de plus, les études de réactivité peptidique appliquées aux

mélanges de composés chimiques allergisants, pourraient peut-étre expliquer les effets de

synergie parfois observés lors des réponses allergiques a ces composés.

Afin d’évaluer la compatibilit¢é du DPRA avec l'utilisation de mélanges de substances
allergisantes, nous avons étudié pendant ce travail de thése la réactivité, vis-a-vis des deux

peptides du DPRA et du glutathion, de différents allergénes connus, seuls ou en mélanges.

Pour ce faire, les composés étudiés ont été synthétisés marqués au carbone 13 au niveau du
ou des sites réactifs. L'introduction du marquage au carbone 13 est nécessaire pour le suivi
des réactions entre les hapténes et les peptides. En effet, la grande différence de poids
moléculaire entre ces deux composés et les faibles concentrations nécessaires aux études

(~*1 mmol/L) imposent ce marquage pour le suivi par RMN des réactions.

La réactivité des composés seuls ou bien en mélanges, vis-a-vis des peptides, a été suivie par
RMN monodimensionnelle du carbone 13 et analysée par RMN bidimensionnelle *H-*C de

type Heteronuclear Single Quantum Correlation (HSQC) et Heteronuclear Multiple Bond
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Correlation (HMBC). Dans le cas des expériences réalisées avec des mélanges, tous les
composants étaient présents en quantité équimolaire afin de pouvoir examiner I'éventuelle

compétition de réactivité entre les différents allergénes vis-a-vis des peptides.

Ce travail de these s’est découpé en trois étapes. Dans un premier temps, des études avec
un mélange binaire d’allergénes ayant une différence significative de potentiel sensibilisant
ont été effectuées. Celles-ci ont mis en jeu la N-méthylisothiazolinone (Ml, allergene
modéré) et la N-méthyl-5-chloroisothiazolinone (MCI, allergéne fort), toutes deux
composantes du Kathon® CG, conservateur fréguemment utilisé dans les produits
cosmétiques. Leur synthese marquée au carbone 13 ainsi que les études de réactivité

effectuées seront décrites dans le chapitre I.

Dans un deuxiéme temps, afin de confirmer ou d’infirmer ces résultats, d’autres études
mettant en jeu des allergénes ayant des potentiels sensibilisants plus proches ont été
effectuées. Pour cela, des mélanges contenant de I’hydroxycitronellal (allergéne faible)
et/ou du citral (allergéne modéré) et/ou de I'aldéhyde cinnamique (allergéne modéré) ont
été utilisés. Du fait de leurs propriétés odorantes, ces trois aldéhydes sont fréquemment
utilisés dans la composition de fragrances. Leur synthése marquée au carbone 13 ainsi que

les études de réactivité effectuées seront décrites dans le chapitre Il.

Dans la derniere partie de ce travail de thése nous avons étendu ces études aux cas des pré-
et des pro-hapténes. Nous avons travaillé sur I'atranol et le chloroatranol, identifiés comme
étant les responsables majeurs de I'allergie de contact a I'absolue de mousse de chéne,
extrait naturel utilisé en parfumerie. Des études du pouvoir sensibilisant de ces deux
molécules ont également été entreprises. Leur synthése ainsi que les différentes études

concernant la réactivité ces deux molécules seront présentées dans le chapitre IlI.

Ces mélanges choisis ont I'avantage de couvrir un large panel de différence de potentiel de
sensibilisation et de mécanisme de réactivité. En effet, les potentiels de sensibilisation des

molécules choisies vont de fort (MCI) a faible (hydroxycitronellal) de plus, leurs mécanismes
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d’actions, similaire dans chaque mélange, refletent la complexité des réactivités observées

chez les hapténes ou pro-haptenes.
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I. Introduction

l.1.Les conservateurs : Généralités

Les conservateurs sont des substances bactéricides et/ou fongicides utilisées pour enrayer la
prolifération microbienne dans de nombreux produits, allant des produits alimentaires aux
produits cosmétiques. Le développement de microorganismes peut en effet dégrader la
qualité du produit ou représenter un danger pour la santé. Ainsi des conservateurs, qui
appartiennent a la famille des biocides, sont trés souvent ajoutés aux préparations
industrielles pouvant étre affectées par des microorganismes. L’efficacité des conservateurs
est déterminée par leur capacité a minimiser la contamination et la croissance des

microorganismes dans la préparation.

Le conservateur «idéal » doit étre, en conséquence, trés actif d’'un point de vue
antimicrobien et/ou antifongique, efficace durant la durée de validité du produit, efficace
sur une large plage de pH, inodore, incolore, inerte vis-a-vis des autres ingrédients du

produit et enfin sans danger.1

Les conservateurs sont en général classés en différents groupes en fonction du mécanisme

impliqué dans leur activité antimicrobienne :

— Agents altérant l'intégrité et la perméabilité de la membrane cellulaire
— Composés électrophiles réagissant avec les résidus nucléophiles des biomolécules

— Composés pouvant réagir par voie radicalaire (i.e. des peroxydes)

En Europe, I'annexe VI de la Directive Cosmétiques (76/768/CEE), qui établit des dispositions
réglementaires assurant la sécurité des produits cosmétiques, contient une liste positive de
58 conservateurs aujourd’hui autorisés et utilisables selon certaines conditions de
concentration et en fonction du produit concerné. ? Des produits d’origine naturelle, comme

'huile essentielle d’arbre a thé® ou encore I'huile essentielle de citron, ¢ sont aujourd’hui de
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plus en plus étudiées pour leur propriétés biocides, mais ils ne peuvent pas étre utilisés

comme conservateurs au sens légal du terme.

L'utilisation de conservateurs dans les produits finis peut induire des effets indésirables chez
I’'homme. Leur capacité a modifier le vivant les rend, a hautes doses, tres souvent toxiques et
c’est pourquoi de nouveaux conservateurs sont sans cesse développés et mis sur le marché.
C’est dans cette optique qu’a été commercialisé dans les années 80 une nouvelle famille de

conservateurs les Kathon®.’

I.2.Le Kathon® : un mélange de Ml et de MCI

La N-méthylisothiazolin-3-one 1 (MI) et la 5-chloro-N-méthylisothiazolin-3-one 2 (MCI) sont
les deux principes actifs des Kathon® (Figure 1). Ce conservateur, commercialisé par Rohm &
Haas avait été prévu pour remplacer les libérateurs de formaldéhyde bien connus pour leurs
propriétés sensibilisantes. Aujourd’hui, le Kathon® est présent dans de nombreuses
formulations allant des produits cosmétiques aux détergents industriels, en passant par les

lingettes nettoyantes.®

o} 0]
14 <N [\
<~ —~ a < —~
1 2
N-méthylisothiazolin-3-one (M) 5-chloro-N-méthylisothiazolin-3-one (MCI)

Figure 1 : Structures chimique de la Ml et de la MClI, constituants actifs du Kathon®.

Les formulations du Kathon® sont diverses. Dans le cas du Kathon CG® (Cosmetic Grade) par
exemple, utilisé dans les produits cosmétiques, le rapport MCI/MI est de 3/1. la
différenciation entre les divers conservateurs contenant des isothiazolinones se fait

généralement par les quantités de sels utilisés dans leur formulation, soit par exemple 23 %
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de sels de magnésium pour le Kathon® CG et 1,4-2,7 % de sels de magnésium et 0,15-0,17 %

de nitrate de cuivre pour le Kathon® CG 11.%7

Comme conservateur le Kathon® présente de nombreux avantages. Il est incolore, inodore,
présente un large spectre d’activité biocide, est formulé en solution aqueuse, résiste a une
large gamme de pH, est efficace a faible concentration et il est convenable du point de vue
environemental (biodégradable, non persistant). Cependant, des les années 1980, le
caractere allergisant de ce conservateur a été mis en évidence et rapporté dans la
littérature.® Aujourd’hui, en Europe, selon une étude récente de I'ESSCA (European
Surveillance System on Contact Allergies), 2,7% des personnes suspectées d’avoir déclenché
une dermatite de contact ont répondu positivement a un test épicutané contenant le

mélange MI/MCI.°

Les deux isothiazolinones, M| et MCI, ont été reconnues comme étant les responsables
majeurs des cas de sensibilisation au Kathon CG®. La 5-chloro-N-méthylisothiazolin-3-one 2,
a été classée comme un sensibilisant fort et la N-méthylisothiazolin-3-one 1, comme un
sensibilisant modéré selon le LLNA.™ Il est & noter gu’une troisieme isothiazolinone, la 4,5-
dichloro-N-méthylisothiazolin-3-one 3 (MDI), présente dans le Kathon CG® sous forme d’une
impureté formée lors de la synthése du biocide (50-100 ppm) s’est révélée étre également
11, 12

un sensibilisant fort.

cl O

Figure 2 : Structure de la MDI, impureté du Kathon®.

Lors de sa mise sur le marché, I'utilisation de Kathon® CG dans les produits cosmétiques était
limitée dans I'Union Européenne a une concentration de 30 ppm. Du fait des nombreux cas
d’allergies a ce conservateur, la plupart des industriels utilisaient des concentrations encore
inferieures. De nos jours, dans I’'Union Européenne, la concentration en mélange MI/MCI est
limitée a 15 ppm dans les produits cosmétiques. Cependant, la « Cosmetic, Toiletry, and

Fragrance Association » recommande une concentration de 7,5 ppm maximum pour les
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produits non-rincés comme les parfums ou les crémes.”> Néanmoins, un récent rapport du
« Scientific Committee on Consumer Safety » a propos de MI/MCl a montré que la limite de
concentration européenne actuelle ne permet pas d’éviter les réactions allergiques chez

tous les patients et plus spécialement dans le cas d’utilisation de produits non-rincés.'" **

L'allergie de contact au Kathon® a souvent été répertoriée comme étant majoritairement le
résultat d’'une sensibilisation a MCI. En effet, cette isothiazolinone est un allergéene fort en
comparaison a son homologue MI non-chloré qui est un allergéne modéré. De plus, elle est
présente dans le mélange a une concentration trois fois supérieure a celle de MI. C'est
pourquoi aujourd’hui les industriels essayent de développer I'utilisation de Ml uniqguement
en tant que conservateur. Déja en 2004, le SCCNFP (The Scientific Committee on Cosmetic
Products and Non-food Products) avait émis une opinion selon laquelle I'utilisation de Ml
dans les produits cosmétiques jusqu’a une concentration de 100 ppm était considéré comme
sans danger pour le consommateur.”® Dés 2005, I'Union Européenne autorisa la
commercialisation de produits cosmétiques et de produits ménagers contenant jusqu’a 100
ppm de MI. Cependant, selon un récente étude de Lundov et al., cette dose, plus de 25 fois

supérieure a celle du mélange MI/MCI, induit des réactions allergiques.*®

I.3.Réactivité des isothiazolinones en tant que biocides

Du fait de leur ample utilisation, les mécanismes d’action et la réactivité de ces

isothiazolinones ont été étudiés.

Crow et Leonard ont été les premiers a s’intéresser aux propriétés chimiques intrinseques
des isothiazolinones menant a leurs propriétés biocides.” Par la suite, de nombreuses
études ont permis de mettre en évidence I'existence d’un équilibre entre la forme cyclisée
des isothiazolinones et celle résultant de I'ouverture du cycle par attague nucléophile sur

I'atome de soufre.®
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(0]
(VU/H Nu

Figure 3 : Equilibre entre la forme cyclisée et la forme ouverte des isothiazolinones.

Déja, dans les années 90, des mécanismes expliquant la réactivité des isothiazolinones avec
les groupements thiols ont été proposés par Collier et al.. Les auteurs avaient proposé une
suite de réactions de type électrophile-nucléophile pouvant expliquer la plus forte activité

biocide de la MCI par rapport a celle de la Ml (Figure 4).*°

O R 0 SH (0]
R'SH , ,
/ \ —_— AN -~ —_ A ~ + RSSR
N + RSH ~—— S N ~ R N
R S/ | H H
SR
R=H,Cl
S (0]
R N/
H
SiR=Cl:
S (0] S 0
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Figure 4 : Réactivité des isothiazolinones vis-a-vis des groupements thiols décrite par Collier et al. dans les

; 19
année 90.

Il s’agissait, en conséquence, des premieres études montrant que la capacité des
isothiazolinones a réagir avec les résidus nucléophiles des acides aminés pouvait expliquer

leurs propriétés biocides. Beaucoup plus récemment, Williams a aussi montré qu’en
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réagissant avec les résidus thiols des enzymes ou des protéines, MCl est capable de bloquer
le fonctionnement de nombreuses enzymes nécessaires a la survie des microorganismes.*
Enfin, il a été également montré que les produits résultant de la réactivité des
isothiazolinones avec les groupements thiols peuvaient aisément subir des hydrolyses
menant a différents acides (Figure 5). Ceux-ci avaient déja été observés par Barman et

Preston lors d’études sur la biodégradabilité du Kathon®.?*

0 0]

0 0 o o0
HOMH/ HO)J\/U\N H, HO)J\/U\OH

Figure 5 : Produits d’hydrolyse issus de la réactivité des isothiazolinones envers les groupements thiols.

Il. Synthese de la Ml et de la MCI marquées au carbone 13 en

C4 et précédentes études

I1.1. Choix des positions de marquage

La nécessité pour le suivi des réactions avec les peptides par RMN d’introduire un marquage
au carbone 13 sur le(s) site(s) réactif(s) de I'allergene implique de définir le carbone sur

lequel il serait le plus avantageux d’introduire un marquage.

En étudiant les différentes positions potentiellement électrophiles de Ml et de MCI, deux
possibilités s’offrent a nous : un marquage sur la position 3 portant la fonction carbonyle, ou,
un marquage sur la position 5 de Michael. Afin de suivre au mieux par RMN les modifications
chimiques apportées a |'haptene par réaction avec les composés nucléophiles, il est
généralement préférable de marquer au carbone 13 directement la ou les positions

électrophiles réactives. Cependant, dans le cas de MCI les carbones électrophiles C3 et C5
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sont quaternaires et Le marquage au carbone 13 sur ces positions ne donnerait pas
beaucoup d’informations sur la structure des adduits obtenus par RMN et notamment par
RMN hétéronucléaire bidimensionnelle H-C. En conséquence, nous avons finalement
décidé d’introduire le marquage sur la position C4. En principe, le marquage sur cette
position non-réactive n’offre pas directement d’informations sur les réactions potentielles
qui seraient mises en jeu, mais est suffisamment proche des sites réactifs électrophiles pour
gu’une modification chimique des positions 3 ou 5 influe directement sur le déplacement

chimique du carbone C4 qui de plus, porte un hydrogéne.

Figure 6 : Sites potentiels de marquage au B¢ des isothiazolinones.

1.2. Synthese de MI et de MCI marquées en C4

Une synthése avec introduction d’'un marquage au carbone 13 au niveau du carbone C4 de
Ml et de MCl a été développée précédemment au laboratoire lors d’études visant a
déterminer la réactivité de ces deux molécules séparément vis-a-vis de différents peptides

modeles.”> %

Dans le cadre de ce travail de theése, cette synthese a été reproduite dans un
premier temps en série non marquée, afin de se familiariser avec les différentes réactions
mises en jeu, puis a été effectuée, dans un second temps, en série marquée. Ainsi, la Figure
7 montre la voie synthétique empruntée pour I'obtention de la 4—[13C]—N—méthylisothiazolin—

3-one [C]-1 et de la 4-[13C]-5-chIoro-N-méthyIisothiazolin-3-one [3Cl-2.
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Figure 7 : Synthése des isothiazolinones [13C]—1 et [13C]-2.

La premiere étape de cette synthése consiste en une réaction d’Hell-Volhard-Zelinsky sur
I’acide acétique marqué au carbone 13 sur la position 2, suivie d’'une estérification en « un
pot » pour former le 2-[3C]-bromoacétate d’éthyle [*3C]-4 avec un rendement de 77 %.%* Ce
composé est ensuite traité par de la triphénylphosphine dans de I'acétate d’éthyle pour
former quantitativement le bromure de 1—[13C]—(2—éthoxy—2—oxoéthyl)triphénylphosphonium
[3C]-5. Apres déprotonation de ce dernier en milieu basique, le 1-[3¢)-
(triphénylphosphoranylidéne)acétate d’éthyle [3C]-6 est obtenu avec un rendement de 90
%. Ce composé subit alors une réaction de Wittig en présence de formaldéhyde aqueux, puis
I’acrylate d’éthyle formé est mis en réaction en « un pot » avec de I'acide thioacétique. Il en
résulte la formation du 2-[**C]-3-(acétylthio)-propanoate d’éthyle [**C]-7, obtenu avec un
rendement de 30 %. L’ajout de méthanamine sur [3c)-7 permet non seulement la
conversion de la fonction ester en fonction amide mais également I'obtention d’une fonction
thiol par coupure au niveau du groupement thioester. La présence ultérieure de peroxyde
d’hydrogéne dans le milieu permet I'oxydation de la fonction thiol et la formation d’une
liaison disulfure. Le 2,2’-[*3C]-3,3’-dithiobis-(N-méthylpropionamide) [**C]-8 est ainsi obtenu

avec un rendement de 25 %. La derniéere étape de cette synthése consiste en une fermeture
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hétérocyclique oxydante de [*3C]-8 en présence de chlorure de sulfuryle. La proportion des
différentes isothiazolinones obtenues ([13C]-1, [3C)-2, [13C]-3) dépend directement de la
guantité d’agent de chloration utilisée ainsi que du temps de réaction. |l a été ainsi possible
de controler ces conditions réactionnelles afin de n’obtenir que les isothiazolinones
souhaitées [13C]—1 et [13C]—2 avec des rendements avoisinant 50 % pour chacune d’entre

elles. Le rendement global de cette synthése est de 2 % pour [**C]-1 ainsi que pour [**C]-2.

I1.3. Précédentes études de réactivité

La réactivité des isothiazolinones Ml et MCI vis-a-vis des peptides modeles i.e : Pep-Cys et
Pep-Lys ainsi que du glutathion a été étudiée, dans le cadre du développement de méthodes
dites « alternatives » pour la détection d’allergénes basées sur la réactivité peptidique par
Mutschler et al..” Ainsi, les mécanismes principaux par lesquels les isothiazolinones Ml et
MCI interagissent avec ces peptides ont été élucidés. La Figure 8 récapitule les adduits

formés par réaction des isothiazolinones avec les différents peptides étudiés.

Lors de ces études, deux types de conditions expérimentales avaient été utilisées. L'une en
employant un exces d’haptéene par rapport au peptide afin de représenter les conditions
expérimentales du DPRA. La seconde utilisant un exces de peptide par rapport a I'haptene
afin de mimer les conditions physiologiques. Il est a noter que les proportions relatives de
ces différents adduits différent selon les conditions de réaction (excés de nucléophile ou

d’électrophile).
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Figure 8 : Réactivité de [*C]-1 et de [**C]-2 vis-a-vis de Pep-Cys, de Pep-Lys et de GSH mise en évidence par

Mutchler et al..”
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IIl.  Réactivité du mélange MI/MCI ([*C]-1/[*°C]-2) vis-a-vis

des peptides modeéles et du glutathion.

lll.1. Méthodologie

Afin d’évaluer au mieux la différence de réactivité entre les deux isothiazolinones [**C]-1 et
13 , , ol 2 ,
[°C]-2 lorsqu’elles sont présentes dans un mélange, nous avons travaillé avec un mélange de
ces deux composés en proportions équimolaires. Le mélange a alors été mis en réaction avec

un équivalent de glutathion ou de peptide modele.

D’un point de vue pratique, les isothiazolinones ont été dissoutes dans 200 uL d’acétonitrile
deutéré, puis mises en réaction avec le peptide précédemment dissout dans 400 pL d’eau
dans le cas du glutathion, de tampon phosphate pH = 7,4 dans le cas du peptide cystéine ou
de tampon acétate d’ammonium pH = 10,2 dans le cas du peptide lysine. Ensuite, la
réactivité a été suivie par RMN monodimensionnelle du **C puis, des expériences de RMN
bidimensionnelles *H-*C ont permis d’établir les structures des composés/adduits formés.
Les déplacements chimiques obtenus, ainsi que les corrélations hétéronucléaires observées
lors de ces études, ont été comparés aux valeurs décrites dans la littérature et a celles
établies par des logiciels de prédictions de RMN (ACDLabs et Chemoffice). Lélucidation des
structures des composés/adduits formés nous a permis, par la suite, de suggérer des
mécanismes de réaction pouvant expliquer de leur formation. De plus, nous avons procédé a
I'analyse de la réactivité du point de vue de la cinétique. Ces études ont été réalisées a l'aide
de la méthode dite des intensités relatives (Figure 9). Cette méthode est basée sur
I"utilisation d’une référence interne, dans notre cas le tertio-butanol, dont le signal de RMN
ne perturbe ni les signaux de RMN caractéristiques des molécules étudiées, ni ceux des
composés/adduits formés. De plus, cette référence a I'avantage d’étre inerte dans le milieu

réactionnel.

Nous avons donc comparé l'intensité d’un signal de RMN caractérisant une molécule dont la

guantité dans le milieu réactionnel peut varier et celle du signal de RMN d’une référence
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interne qui devrait rester fixe dans les conditions d’étude. Cette méthode permet d’atténuer
les fluctuations, dues aux expériences, des intensités observées. En faisant le rapport de
I'intensité du signal de RMN de la molécule étudiée sur celle de la référence, une intensité
relative est obtenue. Celle-ci, une fois ramenée a un pourcentage, reflete la quantité de

cette molécule présente dans le milieu.

es4p | 9215 2| R

) Intensités relatives :

MI : 92,15/94,72 = 0,97
MCI : 65,46 / 94,72 = 0,69

Correspondance en

‘ pourcentage :

MJ“ L n - J MI:0,97 /0,97 x 100 =100 %
MCI : 0,69 /0,69 x 100 =100 %

i e e T T e e e A1 =23 jours

/ ~ Intensités relatives :
Mi : 89,77 /92,11 = 0,97
MCI : 39,21 /92,11 = 0,43

‘\ Correspondance en
pourcentage
Ml : 0,97 /0,97 x 100 = 100 %
MCI : 0,43 /0,69 x 100 = 62 %

Figure 9 : Exemple de la méthode des intensités relatives dans le cas de I’étude de la réactivité d’'un mélange

MI/MCI en présence de Pep-Cys.

Dans I'exemple illustré Figure 9, les intensités de MI, de MCI et de la référence interne
(tertio-butanol) sont, lors de |la premiere expérience a (t = 0), de 92,15, de 65,46 et de 94,72
respectivement. L'intensité relative de Ml est donc de 92,15 / 94,72 = 0,97, et celle de MClI
est de 65,46 / 94,72 = 0,69. Ces intensités relatives étant calculées a t = 0 correspondent
nécessairement a la quantité maximale de Ml et de MCI. Pour des soucis de lisibilité des
graphiques obtenus lors de ces différentes études cinétiques, ces intensités relatives sont
ramenées a un pourcentage. Toujours dans le cas de cette premiere expérience, les
pourcentages de Ml et de MCI sont calculés de la maniére suivante : 0,97 / 0,97 x 100 = 100
% pour Ml et 0,69 / 0,69 x 100 = 100 % pour MCI. Lors des expériences suivantes, les
intensités relatives seront calculées de la méme facon, et les quantités seront calculées en

pourcentages par rapport aux intensités relatives obtenues lors de la premiere expérience.
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Ainsi, lors de la seconde expérience aprés trois jours de réaction, les intensités de Ml, de MClI
et de la référence interne sont de 89,77, de 39,21 et de 92,11 respectivement. Les intensités
relatives sont en conséquence de 0,97 pour Ml et de 0,43 pour MCI. Les pourcentages
calculés par rapport aux quantités initiales sont donc de 100 % pour Ml et de 63 % pour MCI.
A la vue de cet exemple, il peut &tre remarqué que les intensités de Ml et de la référence
interne ont toutes les deux diminué lors de la seconde expérience contrairement a
I'intensité relative de MI qui elle est restée la méme. Cette méthode permet donc bien

d’atténuer les fluctuations d’intensités dues aux expériences elles-mémes.

Il est également important de noter deux autres points concernant la méthodologie utilisée
lors de ces études. Tout d’abord, la technique de la RMN ne permet pas toujours
I'identification de certaines espéces ayant une durée de vie trop courte (il sera en effet peu
probable, dans les conditions d’études, d’observer par exemple la formation d’un chlorure
d’acyle qui s’hydrolysera en acide ou réagira rapidement avec un nucléophile présent).
D’autre part, bien que les échantillons aient été préparés a temps t = 0, il se passera un
certain temps entre la préparation de I"échantillon et I'enregistrement du premier spectre
de RMN. Il est donc possible qu’au moment de I'enregistrement du premier spectre au
temps que nous appelons t = 0, une certaine réactivité de la molécule étudiée soit déja

observée.

I11.2. Réactivité du mélange [**C]-1/[*3C]-2 vis-a-vis du glutathion

1.2.1.  Aspects mécanistiques

Dans un premier temps, nous avons étudié la réactivité de chaque isothiazolinone
individuellement vis-a-vis du glutathion en proportions équimolaires. Cette étude
préliminaire a eu pour but de déterminer les déplacements chimiques caractéristiques des
différents adduits susceptibles de se former. Ces déplacements chimiques ont été comparés

a ceux observés lors des études conduites par Mutschler et al.”® Les résultats obtenus sont
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rapportés dans la Figure 10 et concordent avec ceux obtenus lors des études de

précédentes.
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®c-11 40,9 | [3cJ-15 50,1
*cl-12 40,5 | [c)-16 41,2

Figure 10 : Réactivité individuelle de [13C]-1 et de [13C]—2 vis-a-vis du GSH : adduits formés et déplacements

chimiques caractéristiques (9.

Lorsque les études ont été réalisées avec le mélange [C]-1/[*3C]-2, Certains adduits
observés dans les études conduites de facon individuelle ont été observés. Cependant, les
expériences ayant été effectuées en proportions équimolaires de [3C]-1, de [C]-2 et de
glutathion, seuls certains adduits de [*C]-1 ont pu étre détectés, la presque totalité du
glutathion ayant été consommé par [**C]-2. Dans les conditions expérimentales utilisées lors
de ces études, le déplacement chimique du carbone marqué de [3C]-1 est de 112,8 ppm et

celui de [*3C]-2 est de 113,6 ppm.



Chapitre 1 - Mélange MI/MCI : synthése et étude par RMN de la réactivité envers les peptides modeéles _

13C)-2
CD,CN
a1
t-Bu-OH
a9
[5c)-14
t-Bu-OH
t=0h L__,,JLJL_ 1 A J
13-
CDLCN [t 15¢]-16
t-Bu-OH
[13¢]-9
[3cl-14
t-Bu-OH
t= zsy ! JL | | J W J

S

(0}
f/\‘lg C)J\ H/ )L

GHN™ Bc 3c

0 )ci 0
)J\N/ GHN” 1 )]\N/
H H

G
[3cl-9 [13cl-14 [3cl-16
Figure 11 : Spectres de RMN de la réaction [13C]-1/[13C]-2/GSH a 0 et a 26 heures et structures des adduits

observés.

Dés la premiére expérience de RMN, en plus des deux signaux attendus a 112,8 ppm et a
113,6 ppm, deux signaux, a 117,7 ppm et a 48,5 ppm, correspondant respectivement a un
adduit de chaque isothiazolinone avec le glutathion ont été observés. [°C]-1 réagit
rapidement avec le glutathion pour former un adduit [C]-9 de type acrylamide, issu de
'ouverture de cycle de [*3C]-1 par I'attaque nucléophile du groupement thiol du glutathion
sur I'atome de soufre de [*3C]-1. [*3C]-2 forme, dans ces conditions, un adduit [>C]-14 de
type thioamide. Au bout de 26 heures, le signal du carbone marqué de [Cl-23113,6 ppm a
totalement disparu et un nouveau signal a 41,2 ppm apparait. |l correspond a la formation

d’un adduit de type amide [**C]-16 provenant de I'hydrolyse du thioamide [*3C]-14.

Ces adduits observés sont en accord complet avec les mécanismes de réaction proposés par

Mutschler et al..?® Dans le cas de [13C]—2, les adduits [13C]—14 et [13C]—16 ont été décrits
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comme étant des produits de réaction issus de I'attaque nucléophile de I'amine libre du
glutathion sur le chlorure de thioacyle [**C]-18, lui-méme issu de I'ouverture du cycle de

[*3C]-2 par le groupement thiol de ce peptide.
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Figure 12 : Mécanismes proposés pour la formation d’adduits issus de la réaction [*c]-1/[**C]-2/GSH.

Le fait que MI soit moins réactif que MCI vis-a-vis de ce peptide pourrait s’expliquer par la
différence de réactivité entre [13C]—9 et [13C]—17. En effet, seul [13C]—17 peut engendrer le

chlorure d’acyle [*C]-18 gui menera a la formation des adduits observés [**C]-14 et [*3C)-16.

Il a pu étre constaté qu’aprés 26 heures de réaction [°C]-2 a totalement réagit avec le
glutathion, alors qu’aprés ce temps la quantité de [**C]-1 présente en solution reste encore
considérable. En conséquence, il nous a semblé intéressant de compléter ces résultats par

une étude de la cinétique des réactions mises en jeu.
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I1.2.2.  Aspects cinétiques

Pour le suivi de la cinétique de cette réaction, une expérience de RMN du **C a été effectuée
toutes les deux heures sur une durée totale de 64 heures. Une courbe a alors été tracée
représentant les intensités relatives des deux isothiazolinones [**C]-1 et [*3C]-2 en fonction

du temps de réaction.
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Figure 13 : Courbe représentant la variation de I'intensité relative des signaux de [13C]-1 et de [13C]-2 par

rapport a la référence interne lors de la réaction [13C]-1/[13C]-2/GSH.

Il est intéressant de remarquer que I'intensité relative de [*>C]-1 augmente sensiblement au
cours du temps jusqu’a atteindre 20 % approximativement de plus que l'intensité initiale ce
qui indique que lors du premier enregistrement une partie de [*3C]-1 avait déja réagit. Ceci
s’explique par la premiere étape de réaction des isothiazolinones envers les groupements
thiols qui consiste en I'ouverture de cycle menant aux composés [*C]-9 pour [**C]-1 et [C]-
17 pour [**C]-2 (Figure 12). La formation de ces composés est soumise 3 un équilibre
pouvant étre déplacé par la consommation de glutathion par I'une ou l'autre des especes.
Lorsque [*C]-1 et [*3C]-2 sont ensemble dans un mélange, la formation rapide d’adduits
stables entre [13C]—2 et le glutathion implique en effet un déplacement de I'équilibre existant

entre [*C]-1 et le peptide vers la fermeture de cycle, ce qui peut expliquer I'augmentation
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d’intensité observée au cours du temps pour [**C]-1. Ceci confirme qu’une partie de [**C]-1

était déja sous forme ouverte lors du premier enregistrement RMN.

Afin de résoudre ce probleme et d’ainsi permettre une meilleure compréhension de cette
étude cinétique, les intensités de la forme ouverte et de la forme cyclisée de [**C]-1 ont été
additionnées afin de déterminer une intensité relative reflétant au plus juste la disparition
de [**C]-1 au profit de la formation d’adduits stables. Cette somme des intensités peut &tre
justifiée par le fait que la nature (sz) ainsi que l'environnement chimique des carbones
marqués des molécules [3C]-1 et [*3C]-9 sont tres proches et il semblerait alors raisonnable
de pouvoir négliger la différence entre leurs temps de relaxation. Une fois cette
approximation faite, la nouvelle intensité relative, convertie en pourcentage, correspond a la
guantité totale de [3cl-1 disponible pour former des adduits stables avec le glutathion. La
nouvelle courbe obtenue aprés cette correction et représentant les pourcentages de [**C]-1
et de [**C]-2 présents en solution en fonction du temps de réaction avec le glutathion est

montrée dans la Figure 14.
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Figure 14 : Courbe représentant I’évolution avec le temps de la concentration de [13C]-1 et de [13C]-2 lors de la

réaction [13C]-1/[13C]—2/GSH, apres correction des intensités relatives correspondant a [13C]—1.
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Cette courbe montre deux zones distinctes. Dans un premier temps, entre 0 et 26 heures, la
réactivité du mélange [**C]-1/[*3C]-2 vis-a-vis du glutathion est principalement due a la
présence de [3C]-2. En effet, il est intéressant de noter gue dans cet intervalle de temps,
seule la [*C]-2 est consommée alors que la réactivité de [**C]-1 semble ne pas suivre
d’évolution notable avec le temps. Le mélange [13C]—1/[13C]—2 semble en conséquence se
comporter, dans ces conditions expérimentales, et dans cet intervalle de temps comme si

[*3C]-2 était seule en solution avec le glutathion. Au bout de 26 heures, lorsque la totalité de

[*C]-2 a réagit, la quantité de *c)-1 présente dans le milieu commence lentement a
décroitre. Cependant, il n’a pas été possible de déterminer I'origine de cette consommation,
car aucun nouveau signal de RMN n’est apparu dans les spectres durant cet intervalle de

temps.

Enfin, il est intéressant de noter qu’au bout du temps de lecture du DPRA (24 H), les
guantités de Ml et de MCI dans le milieu sont approximativement de 100 % et de 5 %

respectivement.

I11.3. Réactivité du mélange [**C]-1/[*3C]-2 vis-a-vis du Pep-Cys

1.3.1.  Aspects mécanistiques

L’étude de la réactivité individuelle des deux isothiazolinones avec le peptide cystéine (Pep-
Cys) en quantité équimolaire a montré la formation de plusieurs adduits. Ces adduits et leurs

déplacements chimiques caractéristiques du carbone 13 sont répertoriés dans la Figure 15.
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[®c]-20 42,5 | [Pcl-22 53,7
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[*c]-24 41,5
[*cl-25 44,4

Figure 15 : Réactivité individuelle de [13C]—1 et de [BC]-Z vis-a-vis du Pep-Cys : adduits formés et déplacements

chimiques caractéristiques (9.

Lors de I'étude de la réactivité du mélange [**C]-1/[*3C]-2 avec le peptide cystéine (1

équivalent), les expériences de RMN mono et bidimensionnelles ont montré la formation

d’un produit unique. Le déplacement chimique a 44,4 ppm correspond a I'acide [*3C]-25,

également observé lors de la mise en réaction de [*C]-2 avec le méme peptide. D’autre part,

aucun adduit issu de [**C]-1 n’a été observé lors de ces expériences.
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Figure 16 : Spectres de RMN de la réaction [13C]—1/[13C]-2/Pep—Cys a0eta6jours et structure du seul produit

de réaction observé.

Le mécanisme par lequel [3C]-2 réagit avec le peptide cystéine est comparable 3 celui
observé lors des études de la réactivité de cette isothiazolinone avec le glutathion (Figure

17).
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Figure 17 : Mécanismes proposés pour la formation d’adduits issus de la réaction [13C]—2/Pep-Cys.

La formation du chlorure de thioacyle [**C]-18 provient de I'ouverture de cycle de **c]-2
suite a I'attaque nucléophile du groupement thiol du peptide sur I'atome de soufre. Ce
chlorure de thioacyle [3C]-18 peut mener aux adduits [*C]-21 et [®c]-22 par attaque
nucléophile du groupement libre thiol ou amine du peptide cystéine respectivement. Ces
deux composés vont mener ensuite par des hydrolyses successives a la formation du seul
composé observé lors de cette étude, I'acide [13C]—25. Cependant, cet acide peut également
se former par hydrolyse directe du composé [*3C]-18. Selon le mécanisme, I'apparition du
signal de RMN caractéristique de [>C]-25 a 44,4 ppm implique nécessairement la formation
préalable des adduits [13C]—21 et/ou [13C]—22. Dans les conditions expérimentales ou nous
avons mené ces études, [*C]-21 et [*3C]-22 n’ont pas été observés dans les spectres de
RMN. En effet, il a été montré dans des études précédentes que ces adduits ne sont
observés que dans le cas ou le peptide se trouve en large excés (10 équivalents) dans le

milieu réactionnel.?®
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I.3.2.  Aspects cinétiques

La Figure 18 représente les pourcentages de [*°C]-1 et de [*3C]-2 présents dans le milieu

réactionnel en fonction du temps lors de la réaction du mélange avec le peptide cystéine.
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Figure 18 : Courbe représentant |’évolution avec le temps de la concentration de [13C]-1 et de [13C]-2 lors de la

réaction [13C]-1/[13C]-2/Pep-Cys.

Cette courbe montre une consommation de [**C]-2 d’approximativement 50 % par le
peptide cystéine aprés 76 heures de réaction. Elle montre, également, la non-réactivité de
[3C]-1 avec ce méme peptide. Le signal caractéristique de RMN du *C de [*3C]-1 reste
toujours aussi intense méme aprés 76 heures de réaction. L’absence de réactivité de [**C]-1
avec ce peptide indique que celui-ci est préférentiellement consommé par [3Cl-2. Le
mélange [*c]-1/[C)-2 se comporte en conséguence comme Si [*3C]-2 était le seul produit

réactif présent.
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Enfin, il est intéressant de noter qu’au bout du temps de lecture du DPRA (24 H), les
guantités de Ml et de MCI dans le milieu sont approximativement de 98 % et de 73 %

respectivement.

I11.4. Réactivité du mélange [**C]-1/[**C]-2 vis-a-vis du Pep-Lys

1.4.1. Aspects mécanistiques

Les études préliminaires de la réactivité individuelle de chaque isothiazolinone avec le
peptide lysine (Pep-Lys) en quantité équimolaire n"ont montré une certaine réactivité et une
formation d’adduits qu’avec [°C]-2. En effet, il a déja été montré que [“C]-1 réagit
préférentiellement avec les résidus thiols des acides aminés et pas avec les résidus amines.
Les adduits provenant de la réactivité de [*3C]-2 avec ce peptide sont répertoriés dans la

Figure 19 avec leurs déplacements chimiques de RMN du carbone 13 caractéristiques.

l3c_(
</N\ + Peplys —— Pas de réactivité
S
[13(:]_1
j )OI\
0 Pep-Lys-HN”™ 13C N
H 0 0
8 A
- 13
CI/KS/N\ + Pep-ly§ — 3 [*°C]-26 Ho” 3¢ H/

o]

[13]-2 )L

Pep-Lys-HN” 3¢

0
/u\ B3¢l-25
H/ [~c

[*3c)-27
Molécule 0% (ppm)
[®cl-2 113,6
[“cl-26 51,5
®c)-27 49,5
*cl-25 42,1

Figure 19 : Réactivité individuelle de [BC]-Z vis-a-vis du Pep-Lys : adduits formés et déplacements chimiques

caractéristiques (J).
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Lorsque le mélange [*3C]-1/[*3C]-2 a été mis en réaction avec le peptide lysine (1 équivalent),

le suivi par RMN de la réaction a montré la disparition compléte du signal de [*3C]-2 a 113,6

ppm au bout de 45 heures au profit de I'apparition de deux signaux a 51,5 ppm et a 49,5

ppm, correspondant aux adduits [**C]-26 et [*3C]-27 respectivement (Figure 20). Il a été

également montré la formation de I'acide [*3C]-25, décrit précédemment lors des études de

réactivité avec le peptide cystéine. ['3C]-1, connue pour ne réagir qu’avec les résidus thiols

des acides aminés, ne réagit pas avec ce peptide.
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Figure 20 : Spectres de RMN de la réaction [13C]-1/[13C]-2/Pep-Lys a 0 et a 45 heures et structures des adduits

observés.

Le mécanisme précis de réaction par lequel les adduits observés lors de la réaction de [**C]-2

avec le peptide lysine reste méconnu. Un mécanisme a été proposé par Mutschler et al.”® et

differe de ceux décrits lors de la réaction avec le glutathion ou avec le peptide cystéine

(Figure 21).
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Figure 21 : Mécanisme proposé pour la formation d’adduits dans le mélange entre [*cl-2etle Pep-Lys.

Dans ce mécanisme proposé pour le peptide lysine I'ouverture du cycle de [3C]-2 se ferait
par I'attaque d’un nucléophile présent dans le milieu réactionnel sur I'atome de soufre de
Iisothiazolinone [*3C]-28, elle méme issue de I'attaque nucléophile du groupement amine du
peptide lysine sur la position C5 de [*3C]-2. L’adduit [*3C]-29 obtenu pourrait alors subir
d’autres attaques nucléophiles donnant lieu a I'adduit de type thioamide [3C]-26. Ce
thioamide s’hydrolyserait ensuite pour former I'amide correspondant [**C]-27 se dégradant
également dans ces conditions pour former I'acide [C]-25. La formation d’une
isothiazolinone de type [3C]-28 a pu étre observée lors d’'une étude précédente menée par
Alvarez et al. entre [**C]-2 et I'imidazole. La formation de cet adduit confirme gue le chemin
réactionnel emprunté lors de la réaction entre [13C]—2 et les résidus amines des protéines est
bien celui décrit dans la Figure 21. Cependant le mécanisme d’ouverture de cycle de cette

isothiazolinone [13C]—28 nécessitant l'intervention d’un nucléophile reste incertain.
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I11.4.2.  Aspects cinétiques

La Figure 22 représente les pourcentages de [*°C]-1 et de [*3C]-2 présents dans le milieu
réactionnel en fonction du temps lors de la réaction du mélange [C]-1/[*3C]-2 avec le

peptide lysine.
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Figure 22 : Courbe représentant I’évolution avec le temps de la concentration de [13C]-1 et de [13C]-2 lors de la

réaction [~C]-1/[°C]-2/Pep-Lys.

Au cours du temps, seule une trés légére diminution du signal correspondant [*C]-2 a été
observée. Ceci est en accord complet avec les résultats obtenus lors des études de la
réactivité d’un point de vue mécanistique. En effet, dans les conditions réactionnelles
utilisées pour ces études, seule [3c)-2 peut former des adduits stables avec le peptide

lysine.

Enfin, il est intéressant de noter qu’au bout du temps de lecture du DPRA (24 H), les
guantités de Ml et de MCI dans le milieu sont approximativement de 100 % et de 94 %

respectivement.
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V. Conclusions

Il a été montré dans ce chapitre que la réactivité de Ml dans le mélange avec MCI envers le
glutathion consistait en I'établissement trés rapide d’un équilibre entre un adduit de ces
deux molécules et la forme cyclisée de cette isothiazolinone. D’un autre coté il a également
été montré dans cette section que MCI formait des adduits trés stables avec ce peptide.
Cette réactivité est a I'origine du déplacement de I’équilibre entre Ml et son adduit rendant
quasi invisible la réactivité de cette derniere avec le glutathion. L’étude de la réactivité de ce
mélange implique alors une perte d’information quant a la réactivité de Ml mais reste tres
précise quant a celle de MCI. En effet, il a pu étre observé que la totalité de MCI avait été
consommée au bout de 26 heures ce qui correspond aux observations faites lors de I'étude

de cette molécule seule.

Dans le cas de I'étude de la réactivité de ce mélange vis-a-vis du peptide cystéine, il a été
montré que MI ne réagissait pas avec ce peptide dans les conditions expérimentales
utilisées. En revanche, le suivit de cette réaction a montré la formation d’un seul composé
issu de la réactivité de MCI avec le peptide cystéine. Dans ce cas, la réactivité du mélange

correspond exactement a celle de MCI.

L’étude du mélange d’isothiazolinones menée en présence de peptide lysine a montré la
consommation de MCI uniquement. En effet, Ml est connue pour ne réagir qu’avec les
résidus thiolés des acides aminés. Dans ce cas, comme dans le précédent, la réactivité du

mélange est identique a celle de MCI.

Le but de ces études était de donner des bases quant a la détection et/ou I'évaluation des
allergénes présents dans des mélanges. Le cas étudié dans ce chapitre était le plus simple, en
effet, la grande différence de réactivité et de potentiel sensibilisant des deux
isothiazolinones étudiées permet d’emmeétre des suppositions plus ou moins instinctives
guant au comportement souhaité du DPRA face a un tel mélange. Il paraitrait indispensable

pour la sécurité du consommateur qu’un mélange d’allergene modéré-allergéne fort soit
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détecté par ce test comme étant un allergéne fort. Les résultats obtenus lors des études
menées avec les peptides utilisés lors du DPRA (peptide cystéine et peptide lysine) nous ont
montré que la réactivité du mélange était identique a celle de I'allergene le plus fort présent
dans le milieu c'est-a-dire MCI. Lors d’un test de DPRA, les quantités de peptides utilisées
sont 10 fois plus faible dans le cas du peptide cystéine et 50 fois plus faibles dans le cas du
peptide lysine. Cette différence de conditions ne nous permet pas d’établir une corrélation
directe entre les résultats obtenus lors de ces études et ceux observés lors d’un éventuel
test de DPRA sur ces deux molécules. Cependant, il parait raisonnable de supposer que le
comportement global de ces deux isothiazolinones vis-a-vis des deux peptides dans les
conditions du test reste inchangé autant du point de vue cinétique que mécanistique. Ainsi,
bien que les déplétions observées lors des différents tests de DPRA sur ces molécules seules
indiquent une réactivité similaire vis-a-vis du peptide cystéine (96 % pour MCl et 97 % pour
MI), notre étude a montré que ce peptide réagissait préférentiellement avec MCI, la
déplétion alors lue lors d’un éventuel test du mélange serait alors similaire a celle de cette
isothiazolinone. Dans le cas du peptide lysine, les choses sont beaucoup plus simples. En
effet, seul MCI réagit avec ce peptide dans le cadre du DPRA ainsi que dans le cadre de notre
étude. Ce résultat indique donc que dans le cas d’un test DPRA sur le mélange MI/MCI, la
déplétion lue serait uniqguement due a la présence de l'allergéne le plus fort et serait

semblable a celle obtenue dans le cas du test de cette molécule seule.

Ainsi, les résultats obtenus dans cette partie laissent supposer que le DPRA permettrait de

classer le mélange MI/MCI comme étant un allergene fort.
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Figure 23 : Arbre décisionnel établi dans le cadre du DPRA permettant de classer les allergénes en fonction de

leur réactivité avec les peptides cystéine et lysine.

D’un autre coté, I'arbre décisionnel (Figure 23) établi dans le cadre du DPRA nous indique
gue les allergénes forts (comme MCI) ont tendance a réagir fortement avec les deux
peptides alors que les allergenes modérés (comme MI) ont tendance a réagir plus fortement
avec le peptide cystéine qu’avec le peptide lysine. De fait, en couplant ceci avec les
observations portant sur les différences de vitesse de réaction avec les peptides entre MCl et
Ml, il parait raisonnable de penser que d’autres mélanges d’allergénes modérés-allergénes
forts se comporteraient de facon similaire au mélange d’isothiazolinones étudié. Il serait
alors intéressant de confirmer ou d’infirmer cette supposition en reproduisant ces

expériences avec d’autres mélanges d’allergénes modérés-allergenes fort.
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I. Introduction

I.1. Les aldéhydes dans les fragrances et les produits cosmétiques

L'utilisation de parfums a suivi I'hnumanité depuis I'antiquité. Elle était initialement réservée
a l'adoration des dieux. Ce n’est que bien plus tard que les hommes eux-mémes
commencerent a se parfumer. Les matiéres premieres étant rares et cheres, cet outil de
séduction était réservé aux hautes classes sociales. Cependant, a la fin du XIxeme siécle, les
progrés en chimie organique permirent |'utilisation de molécules odorantes de synthese
dans la formulation de parfums, ce qui permit la baisse des colts de production et donc

I'acces a la population générale.

La premiéere utilisation d’'une molécule synthétique odorante, la coumarine, date de 1884.
Les premiers aldéhydes synthétiques, quant a eux, ont fait leur apparition en parfumerie en
1889. C'est Aimé Guerlain qui le premier incorpore de la vanilline d’origine synthétique dans
la formulation de I'un de ses parfums. La chimie des molécules odorantes, qui jusque lors
consistait principalement en I'obtention par voie chimique de molécules naturelles, connu
un tournant en 1912 avec l'apparition sur le marché d’un parfum contenant pour la
premiere fois une molécule odorante d’origine totalement synthétique, le 2-
méthylundécanal. Cependant, la composition la plus mémorable reste celle d’Ernest Beaux,
qui en 1921 pour la maison Chanel, associe notamment dans son N°5, trois aldéhydes
aliphatiques, le décanal, 'undécanal et le dodécanal. La particularité de ce parfum réside,
entre autres, dans le fait que ces trois molécules prises séparément ont une odeur peu

agréable a I'opposé de la coumarine et de la vanilline utilisées jusqu’a lors.

Depuis, les chimistes ont sans cesse fourni aux parfumeurs de nouvelles molécules afin
d’élargir la palette d’odeurs a leur disposition. lls ont également réussi, dans certains cas, a
augmenter l'intensité odorante de molécules naturelles. C'est le cas par exemple de
I’éthylvanilline et de la méthylionone, qui sont réputées pour étre plus odorantes que leurs
homologues naturels. De plus, grdce aux avancées des méthodes d’analyses et
d’identifications, il a été également possible de reproduire des huiles essentielles et autres

produits naturels par des mélanges complexes de molécules d’origine synthétique.’
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De nos jours, les parfums font partie du quotidien et se retrouvent dans de nombreux
produits de consommation. Dans la grande majorité de ces produits, la presque totalité des
molécules odorantes utilisées sont d’origine synthétique. Les produits odorants d’origine

naturelle, quant a eux, se retrouvent toujours dans la parfumerie de luxe. **

X
@1 /\/\/\/\)\/
O
FZ
O O O/
OH
coumarine vanilline 2-méthylundécanal

AP P U S Ve e e

décanal undécanal dodécanal
>~
X 0 ~ 0
S
OH
éthylvanilline méthylionone ionone

Figure 1 : Structures des premiéres molécules odorantes d’origine synthétique utilisées en parfumerie.

Les aldéhydes sont des composés réputés pour leurs propriétés odorantes. En effet, de
nombreux exemples se retrouvent dans la nature comme la vanilline, le p-anisaldéhyde,
I'aldéhyde cinnamique et le citral, extraits respectivement de la vanille, de I'anis, de la
cannelle ou de la citronnelle (Figure 2). Ces composés sont, en conséquence, souvent utilisés

dans la composition de fragrances.
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o /@/\o O/\/\O X \o
OH o
'~

vanilline p-anisaldéhyde E-aldéhyde cinnamique citral

Figure 2 : Structures d’aldéhydes fréquemment utilisés comme fragrances ou aromes.

Si les aldéhydes sont le plus fréquemment utilisés pour leurs propriétés olfactives, certains
d’entre eux sont également employés dans [lindustrie cosmétique en tant que
conservateurs. C'est le cas du formaldéhyde ou du glutaraldéhyde qui, grace a leurs

propriétés biocides, se retrouvent dans la formulation de produits d’utilisation quotidienne.’

o}
)I\ BN
H H
formaldéhyde glutaraldéhyde

Figure 3 : Structures du formaldéhyde et du glutaraldéhyde.

De nombreux cas cliniques de sensibilisation rapportés dans la littérature indiquent que

beaucoup de ces aldéhydes utilisés dans les produits cosmétiques sont allergisants.

1.2. Les aldéhydes et I’allergie de contact

Les allergies de contact aux parfums sont souvent dues aux aldéhydes contenus dans des
mélanges ou a des composés « précurseurs d’aldéhydes ».° Un « précurseur d’aldéhyde » est
une molécule pouvant mener a la formation d’'un aldéhyde par voie métabolique par
exemple. Ainsi, une allergie de contact a I'aldéhyde cinnamique peut se déclencher
également par application de son alcool précurseur, I'alcool cinnamique. En effet, I'alcool
cinnamique peut, par action d’alcool déshydrogénase, étre converti in vivo en aldéhyde

cinnamique (Figure 4).”
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AN alcool A N
©/\/\OH déshydrogénase ©/\/\o

alcol cinnamique aldéhyde cinnamique

Figure 4 : Obtention de I'aldéhyde cinnamique a partir de I'alcool cinnamique par action d’alcool

déshydrogénase.

Aujourd’hui, le principal outil servant au diagnostic d’une allergie de contact aux fragrances
reste le test épicutané a I'aide du Fragrance Mix | (FM 1) et du Fragrance Mix Il (FM 1), mis au
point par Larsen et Frosch, respectivement. &9 e FM | et le FM Il sont des mélanges
contenant les composés les plus souvent incriminés dans les cas d’allergie de contact aux
fragrances. Le FM | est constitué de sept composés que sont |'alcool cinnamique, I'aldéhyde
cinnamique, l'aldéhyde da-amylcinnamique, [|'eugénol, [lisoeugénol, le géraniol et
I’hydroxycitronellal, et d’'un extrait naturel, la mousse de chéne. De son coté, le FM Il est
constitué d’aldéhyde a-hexylcinnamique, de citral, de citronellol, de coumarine, de farnésol

et de 4-(4-hydroxy-4-méthylpentyl)-1-cyclohex-3-énecarboxaldéhyde (Lyral®).

Les composants constituant les différents Fragrance Mix étaient responsables de 11,3 % de
la totalité des allergies de contact déclarées en Europe entre 2005 et 2006.%° La fréquence
de réponses positives indique, en effet, que la majorité des allergies de contact aux parfums
sont dues aux constituants de ces deux tests épicutanés. Parmi ces constituants, trois
aldéhydes responsables majeurs de réponses positives ont été choisis afin de mener a terme
les études de réactivité de composés dans un mélange vis-a-vis de peptides modeéles. Il s’agit
de I’hydroxycitronellal, du citral et de I'aldéhyde cinnamique, qui seront a présent

numeérotés 30, 31 et 32 respectivement.
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Figure 5 : Molécules composant les différents Fragrance Mix.

1.2.1. Hydroxycitronellal : généralités

L’hydroxycitronellal 30 est un aldéhyde d’origine synthétique qui a été utilisé en parfumerie
pour la premiere fois en 1912 pour son odeur rappelant le lilas. La premiére synthése de
cette molécule a été attribuée a Chuit & Naef en 1906."* Cependant, on doit I'une des
premiéres synthéses publiées de Ihydroxycitronellal & Verley, en 1928.%
Depuis, de nombreux procédés industriels pour la production de cette molécule ont vu le

13, 14

jour. De nos jours, la production d’hydroxycitronellal atteint 1000 tonnes/an.”® Dans la

Figure 6 est présentée une des principales voies d’obtention de I’'hydroxycitronellal.
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Figure 6 : Synthese industrielle d'hydroxycitronellal.14

Cette synthése en trois étapes s’articule autour d’une hydratation de la fonction alcene du
citronellal pour former avec de bons rendements I’hydroxycitronellal souhaité. Une
protection préalable de la fonction aldéhyde du citronellal a I'aide d’anhydride acétique en
présence d’acétate de sodium permet de former un mélange d’énolester et de diester dont
les proportions dépendent de la quantité d’anhydride acétique utilisée. Ce mélange subit
alors une hydratation en présence d’acide sulfurique concentré pour former un mélange
d’hydroxy énol ester et d’hydroxy diester. La saponification de ces deux produits en

présence de base forte meéne a la formation d’un seul produit, I’hydroxycitronellal 30.

La présence d’hydroxycitronellal dans de nombreux produits d’usage courant fait de cette
molécule I'aldéhyde ayant la plus grande prévalence d’allergie parmi tous les constituants du
FM et du FM II. Selon une étude conduite par Schnuch et al.'® sur 2 063 patients entre 2003
et 2004, 1,3 % des patients testés se sont avérés étre allergiques a I’hydroxycitronellal. En
conséquence, I’'Union Européenne a restreint la concentration d’hydroxycitronellal dans les

produits finis 8 un maximum de 1 %."’
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1.2.2. Citral : généralités

Le citral 31 est en réalité un mélange (2/3 ; 1/3) de deux diastéréoisomeéres Z et E, le géranial
et le néral (Figure 7). C'est un aldéhyde d’origine naturelle, principal constituant de
nombreuses huiles essentielles comme I'huile de citronnelle, de citron ou encore de

mandarine.®®

N
o0 AN o x
\0
Citral Géranial Néral
31

Figure 7 : Structures du géranial et du néral, isoméres cis et trans du citral.

Le citral est trés utilisé dans I'industrie des fragrances, mais il est également un précurseur
important pour la synthése industrielle d’autres molécules odorantes comme le menthol ou
I’hydroxycitronellal.19 Du fait de la grande diversité d’utilisation du citral, la production de
cette molécule en 2004 par BASF était de 40 000 tonnes/an, dont 2 600 directement pour
I'industrie cosmétique. ° La voie de synthése présentée dans la Figure 8 méne au citral 31
avec un rendement global de 85 a 90 %, et est utilisée de nos jours dans 'industrie afin de
pourvoir la grande demande en ce produit.?! La premiére des trois étapes de cette synthése
réside en un clivage thermique du 3-méthylbut-2-énal diprényl acétal en 3-méthylbut-2-énol
et en 3-méthylbut-1,3-diénoxy-3-méthylbut-2-éne. Ce dernier conduit par un réarrangement
thermique de Claisen au 2-isopropényl-3,3-diméthylpent-4-énal. Cet aldéhyde mene au citral

31 par réarrangement thermique de Cope.
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Figure 8 : Syntheése industrielle du citral. 2

Le citral, étant trés apprécié pour sa puissante odeur de citron, se retrouve dans un grand
nombre de formulations cosmétiques mais également dans beaucoup d’autres produits
contenant du parfum. De nombreux cas d’allergies cutanées a cette molécule ayant été
rapportés, son utilisation aujourd’hui est en conséquence restreinte. En Europe, la

1617 Malgré ces

concentration de citral ne doit pas dépasser 1 % dans les produits finis.
restrictions, selon une étude récente de Schnuch et c:l.,16 0,6 % des dermatites de contact
rapportées entre 2003 et 2004 sont dues a la présence de cette molécule dans divers

produits du quotidien.

1.2.3. Aldéhyde cinnamique : généralités

L'aldéhyde cinnamique 32 est le principal constituant de I'huile essentielle de cannelle, mais
il est également présent dans I’huile essentielle de camphre. La premiéere voie de synthese
de I'aldéhyde cinnamique est attribuée a Chiozza en 1856." De nombreux brevets pour la
production industrielle de I'aldéhyde cinnamique sont ensuite apparus. Le premier d’entre
eux date de 1897 et est attribué a Ach.’? Cette synthése, a partir de benzaldéhyde et

d’aldéhyde acétique en présence de base forte, reste a ce jour la méthode la plus utilisée et
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la moins onéreuse pour la production d’aldéhyde cinnamique.”® La production d’aldéhyde

cinnamique atteignait 975 tonnes/an en 1990 et ne cesse d’augmenter.

©/\o . i Base O/\/\o
—>
H
32

Figure 9 : Synthése industrielle de I'aldéhyde cinnamique.

L'utilisation de I'aldéhyde cinnamique, ainsi que de ses dérivés (i.e. alcool cinnamique, acide
cinnamique), dans la parfumerie et dans les cosmétiques en général, rend ces molécules trés
présentes au quotidien. Du point de vue de la prévalence, selon I'étude de Schnuch et al.,*®
1% des dermatites de contact dépistées entre 2003 et 2004 étaient dues a une
sensibilisation a I'aldéhyde cinnamique. En conséquence, I'Union Européenne a restreint sa

concentration & un maximum de 1 % dans les produits finis.*’

I.3. Réactivité des aldéhydes vis-a-vis des acides aminés

De nombreuses études sur la réactivité d’aldéhydes électrophiles vis-a-vis d’acides aminés
nucléophiles ont été menées lors des dernieres années. Ces études portent principalement
sur la réactivité intracellulaire des aldéhydes issus de la peroxydation des lipides due au
stress oxydant.24 Il a été montré, entre autres, que les aldéhydes pouvaient subir des
attaques nucléophiles de certains résidus des protéines intracellulaires, i.e. I'arginine, la

cystéine, I'histidine, la méthionine ou encore la Iysine.25

R/\/O NuH R/\rOH
Nu

Figure 10 : Structure générale des produits d’attaque nucléophile sur des aldéhydes.
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D’un autre coté, il a été montré par Schmolka et Spoerri que la cystéine pouvait réagir avec
les aldéhydes pour former des thiazolidines par deux attaques nucléophiles successives au

niveau de la fonction carbonyle (Figure 11).%

COOH

RL + ™ —_— S

COOH Y

R

NH

Figure 11 : Formation de thiazolidines a partir d’aldéhydes et de cystéine.

Dans le cas de I'attaque nucléophile d’'un résidu protéinique de type amine primaire, la
réaction décrite dans la Figure 10 peut se poursuivre pour former une base de Schiff comme

le montre la Figure 12.

Z2—=3

R'—NH
R/\/O 2 R/YOH R/\/
NH
R'/

Figure 12 : Formation d’une base de Schiff entre une amine primaire et un aldéhyde.

Dans le cas des aldéhydes a,B-insaturés, I'addition nucléophile sur la position de Michael et
celle sur le groupement carbonyle sont en compétition. " De plus, dans le cas de la cystéine,
il a été montré par Starkenmann et al. que cet acide aminé pouvait former un cycle a sept
chainons autour de I'aldéhyde en effectuant une attaque nucléophile par son groupement
thiol sur la position de Michael suivie d’'une seconde attaque nucléophile par son

groupement amine sur le carbonyle (Figure 13). %

HOOCj/NHZ
-
NH

N +

Figure 13 : Réactivité d’aldéhydes a,B-insaturés vis-a-vis de la cystéine.
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Il. Synthése de I’hydroxycitronellal 30, du citral 31 et de
I’aldéhyde cinnamique 32 marqués au “>C et études

précédentes de réactivité

I1.1. Choix des positions de marquage

Dans le cas de I'hydroxycitronellal 30, du citral 31 et de I'aldéhyde cinnamique 32, le choix
de la position de marquage est manifeste. Dans le cas des aldéhydes saturés, un seul centre
électrophile est a considérer, celui du groupement carbonyle. En revanche, dans le cas des
aldéhydes a,[3-insaturés, deux centres sont potentiellement électrophiles, le groupement
carbonyle mais aussi la position dite de Michael sur la double liaison conjuguée. En effet, les
études décrites dans la section précédente ont montré que les acides aminés nucléophiles
réagissent avec les aldéhydes soit au niveau du groupement carbonyle soit, dans le cas des
aldéhydes a,B-insaturés, sur la position dite de Michael. En conséquence, dans le cas de
I’hydroxycitronellal 30 le marquage a été introduit au niveau du carbonyle, et dans le cas du
citral 31 et de l'aldéhyde cinnamique 32, deux molécules marquées ont été synthétisées,
I'une portant le carbone marqué au niveau du groupement carbonyle et 'autre sur la

position de Michael (Figure 14).

LN ||

Figure 14 : Positions de marquage au Bcde I’hydroxycitronellal 30, du citral 31

et de I'aldéhyde cinnamique 32.

Des syntheses avec lintroduction d’un marquage au carbone 13 au niveau des sites
électrophiles de ces trois aldéhydes ont été développées précédemment au laboratoire lors

d’études visant a déterminer la réactivité de ces molécules séparément vis-a-vis de peptides
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2930 pans le cadre de ce travail de thése, ces synthéses ont été dans un premier

modeles.
temps reproduites en série non-marquée afin de se familiariser avec les réactions mises en

jeu, puis réalisées en série marquée comme décrit ci-apres.

I.2. Synthése de I’hydroxycitronellal marqué au *>C en position 1 et étude

précédente de réactivité

La synthese de I’hydroxycitronellal marqué au carbone 13 en position 1 débute par
I'ozonolyse de dihydromyrcénol en présence de diméthyl sulfure, suivie d’une réduction en
présence de tétrahydruroaluminate de lithium et pour former le 2,6-diméthylheptan-1,6-diol
33 avec 91 % de rendement. Une substitution de I'alcool primaire du composé 33 par un
atome de brome a I'aide de tétrabromure de carbone en présence de triphénylphosphine
permet la formation du 1-bromo-2,6-diméthylheptan-6-ol 34 avec un rendement de 64 %.
L'introduction du marquage au carbone 13 s’effectue par substitution nucléophile de
I'atome de brome du composé 34 par un anion cyanure marqué au carbone 13 formant ainsi
le 3,7-diméthyl-7-hydroxyoctanenitrile [**C]-35 avec un rendement de 88 %. Apreés réduction
a l'aide d’hydrure de diisobutylaluminium et hydrolyse du composé [3C)-35,
I’hydroxycitronellal marqué au carbone 13 en position 1 [**C]-30 est obtenu avec un

rendement de 63 %. Le rendement global de cette synthese est de 27 %.
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1. 05 CH,Cl,
7 2.DMS OH Br
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—_— —_—
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Figure 15 : Synthése de I’hydroxycitronellal marqué au Be.

L’étude de la réactivité de [**C]-30 vis-a-vis des peptides modéles en exces effectuée par

Mutschler, a montré la formation de plusieurs adduits. Ces adduits sont répertoriés dans la

Figure 16.
?-Cys-Pep
13¢ 13C\
Pep-Cys \OH \N—Cys—Pep
OH OH
SG
13 13
C C.
~N N
GSH OH NG
—_——
OH OH
NH-Lys-Pep
13
C
~N
Pep-Lys OH
OH

Figure 16 : Adduits observés par Mutschler entre [**C]-30 et GSH, Pep-Cys et Pep-Lys.29
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I1.3. Synthése du citral marqué au *C en position 1 et en position 3 et étude

précédente de réactivité

La synthése marquée au carbone 13 en position 1 du citral s’articule autour de deux étapes.
La premiére réside en I'obtention du 1-[*3C]-3,7-diméthylocta-2,6-dienenitrile 1-[3C]-37 par
réaction de type Horner-Wadworth-Emmons, la seconde en la réduction de ce composé

suivie d’'une hydrolyse pour former le citral 1-[C)-31.

| N i
13Z
G 3¢
\ LDA o DIBALH X o
BE — EO ﬂ 13C/¢N —_— —>
e o (Et0),P _~ Tampon tartrique
EtO FI’|
( )2 \Cl [13(:]-36
1-[13C)-37 1-[13¢)-31
97 % 67 %

Figure 17 : Synthése du citral marqué au Bcen position 1.

La premiere étape de cette synthese consiste en la formation du 1-[3q)-
cyanométhylphosphonate de diéthyle [3C]-36 par réaction du 1-[**C]-acétonitrile avec du
chlorophosphonate de diéthyle en présence de diisopropylamidure de lithium. Ce
phosphonate est alors mis en réaction en « un pot » avec de la 6-méthyl-5-heptén-2-one
pour former le 1-[13C]-3,7-diméthylocta-2,6-diénenitrile 1-[**C]-37 avec un rendement de 97
%. Le composé 1-[*3C]-37 est alors réduit puis hydrolysé pour former le citral 1-[**C]-31 avec

un rendement de 67 %.

La synthese du citral marqué en position 3 s’articule également autour de la formation du

3,7-diméthylocta-2,6-diénenitrile 37, cette fois marqué au carbone 13 en position 3.
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Figure 18 : Synthése du citral marqué au Bcen position 3.

La premiére étape de cette synthése consiste en la formation du 1—[13C]—5—méthylhex—4-
eénenitrile [*3C]-38 par substitution nucléophile entre du cyanure de sodium marqué au
carbone 13 et du 5-bromo-2-méthylpent-2-éne. Le composé [*3C]-38 a ainsi pu étre obtenu
avec un rendement de 88 %. Apres réaction de cette molécule avec du méthyllitium puis
hydrolyse en milieu acide, la 2-[**C]-6-méthyl-5-heptén-2-one est obtenue et une oléfination
de type Horner-Wadworth-Emmons a été effectuée sur le brut réactionnel pour mener au 3-
[13C]-3,7-diméthylocta-2,6-diénenitriIe 3-[*3C]-37 avec un rendement de 37 %. Aprés
réduction de ce composé par de I’hydrure de diisobutylaluminium suivie d’une hydrolyse, le

citral 3-[*3C]-31 a été obtenu avec un rendement de 71 %.

Les rendements globaux pour les synthéses du citral marqué au carbone 13 en position 1 et

en position 3 sont de 65 % et de 23 % respectivement.

Une étude de la réactivité du citral 1-[**C]-31 et 3-[**C]-31 vis-a-vis du glutathion, du peptide
cystéine ainsi que du peptide lysine a été entreprise par Mutschler et al..” Les adduits
formés entre le citral marqué au carbone 13 en position 1 et les différents peptides sont

répertoriés dans la Figure 19.
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Figure 19 : Adduits observés par Mutschler entre 1-[13C]-31 et GSH, Pep-Cys et Pep—Lys.29

La Figure 20 montre les adduits observés lors de I'étude de la réactivité du citral marqué en

position 3.%
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Figure 20 : Adduits observés par Mutschler entre 3-[**C]-31 et GSH, Pep-Cys et Pep-Lys.29

I.4. Synthése de I’aldéhyde cinnamique marqué au **C en position 1 et en

position 3 et étude précédente de réactivité

La synthese de I'aldéhyde cinnamique marqué en position 1 est montrée dans la Figure 21.
La premiere étape de cette synthése consiste en une réaction de Horner-Wadworth-
Emmons entre le phosphonate [*3C]-36 et le benzaldéhyde. Le brut réactionnel est utilisé tel
qguel pour la suite de la synthése. Une réduction a 'aide d’hydrure de diisobutylaluminium
suivie d’'une hydrolyse permet d’obtenir I'aldéhyde cinnamique marqué en position 1 avec

un rendement global de 52 % sur les deux étapes.
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Figure 21 : Synthése de I'aldéhyde cinnamique marqué au Bcen position 1.

La synthése de I'aldéhyde cinnamique marqué en position 3 differe tres peu de celle vue
précédemment. En effet, seule la molécule permettant I'introduction du carbone 13 change.
Ici, c’est le benzaldéhyde marqué au carbone 13 en position 1 qui permet I'obtention du
marquage en position 3 sur I'aldéhyde cinnamique. Le rendement global de cette synthese

est de 44 % sur deux étapes.

13
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LDA o] 13C\ 7 DIBALH A YA
A : N7 omaw 0

¢N —_—
o (EtO)zP\/ Tampon tartrique

44.%

36 3-[*3¢]-39 3-[13¢)-32
Figure 22 : Synthése de I'aldéhyde cinnamique marqué au Bcen position 3.
Les adduits observés par Mutschler lors de I’étude de la réactivité de I'aldéhyde cinnamique

marqué au carbone 13 en position 1 vis-a-vis des peptides modeles sont répertoriés dans la

Figure 23.%°
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Figure 23 : Adduits observés par Mutschler entre 1-[13C]-32 et GSH, Pep-Cys et Pep-Lys.29

La Figure 24 montre les adduits observés, lors de I'’étude de Mutschler, entre I'aldéhyde

cinnamique marqué au carbone 13 en position 3 et les peptides modéles.?
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Figure 24 : Adduits observés par Mutschler entre 3-[**C]-32 et GSH, Pep-Cys et Pep-Lys.29
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Il. Etudes de la réactivité de mélanges d’aldéhydes

lll.1. Méthodologie

La méthodologie utilisée lors de ces études est similaire a celle décrite dans le chapitre 1 lors
de I'étude du mélange MI/MCI. En effet, dans un premier temps, les études mécanistiques
ont été réalisées en utilisant les mémes conditions expérimentales a savoir, un mélange

équimolaire d’aldéhydes a été mis en réaction avec une méme quantité de peptide.

Les mélanges étudiés ici sont les différentes possibilités de mélanges binaires entre le citral,
I’hydroxycitronellal et I'aldéhyde cinnamique. Plus précisément, trois mélanges ont été
envisages :

- hydroxycitronellal-citral : [*C]-30/1-[**C]-31 et [**C]-30/3-[*3C]-31

- hydroxycitronellal-aldéhyde cinnamique : [3c]-30/1-[*3C]-32 et [*3C]-30/3-[*3C]-32

- citral-aldéhyde cinnamique : 1-[**C]-31/1-[**C]-32 et 3-[**C]-31/3-[**C]-32

I11.2. Réactivité des mélanges d’aldéhydes vis-a-vis du glutathion

111.2.1. Réactivité du mélange hydroxycitronellal-citral

Aspects mécanistiques

Dans un premier temps, une étude de la réactivité de chaque aldéhyde vis-a-vis du
glutathion a été menée séparément. Cette étude préliminaire a eu pour but de déterminer
les déplacements chimiques de RMN caractéristiques des différents adduits susceptibles de
se former lors de I’étude ultérieure de la réactivité du mélange. Ces déplacements chimiques

ont tout d’abord été comparés a ceux observés lors des études conduites par Mutschler et
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29,31
I.

par Merckel et a Les résultats obtenus sont résumés dans la Figure 25 et concordent

généralement bien avec ceux obtenus lors des études précédentes.
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e SG S G
\O 13¢ 3¢ ) 3¢
GSH “OH \I NG
—_—
OH
OH OH OH
[*3¢]-30
[*3c]-40 [*3¢l-41 [*3c)-42
G
13 /‘ \
Ul SG S NH
0 13(: 13(|:
GSH o OH
—>
1-[*3¢)-31
1-[13¢)-43 1-[*3C)-44
N
SG S NH OH SG
\Bé \Bé\)\ \13 l \)\
C
GSH \/\0 oH OH
3-[B3c]-43 3-[3C]-44 3-[%cl-45
Molécule 513C(ppm) Molécule 513C(ppm) Molécule 513C(ppm)
*c]-30 207,1 | 1-[*c]-31 193,1-193,8 | 3-[*C]-31 168,1-168,5
[*cl-40 75,3-77,3 | 1-[**c]-43 204,7 | 3-[c]-43 53,5
*cl-a1 65,9-66,6 | 1-[C]-44 67,8-68,9 | 3-[°cl-a4 45,3
[*cl-42 177 3-[*cJ-45 70,5

Figure 25 : Réactivité individuelle de [13C]—30 etde [13C]—31 vis-a-vis du GSH : adduits formés et déplacements

chimiques caractéristiques (9.

Dans le cas de I’hydroxycitronellal, trois adduits [**C]-40, [°C]-41 et [**C]-42 se forment par
réaction avec le glutathion, en accord avec les études conduites auparavant. Dans le cas du
citral, la formation des adduits [*3C]-43 et [*3C]-44 est observée que 'on suive la réactivité du

citral marqué en position 1 ou en position 3 comme décrit auparavant. Dans le cas de nos
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études nous avons également observé la formation de I'adduit 3-[**C]-45 non décrit par
Merckel et al..** Dans leurs conditions expérimentales utilisant un large excés de peptide ils
avaient mis en évidence la formation de I'adduit 46. Dans nos conditions expérimentales
utilisant une quantité équimolaire de substrats, il est normal que la formation de 46 n’ait pas
été détectée.

G SG

OH

46

Figure 26 : Adduit observé entre le citral et le GSH par Merckel et al. >

En plus de la formation des trois adduits [13C]—40, [13C]—41 et [13C]—42, issus de la réactivité de
[3C]-30, I'étude mécanistique lorsque les deux aldéhydes, I’hydroxycitronellal et le citral, se
trouvent dans un mélange équimolaire en présence de glutathion a montré I'apparition d’un
signal de RMN a 89,4 ppm correspondant a un autre composé, [3C]-47, qui est la forme
hydratée de I’hydroxycitronellal.

OH

SoH
OH
[*3c)-47

Figure 27 : Structure du composé [13C]-47.

La Figure 28 montre le suivi par RMN du carbone 13 de la réactivité entre le mélange [*C]-

30/1-[*3C]-31 et le glutathion.
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Figure 28 : Spectres de RMN du B3¢ de la réaction [C]-30/1-[*C]-31/GSH 2 0 et 3 30 jours.

Lors de I’étude de la réactivité du mélange, I'hydroxycitronellal méne a la formation de trois
adduits. Les signaux de I'adduit de type hémithioacétal [**C]-40 a 75,3-77,3 ppm, observé
lors de la premiere expérience de RMN, résulte en I'addition nucléophile du groupement
thiol du glutathion sur le carbonyle de I’hydroxycitronellal. Lors du suivi par RMN de cette
réaction, le signal caractéristique de ce composé disparait au profit de deux nouveaux
sighaux a 65,9-66,6 ppm correspondant a I'adduit cyclisé [*3C]-41. Ce composé provient
d’une attaque ultérieure du groupement amine de ce méme peptide sur ce méme carbone.
La Figure 29 montre le mécanisme réactionnel menant a la formation de ces deux adduits.
En plus de ces deux adduits, un signal faible a 177 ppm a pu étre observé durant cette étude
mécanistique. Ce signal correspond a la formation de I'adduit [3C]-42 de type base de Schiff

entre le glutathion et I’"hydroxycitronellal.
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Figure 29 : Mécanisme réactionnel entre [13C]-30 et le GSH menant a la formation des adduits [13C]-40 et [BC]-

41.

Le citral 1-[*3C]-31, guant a lui, mene dans ces conditions a la formation de deux adduits
avec le glutathion. Des la premiere expérience de RMN, un signal a 204,7 ppm
correspondant a l'adduit 1-[*3C]-43 et résultant de I'attaque du groupement thiol du
glutathion en position de Michael du citral est observé. Par la suite, ce signal disparait au
profit de nouveaux signaux entre 67,8 et 68,9 ppm caractéristiques de I'adduit 1-[*3C]-44 issu
de l'attaque intramoléculaire du groupement amine du glutathion sur la position 1 de
I’adduit 1-[*3C]-43. La formation d’adduits cycliqgues similaires a 1-[*3C]-44 entre le citral et la

/.28

cystéine ont déja été décrits par Starkenmann et a La Figure 30 montre le mécanisme

réactionnel menant a la formation de ces deux adduits.

S G
At N
5G \ S NH
13 13 13
C C c
N0 o “oH
+ G—SH ——— E——

1-[*3¢]-31 1- [*3¢)-43 1-[*3c]-44

Figure 30 : Mécanisme réactionnel entre 1-[13C]-31 et le GSH menant a la formation des adduits 1-[13C]-43 et1-

[*c)-44.

La Figure 31 montre le suivi de la réactivité entre le mélange [13C]—30/3—[13C]—31 et le

glutathion.
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Figure 31 : Spectres de RMN du B3¢ de la réaction [C]-30/3-[*C]-31/GSH 2 0 et 3 30 jours.

Les mémes observations peuvent étre faites lors de I'étude de la réactivité du mélange
d’aldéhydes [**C]-30/3-[*3C]-31 envers le glutathion que lors de I'étude précédente. De plus,
cette étude nous a permis de confirmer les résultats obtenus précédemment. En effet, les
adduits formés par I’hydroxycitronellal sont dans les deux cas identiques. De plus, le
marquage au carbone 13 en position 3 du citral a permis de confirmer les structures des
adduits observés entre cet aldéhyde et le glutathion, et également d’identifier un adduit 3-
[*3C]-45 issu d’une attaque nucléophile du groupement thiol du glutathion au niveau de la

fonction carbonyle du citral.

Aspects cinétiques

Deux courbes représentant les intégrations relatives des signaux de RMN du carbone 13

caractéristiques des composants du mélange [**c]-30/1-[*C]-31 d’une part, et [**C]-30/3-

[3C]-31 d’autre part, ont été tracées en fonction du temps de réaction. Les deux courbes
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apportant les mémes informations sur la cinétique de la réaction entre le mélange

hydroxycitronellal/citral et le glutathion, seule une courbe sera discutée dans cette partie.

La Figure 32 représente les pourcentages d’hydroxycitronellal et de citral marqué en position
1 présents dans le milieu réactionnel en fonction du temps lors de la réaction entre le

mélange [*C]-30/1-[*3C]-31 et le glutathion.
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Figure 32 : Courbe représentant I'évolution en fonction du temps de la concentration de [*c]-30 et de

1-[13C]-31 lors de la réaction entre le mélange et le GSH.

Cette courbe nous renseigne sur la réactivité de 1-[C]-31 avec le glutathion mais indique
également la non réactivité de [**C]-30 avec ce méme peptide. En effet, le signal
caractéristique de I’"hydroxycitronellal reste inchangé apres 30 jours de suivi cinétique de la
réaction bien que I'on observe I'apparition de certains adduits lors de I’étude mécanistique.
La faible réactivité entre [C]-30 et le glutathion montre que ce peptide est
préférentiellement consommé par 1—[13C]—31. Le mélange se comporte, en conséquence, a la
vue de la grande différence de réactivité entre [3C]-30 et 1-[*3C]-31, comme si le citral était

le seul produit réactif présent.
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I11.2.2. Réactivité du mélange hydroxycitronellal-aldéhyde cinnamique

Aspects mécanistiques

La réactivité de I’hydroxycitronellal vis-a-vis du glutathion ayant été discutée dans la section
précédente, seule une étude préliminaire de la réactivité de I'aldéhyde cinnamique seul en
solution vis-a-vis du glutathion a été entreprise. Les adduits observés ainsi que leurs

déplacements chimiques caractéristiques sont répertoriés dans la Figure 33.

SG SG <|)H
13 13
C C
1-[*3¢]-32 1-[*3c]-48 1-[3c]-49
SG ?G OH
13 13 13
—»
3-[*3c]-32 3-[*3c)-48 3-[*3c)-49
Molécule "¢ (ppm) | Molécule "¢ (ppm)
1-[*c]-32 197,5 | 3-[**c]-32 155,0
1-["c]-48 203,2 | 3-["cJ-48 41,8-42,2
1-[**c]-49 88,2 | 3-[**cl-49 44,6-45,2

Figure 33 : Réactivité de [**C]-32 vis-a-vis du GSH : adduits formés et déplacements chimiques caractéristiques
(9.

Cette étude préliminaire a montré la formation des deux mémes adduits entre le glutathion
et I'aldéhyde cinnamique en utilisant les deux positions de marquage. Ces adduits, issus
d’une attaque nucléophile du groupement thiol du glutathion au niveau de la position dite

de Michael de I'aldéhyde cinnamique, concordent avec ceux décrits dans la littérature.

La Figure 34 montre le suivi par RMN de la réactivité entre le mélange [*3C]-30/1-[3C]-32 et
le glutathion, ainsi que I'apparition/disparition des signaux de RMN du carbone 13

caractéristiques des adduits observés lors de cette étude.
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Figure 34 : Spectres de RMN du B3¢ de la réaction [C]-30/1-[C]-32/GSH 3 O et & 21 jours.

L’étude de la réactivité de ce mélange a montré la formation des deux mémes adduits [3c)-
40 et [3C]-42 entre le glutathion et I’hydroxycitronellal aussi observés lors de I'étude de la
réaction [**C]-30/1-[**C]-31/GSH. Deux autres signaux de RMN a 203,2 ppm et & 88,2 ppm
correspondant respectivement aux adduits 1-[*3C]-48 et 1-[*3C]-49 ont été observés. L’adduit
1-[*3C]-48 est issu de I'attaque nucléophile du groupement thiol du glutathion sur la position
de Michael de I'aldéhyde cinnamique. Cet adduit est en équilibre dans le milieu réactionnel
avec sa forme hydratée 1-[**C]-49. Le mécanisme de formation de ces composés est montré

dans la Figure 35.
/_\ G 6 OH
C NN, Y O)\}ac\o H,0 O)\/BC\OH
1-[B3¢)-32 1-[13¢]-48 1-[13C]-49

Figure 35 : Mécanisme réactionnel entre 1-[13C]-32 et le GSH menant a la formation des adduits 1—[13C]-48 etl-

[*c)-49.
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La Figure 36 montre le suivi par RMN du carbone 13 de la réaction [3C]-30/3-[3C]-32 et le

glutathion ainsi que les signaux caractéristiques des adduits formés lors de cette étude.
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Figure 36 : Spectres de RMN de C de la réaction [°C]-30/3-["°C]-32/GSH 3 0 et & 21 jours.

L'étude de la réactivité du mélange [*3C]-30/3-[*3C]-32 vis-a-vis du glutathion a montré la
formation des mémes adduits entre I'hydroxycitronellal et ce peptide. De plus, le marquage
au carbone 13 en position 3 de l'aldéhyde cinnamique lors de cette réaction a permis de
confirmer la formation des adduits [°C]-48 et [3C]-49. En effet, les corrélations
hétéronucléaires *H-"3C observées dans ce cas correspondent bien a celles obtenues lors de
I’étude de cette réaction avec un marquage au carbone 13 en position 1 de I'aldéhyde

cinnamique.

Aspects cinétiques

La Figure 37 montre les quantités d’hydroxycitronellal et d’aldéhyde cinnamique présentes

dans le milieu réactionnel au cours du temps.
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Figure 37 : Courbe représentant I'évolution en fonction du temps de la concentration de [13C]-30 et de

1—[13C]—32 lors de la réaction entre le mélange et le GSH.

Cette courbe montre que I’hydroxycitronellal semble peu réagir avec le glutathion alors que
I'aldéhyde cinnamique réagit trés rapidement avec ce méme peptide. Cependant, cette
courbe montre également que la quantité présente d’aldéhyde cinnamique dans le milieu se
stabilise dés le quatrieme jour de réaction autour de 60 % sans subir de plus amples
variations par la suite. Ce comportement indique la présence d’un équilibre entre I'adduit 1-
[*3C]-48 et I’aldéhyde cinnamique. En effet, cet adduit est issu d’une addition dite de Michael

et il est bien connu que ce type de réaction est réversible.

111.2.3. Réactivité du mélange citral-aldéhyde cinnamique

Aspects mécanistiques

La réactivité individuelle de ces deux aldéhydes vis-a-vis du glutathion ayant été discutée
dans les sections I11.2.1 dans le cas du citral et 111.2.2 dans le cas de I'aldéhyde cinnamique,
seule la réactivité du mélange sera discutée dans cette section. Deux études ont été menées,

I'une en s’intéressant a la réactivité du mélange citral/aldéhyde cinnamique portant tous les
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deux un marquage au carbone 13 en position 1, et une autre avec ces mémes molécules

portant cette fois un marquage au carbone 13 en position 3.

La Figure 38 montre le suivi par RMN du carbone 13 de la réactivité entre le mélange 1-[*>C]-

31/1-[**C]-32 et le glutathion.
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Figure 38 : Spectres de RMN du °C de la réaction 1-[°C]-31/1-[°C]-32/GSH 4 0 et & 37 jours.

Les adduits observés lors de cette étude sont, pour le citral et pour I'aldéhyde cinnamique,
similaires a ceux identifiés précédemment. En effet, les signaux a 203,2 ppm, 88,2 ppm et
entre 67,8 ppm et 68,6ppm sont caractéristiques des adduits 1-[*3C]-48, 1-[C]-49 et 1-[*C]-
44 respectivement. La formation de ces composés est en accord complet avec les
mécanismes proposés dans les sections précédentes (Figures 30 et 35). Il est également

intéressant de noter que le citral a totalement réagit avec ce peptide au bout de 37 jours.

La Figure 39 montre I'étude de la réactivité du mélange de ces deux aldéhydes marqués au

carbone 13 en position 3 vis-a-vis du glutathion.
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Figure 39 : Spectres de RMN du °C de la réaction 3-[°C]-31/3-[*C]-32/GSH 4 0 et & 37 jours.

Cette étude confirme les résultats obtenus précédemment. En effet, les déplacements
chimiques du carbone 13 ainsi que les corrélations hétéronucléaires *H-">C observées ici
correspondent bien aux adduits 3-[*3C]-48, 3-[*3C]-49 et 3-[**C]-45. De plus, I'adduit 3-[¢]-

43 menant au composé 3-[*3C]-44 est également observé lors du suivi mécanistique de cette

réaction.

Aspects cinétiques

La Figure 40 représente les quantités de citral et d’aldéhyde cinnamique présentes dans le

milieu durant la réaction 1-[*3C]-31/1-[*3C]-32/GSH.
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Figure 40 : Courbe représentant I'évolution en fonction du temps de la concentration de 1-[®C]-31 et de

1-[13C]-32 lors de la réaction entre le mélange et le GSH.

Cette courbe, représentant la consommation de citral et d’aldéhyde cinnamique par le
glutathion en fonction du temps, montre deux zones distinctes. Dans un premier temps,
entre t = 0 et t = 7 jours, I'aldéhyde cinnamique réagit plus rapidement que le citral.
Cependant, la quantité de 1—[13C]—32 présent dans le milieu se stabilise rapidement aux
alentours de 60 %. Ensuite, apres ce délai, la quantité résultante de citral, dont la diminution

était plus réguliere, continue a étre consommeée par le glutathion.

Il est intéressant de noter ici que les consommations d’aldéhyde cinnamique et de citral lors
de cette étude sont similaires a celles observées lors des études cinétiques en présence
d’hydroxycitronellal. En effet, dans les deux cas, la quantité d’aldéhyde cinnamique diminue
rapidement dans les premiers jours pour se stabiliser a 60 % de la quantité initiale dés le
guatrieme jour aprés quoi, du fait de la consommation du peptide par le citral, cette
guantité augmente sensiblement avec le temps. De plus, I’évolution de la quantité de citral
présente dans le milieu évolue également de la méme facon qu’il soit en mélange avec

I’hydroxycitronellal ou avec I'aldéhyde cinnamique.
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111.3. Réactivité des mélanges d’aldéhydes vis-a-vis du peptide cystéine

111.3.1. Réactivité du mélange hydroxycitronellal-citral

Aspects mécanistiques

Des études préliminaires portant sur la réactivité de I’hydroxycitronellal d’'une part, et celle
du citral d’autre part, vis-a-vis du peptide cystéine ont été menées afin d’identifier les
différents adduits susceptibles de se former lors de I'étude de la réactivité du mélange de
ces deux aldéhydes. Les adduits observés ainsi que leurs déplacements chimiques du

carbone 13 caractéristiques sont répertoriés dans la Figure 41.

?—Cys—Pep
13 13
C C
N\, [,
Pep-Cys OH SN-Cys-Pep
—_—
OH OH
[*3¢c]-30
[*3c)-s0 [*3¢)-51
S-Cys-Pep 13c\/\0 ?—Cys—Pep
~N
13 13C
Pep-Cys C%o Pep-Cys Y
_— | —_—
1-[13¢)-31 3-[13¢)-31
1-[13¢)-52 3-[3¢)-52
Molécule Jlac(ppm) Molécule 613C(ppm) Molécule 613C(ppm)
[*c]-30 207,1 | 1-[*c]-31 193,1-193,8 | 3-[**C]-31 168,1-168,5
[*c]-50 76,3 | 1-[*c]-52 204,4 | 3-[*c]-52 46,7
[*cl-51 161

Figure 41 : Réactivité individuelle de [13C]-30 et de [13C]-31 vis-a-vis du Pep-Cys : adduits formés et

déplacements chimiques caractéristiques (J).
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Les adduits formés lors de ces études correspondent a ceux décrits dans la littérature et sont
analogues a ceux identifiés dans les sections précédentes concernant la réactivité avec le
glutathion. En effet, ils résultent pour la plus part d’une attaque nucléophile du groupement
thiol du peptide cystéine soit sur la position de Michael dans le cas du citral, soit sur la
fonction carbonyle dans le cas de I’hydroxycitronellal. Aussi, en présence du peptide
cystéine, un autre adduit, de type imine a pu étre identifié. Il s’agit du composé [**C]-51, issu
d’une attaque nucléophile du groupement amine de I'arginine du peptide cystéine sur la

fonction de Michael de I’hydroxycitronellal.

La Figure 42 montre le suivi par RMN du carbone 13 de la réactivité entre le mélange [3c)-

30/1-[*3C]-31 et le peptide cystéine.
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Figure 42 : Spectres de RMN du B¢ de la réaction [13C]-30/1-[13C]-31/Pep-Cys aOeta30jours.

Hormis les signaux caractéristiques des aldéhydes [3C]-30 et 1-[**C]-31, deux autres signaux
apparaissent a 204,4 ppm et a 89,5 ppm. Ils correspondent respectivement a I’adduit 1-[**C]-
52, provenant de l'attaque nucléophile du groupement thiol du peptide cystéine sur la
position de Michael de 1-[*3C)-31, et a la forme hydratée de I'"hydroxycitronellal [c)-47.
Aucune évolution de la réaction n’a pu étre observée par la suite. La Figure 43 montre le

mécanisme de formation de I'adduit 1-[*3C]-52.
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Figure 43 : Mécanisme réactionnel entre 1-[13C]-31 et Pep-Cys menant a la formation de I'adduit 1—[13C]-52.

La Figure 44 montre le suivi de la réactivité entre le mélange [**C]-30/3-[*3C]-31 et le peptide

cystéine.
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'I'p'thlm' 1’]}'\ ‘*\"k‘ ! 'll"“'ﬂv"‘\( "«\\ ,"“M *\Pr‘qr M‘f f"‘lj
3131 L
[13¢]-47
J t-Bu-OH
t=0 JW\J . K s JL E &
[13c]-30
t-Bu-OH
CD,CN 3.[13C)-52 u
l
\ ‘h‘\ (.
it A
ot
3-[13¢]-31
[3cl-47
‘ t-Bu-OH
t=30) | P . - . Lol 1
IQIWUHII’_’IOOV",1|90II"1'80'I"1[70‘II'1IEOHII1I\’)CI"HIIAO‘i"\'i?D"”WIZOI K1‘I0I '1‘00""9‘0”";0' I7IOII,I/£0' IéO 'JIOI 'flﬂ

Figure 44 : Spectres de RMN de la réaction [13C]-30/3-[13C]-31/Pep-Cys aOeta30jours.

Le suivi par RMN de cette réaction confirme les résultats obtenus précédemment. En effet, a
nouveau, un seul adduit issu de la réactivité du citral envers le peptide cystéine, [**C)-52, a
pu étre observé. Aussi, dans ces conditions, I’hydroxycitronellal ne méne a la formation que

d’un composé, [*3C]-47, |a forme hydratée de cet aldéhyde.
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Aspects cinétiques

La Figure 45 montre I'évolution des quantités de 1-[**C]-31 et de [*3C]-30 au cours de la

réaction entre le mélange de ces deux molécules et le peptide cystéine.
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Figure 45 : Courbe représentant I'évolution en fonction du temps de la concentration de [*c]-30 et

1-[*C]-31 lors de la réaction entre le mélange et le Pep-Cys.

Cette courbe confirme bien les résultats observés lors de I'étude mécanistique de cette

réaction. En effet, seule la quantité présente dans le milieu réactionnel de 1-[*3C]-31 diminue

avec le temps, la concentration en [*3C]-30 restant constante tout au long de cette étude. Le

peptide cystéine semble réagir préférentiellement avec 1-[**C]-31. Il pourrait étre considéré

gue le mélange se comporte d’un point de vue réactionnel comme si le citral était seul en

solution.
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111.3.2. Réactivité du mélange hydroxycitronellal-aldéhyde cinnamique

Aspects mécanistiques

Une étude préliminaire portant sur la réactivité de I'aldéhyde cinnamique vis-a-vis du
peptide cystéine a été entreprise. Les adduits alors observés ainsi que leurs déplacements

chimiques du carbone 13 caractéristiques sont répertoriés dans la Figure 46.

Pep-Cys-S Pep-Cys-S OH

I
13 13
= O)\/C\o “on
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1-[*3¢)-53 1-[*3¢)-54
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3-[*3c]-32 3-[*3c]-53 3-[13¢)-54
Molécule "¢ (ppm) | Molécule 0" (ppm)
1-[%c]-32 197,5 | 3-[c]-32 155
1-[*c]-53 202,7 | 3-[*c]-53 41,9
1-[*c]-54 88,2 | 3-[°C]-54 44,6-44,7

Figure 46 : Réactivité de [**C]-32 vis-a-vis du Pep-Cys : adduits formés et déplacements chimiques

caractéristiques (J).

Lors de cette étude préliminaire, la formation d’un seul adduit [3C]-53 a été observé par
réaction entre I'aldéhyde cinnamique et le peptide cystéine. Les déplacements chimiques du
carbone 13 caractéristiques de cet adduit sont 202,7 ppm pour le groupement carbonyle (1-
[3C]-53) et 41,9 ppm pour le carbone en position 3 portant le peptide cystéine (3-[**C]-53).

La forme hydratée de cet adduit a également pu étre observée.
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La Figure 47 montre le suivi par RMN du carbone 13 de la réaction entre le mélange [**C]-

30/1-[**C]-32 et le peptide cystéine.
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Figure 47 : Spectres de RMN du °C de la réaction [°C]-30/1-[°C]-32/Pep-Cys a 0 et a 20 jours.

Cette étude montre Iapparition de ladduit 1-[**C]-53 ainsi que sa forme hydratée
1-[**C]-54 dés la premiere expérience de RMN. Cependant, tout au long du suivi de cette
réaction aucun adduit provenant de la réactivité de I’hydroxycitronellal n’a pu étre observé.
L’adduit 1-[*3C]-53 est issu de I'attaque nucléophile du groupement thiol du peptide cystéine
sur la position de Michael de I’'aldéhyde cinnamique. Cet adduit est soumis a un équilibre en

milieu aqueux avec sa forme hydratée 1-[*3C]-54 (Figure 48).

- Pep-Cys-S Pep-Cys-S ?H
AN C\O \ Be H,0 BC
+ Pep-CysSH —= Ng ~— OH
1-[13c)-32 1{3c]-53 1-[4cl-54

Figure 48 : Mécanisme réactionnel entre 1-[13C]-32 et Pep-Cys menant a la formation des adduits 1-[13C]-53 et

1-[*c]-54.
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Les signaux caractéristiques de ces deux composés adduits 1-[**C)-53 et 1-[C]-54
disparaissent au bout de 20 jours de réaction. Il est possible a la vue de cette étude que
I'aldéhyde cinnamique forme trés rapidement avec le peptide cystéine un adduit instable qui
pourrait se dissocier au cours du temps au profit des deux composés précurseurs. Il a en
effet été montré par Esterbauer et al.*®> qu’un équilibre s’établit entre les aldéhydes a,B-
insaturés et leurs adduits avec le glutathion. Il a également été montré que le temps de
demi-vie de ces adduits varie énormément en fonction des aldéhydes étudiés. Il est alors
probable que I'aldéhyde 1-[*3C]-32 réagisse trés rapidement avec le peptide cystéine pour
former I'adduit 1—[13C]-53 et que celui-ci, du fait de sa faible stabilité dans les conditions de

I’étude, se dissocie en aldéhyde cinnamique d’une part et en peptide cystéine d’autre part.

La Figure 49 montre le suivi de la réaction entre le mélange [**C]-30/3-[*3C]-32 et le peptide

cystéine.
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Figure 49 : Spectres de RMN du “°C de la réaction [°C]-30/3-["°C]-32/Pep-Cys a 0 et a 20 jours.

Ces expériences ont corroboré les observations faites lors de I'étude de la réactivité du

mélange [*3C]-30/1-[*3C]-32 vis-a-vis du peptide cystéine. En effet, les mémes adduits [**C]-
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53 et [**C]-54 ainsi que le produit d’hydrolyse de [**C]-30 sont formés dans les deux cas. De
plus, les signaux caractéristiques de 3-[*3C]-53 et de 3-[*3C]-54 disparaissent également au

bout de 20 jours de réaction.

Afin de mieux comprendre le pourquoi d’une telle disparition, une étude cinétique de la

réaction [3C]-30/[*3C]-32/Pep-Cys a été entreprise.

Aspects cinétiques

La Figure 50 montre I'évolution des quantités de 1-[*3C]-32 et de [**C]-30 au cours de la

réaction entre le mélange de ces deux molécules et le peptide cystéine.
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Figure 50 : Courbe représentant I'évolution en fonction du temps de la concentration de [13C]-30 et de

1-[*C]-32 lors de la réaction entre le mélange et le Pep-Cys.

Cette courbe représentant I'évolution de la quantité présente dans le milieu réactionnel de
[3C]-30 et de 1-[**C]-32 en fonction du temps lors de la réaction entre le mélange de ces
deux molécules avec le peptide cystéine, montre une forte augmentation de l'intensité du
signal RMN du carbone 13 caractéristique de I'aldéhyde cinnamique au cours du suivi

cinétique de la réaction. Cette augmentation est certainement due a une dissociation des
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adduits observée précédemment. En effet, I'expérience dite « t = 0 » reflétant réellement la
guantité des composés étudiés durant la premiére heure de la réaction, il se peut que le
maximum de réactivité entre I'aldéhyde cinnamique et le peptide cystéine ait été déja
atteint et que I'on assiste durant le reste de I’étude a la dissociation des adduits observés au

début de I’étude mécanistique.

Afin de compléter ces résultats et de mieux comprendre les phénomenes mis en jeu au
début de cette réaction, une nouvelle étude cinétique a du étre effectuée en enregistrant
cette fois un spectre de RMN du carbone 13 du mélange réactionnel non plus tous les jours

comme précédemment mais toutes les deux heures pendant trois jours (Figure 51).
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Figure 51 : Courbe représentant I'évolution pendant 3 jours de la concentration de [**c]-30 et de 1-[**C]-32 lors

de la réaction entre le mélange et le Pep-Cys. Mesures réalisées toutes les deux heures.

Ces expériences ont montré que, en effet, 1-['3C]-32 réagit trés rapidement avec le peptide
cystéine dans les premiéres heures de I'étude. Une fois I’équilibre atteint, la concentration
dans le milieu en 1-[*3C]-32 commence & augmenter lentement avec le temps ce qui rejoint
les observations faites précédemment. La dissociation des adduits entre I'aldéhyde

cinnamique et le peptide cystéine est certainement due a une dimérisation du peptide
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déplacant I’équilibre vers la formation d’aldéhyde cinnamique. De plus, cette expérience
permet également de déterminer les quantités de 1-[**C]-32 et de [**C]-30 dans le milieu
apres 24 heures (temps de lecture du DPRA) de réaction avec le peptide cystéine. Celles-ci

sont de 60 % environ pour 1-[**C]-32 et de 95 % pour [**c]-30.

111.3.3. Réactivité du mélange citral-aldéhyde cinnamique

Aspects mécanistiques

Les études préliminaires de la réactivité de ces deux molécules séparément vis-a-vis du
peptide cystéine ayant déja été discutées dans les sections précédentes (l1.3.1 et 111.3.2),
I’étude de la réactivité du mélange 1-[**C)-31/1-[*C]-32 3 été entreprise directement. La
Figure 52 montre le suivi par RMN de la réactivité de ce mélange envers le peptide cystéine.
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Figure 52 : Spectres de RMN du B¢ de la réaction 1-[13C]-31/1-[13C]-32/Pep-Cys aOeta36jours.
L'étude de ces spectres montre la formation des adduits 1—[13C]—53 et 1—[13C]—54 des la
premiere expérience, puis la disparition de leurs signaux caractéristiques avec le temps.

Apres 36 jours de réaction, le signal caractéristique de 1-[3C]-31 semble s’étre affaiblit sans
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gu’aucun nouveau signal n’apparaisse sur les spectres de RMN. La raison de la disparition
des signaux caractéristiques des adduits 1-[*3C)-53 et 1-[*3C]-54 avec le temps est la méme
que celle évoquée précédemment lors de I’étude du mélange
[3C]-30/1-[*3C]-32. En effet, les conditions expérimentales de ces deux expériences étant
similaires il est tout a fait logique que les observations faites se recoupent. De plus, les
mécanismes menant a la formation des adduits observés lors de cette étude ont également
été discutés.

Aussi, nous avons suivi la méme réaction en utilisant les composés portant un carbone

marqué en position 3.

La Figure 53 montre le suivi par RMN de la réactivité du mélange 3—[13C]—31/3—[13C]—32 envers

le peptide cystéine.
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Figure 53 : Spectres de RMN du °C de la réaction 3-[°C]-31/3-[*C]-32/Pep-Cys 4 0 et 36 jours.

Lors de cette étude, les mémes observations peuvent étre faites que lors de I'étude du

mélange de ces molécules marquées au carbone 13 en position 1. En effet, les mémes
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adduits 3-[*3C]-53 et 3-[*3C]-54 ont été observés lors des premiers spectres de RMN, puis

disparaissent lentement au cours du temps.

Aspects cinétiques

La Figure 54 montre |’évolution des quantités de 1-[*3C)-31 et de 1-[**C]-32 au cours de Ia

réaction entre le mélange de ces deux molécules et le peptide cystéine.
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Figure 54 : Courbe représentant I'évolution en fonction du temps de la concentration de 1-[13C]-31 et de

1-[13C]-32 lors de la réaction entre le mélange et le Pep-Cys.

Cette courbe montrant I’évolution de la concentration de 1-[*3C]-31 et de 1-[**C]-32 au cours
du temps a le méme aspect que celle concernant le mélange [*3C]-30/1-[*3C]-32. En effet,
aussi dans ce cas-ci, la concentration en aldéhyde cinnamique augmente sensiblement, ceci
étant certainement du a I'équilibre évoqué dans la section précédente entre |'aldéhyde
cinnamique et son adduit avec le peptide cystéine. Cependant, il est également intéressant
de noter que la concentration en 1-[**C]-31 diminue lentement avec le temps, ce qui indique
les adduits formés entre le citral et

que le peptide cystéine semblent étre

thermodynamiquement plus stables que ceux formés avec I'aldéhyde cinnamique.
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Une nouvelle étude a également été entreprise en suivant la cinétique de cette réaction non
plus jour aprés jour mais toutes les 30 minutes pendant deux jours. La Figure 55 montre la

courbe ainsi obtenue.
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Figure 55 : Courbe représentant I'évolution pendant deux jours de la concentration de 1-[C]-31 et de 1-[PC)-

32 lors de la réaction entre le mélange et le Pep-Cys. Mesures réalisées toutes les 30 minutes.

Cette courbe montre le méme profil que celle dans le cas de I'étude précédente. En effet, en
quelques heures 1-[**C]-32 atteint un maximum de réactivité avec le peptide alors que 1-
[*3C]-31 semble ne pas réagir pour ensuite diminuer lentement (Cf Figure 54). De plus, cette
expérience permet également de déterminer les quantités de 1-[C]-32 et de 1-[*C]-31
dans le milieu apres 24 heures (temps de lecture du DPRA) de réaction avec le peptide

cystéine. Celles-ci sont de 70 % environ pour 1-[**C]-32 et de 100 % pour 1-[*3C]-31.
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111.4. Réactivité des mélanges d’aldéhydes vis-a-vis du peptide lysine

111.4.1. Réactivité du mélange hydroxycitronellal-citral

Aspects mécanistiques

Des études préliminaires de la réactivité de ces deux aldéhydes envers le peptide lysine ont
été menées individuellement. Les adduits observés ainsi que leurs déplacements chimiques

du carbone 13 caractéristiques ont été répertoriés dans la Figure 56.

13C\ (i)H
\O 13 13
Cx C
Pep-Lys N-Lys-Pep NH-Lys-Pep
—>
OH
OH OH
[*3c]-30
[*3c]-55 [13c]-56
13
C
x o HO HO. ?H
™ 13C\ 13C\ 13¢
Pep-Lys SN-Lys-Pep SN-Lys-Pep SNH-Lys-Pep
—>
1-[*3¢)-31
1-[*3¢)-57 1-[*3¢)-58 1-[*3¢)-59

OH
131 HO\lgl HO\B I \)\
X C
\/\N—Lys-Pep \/\N-Lys-Pep NH-Lys-Pep

Pep-Lys
—>

3-[13¢]-31
3-[*3¢]-57 3-[*3c]-58 3-[*3¢]-59
Molécule Jlac(ppm) Molécule 613C(ppm) Molécule 613C(ppm)
[*cl-30 207,1 | 1-[3]-31 193,1-193,8 | 3-[**C]-31 168,1-168,5
[*c]-55 167,0 | 1-[*C]-57 160,5 | 3-[*C]-57 152,7
[*c]-56 65,1 | 1-[C]-58 162,3 | 3-[**]-58 48,0
1-[*c]-59 62,5-63,0 | 3-[C]-59 50,9

Figure 56 : Réactivité individuelle de [13C]—30 etde [13C]—31 vis-a-vis du Pep-Lys : adduits formés et

déplacements chimiques caractéristiques ().
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Ces études préliminaires ont montré la formation de trois adduits entre le citral et le peptide
lysine ainsi que de deux avec I’"hydroxycitronellal. La formation de ces adduits concorde avec

ceux décrits dans la littérature.

La Figure 57 montre le suivi par RMN du carbone 13 de la réaction entre le mélange [**C]-

30/1-[**C]-31 et le peptide lysine.
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Figure 57 : Spectres de RMN du B¢ de la réaction [13C]-30/1-[13C]-31/Pep-Lys aOeta8jours.

Lors de cette étude, le signal de RMN du carbone 13 caractéristique de [*3C]-30 est trés mal
résolu. Ceci est certainement du a l'utilisation de tampon acétate d’ammonium lors des
études avec le peptide lysine. En effet, on remarque ce méme phénomeéne dans toutes les

études contenant cet aldéhyde et le peptide lysine.

Dés la premiére expérience de RMN on observe la formation des deux adduits [**C]-55 et
[3C]-56 issus de la réactivité de I’hydroxycitronellal envers le peptide lysine, ainsi que la

forme hydratée de cet aldéhyde [3C]-47. Les signaux caractéristiques de ces adduits ainsi
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que de [**C]-30 ne semblent plus évoluer aprés cette premiére expérience. D’un autre coté,
ces spectres de RMN ont montré la formation de deux adduits 1-[*3C)-57 et 1-[*3C]-58 entre
le citral et le peptide lysine déja lors des premieres expériences de RMN réalisées, le signal
caractéristique de 1-[*3C]-59 n’apparaissant qu’aprés trois jours de réaction. Ces spectres
montrent également la disparition compléte du signal caractéristique de 1-[3C]-31 au bout

de huit jours de réaction avec le peptide lysine.

La Figure 58 montre les mécanismes réactionnels entre [C]-30 et le peptide lysine menant

a la formation des adduits observés.

(l)H
13 13
C\ 13(: C\
o SNH-Lys-Pep -H,0 SN-Lys-Pep
+ Pep-lysNH, — 3 _—
OH OH OH

[3¢)-30 [“c)-56 [**c)-55

Figure 58 : Mécanisme réactionnel entre [13C]-30 et Pep-Lys menant a la formation des adduits [13C]—55 et [BC]—

56.

La Figure 59 montre les mécanismes réactionnels entre 1—[13C]—31 et le peptide lysine

menant a la formation des adduits observés.
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Figure 59 : Mécanismes réactionnels entre 1-[13C]-31 et Pep-Lys menant a la formation des adduits [13C]—57,

[**C]-58 et [C]-59.

La Figure 60 montre le suivi par RMN du carbone 13 de la réaction entre le mélange [**C]-

30/3-[**C]-31 et le peptide lysine.
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Figure 60 : Spectres de RMN du B¢ de la réaction [13C]-30/3-[13C]-31/Pep-Lys aOeta8jours.
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Cette étude confirme bien les observations faites précédemment. En effet, les adduits
observés sont pour les deux aldéhydes identiques a ceux identifiés dans la section
précédente. Dées la premiere expérience de RMN les adduits [13C]—55 et [13C]—56, issus de la
réactivité de I"hydroxycitronellal vis-a-vis de ce peptide ainsi que la forme hydraté de cet
aldéhyde ont été observés. Deux autres signaux sont également apparus lors de
I’enregistrement de ce premier spectre. Les déplacements chimiques de ces signaux
correspondent aux adduits 3—[13C]—57 et 3—[13C]—58. Lors des expériences ultérieures, un

nouveau signal apparait a 50,9 ppm et correspond a la formation de I'adduit 3-[*3C]-59.

Aspects cinétiques

La Figure 61 montre I’évolution des quantités présentes dans le milieu réactionnel de [c)-
30 et de 1-[**C]-31 au cours de la réaction entre le mélange de ces deux molécules et le

peptide lysine.
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Figure 61 : Courbe représentant I'évolution en fonction du temps de la concentration de [*c]-30 et de

1-[**C]-31 lors de la réaction entre le mélange et le Pep-Lys.
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Cette courbe montre la disparition totale de 1-[**C]-31 au bout de huit jours de réaction avec
le peptide lysine et la faible consommation de [*C]-30. Cette faible consommation observée
est due a la formation des adduits [13C]—55 et [13C]—56 mais également a la mauvaise
résolution du signal de RMN de [*3C]-30. La disparition compléte de 1-[*3C]-31 montre que le
peptide réagit préférentiellement avec cet aldéhyde. D’une maniere plus globale, la

réactivité du mélange est due principalement a la présence de 1-[*C]-31 dans le milieu.

Afin d’avoir un apergu de la cinétique de la réaction dans les premiéres heures, une nouvelle
étude cinétique a été effectuée en enregistrant un spectre de RMN toutes les heures

pendant 30 heures.
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Figure 62 : Courbe représentant I’évolution pendant 30 heures de la concentration de [13C]-30 etde

1-[13C]-31 lors de la réaction entre le mélange et le Pep-Lys. Mesures réalisées toutes les 30 minutes.

Cette courbe montre la méme évolution que celle montrée dans la Figure 61 et permet
également la lecture des quantités de [3C]-30 et de 1-[**C]-31 présentes aprés 24 heures de
réaction avec le peptide. Ces concentrations sont d’environ 100 % et 40 % respectivement. ||
est intéressant de noter la distribution « chaotique » de points représentant les quantités de
[3C]-30. Elle est due a la trés mauvaise résolution du sighal de RMN du carbone 13

caractéristique de cette molécule.
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111.4.2. Réactivité du mélange hydroxycitronellal-aldéhyde cinnamique

Aspects mécanistiques

Une étude préliminaire de la réactivité de I'aldéhyde cinnamique vis-a-vis du peptide lysine a

été entreprise. Les adduits formés ainsi que leurs déplacements chimiques du carbone 13

caractéristiques sont répertoriés dans la Figure 63.
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%
1-[*3c]-60 1-[*3c]-61
1-[3¢]-32
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3-[*3]-32 OH OH OH
BC\)\ BC\)\
O/ NH-Lys-Pep O/ NH-Lys-Pep
3-[13¢)-62 3-[*3c]-63
Molécule "¢ (ppm) | Molécule "¢ (ppm)
1-[%c]-32 196,7 | 3-[c]-32 154,9
1-[*c]-60 164,0 | 3-[**c]-60 142,6
1-[®cJ-61 158,4 | 3-[c]-61 51,1
1-[®c]-62 68,4 | 3-[3C]-62 144,1
1-[*c]-63 72,0 | 3-["c]-63 56,9

Figure 63 : Réactivité individuelle de [**C]-32 vis-a-vis du Pep-Lys : adduits formés et déplacements chimiques

caractéristiques (J).
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Nous avons observé la formation de plusieurs adduits entre I'aldéhyde cinnamique et le
peptide lysine, dont deux bases de Schiff, [3C]-60 et [*3C]-61, ainsi gue les formes hydratées
de celles-ci, [**C]-62 et [**C]-63.

La Figure 64 montre le suivi par RMN du carbone 13 de la réaction entre le mélange [**C]-
30/1-[**C]-32 et le peptide lysine.
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Figure 64 : Spectres de RMN du B¢ de la réaction [13C]-30/1-[13C]-32/Pep-Lys aleta32jours.

Dés la premiére expérience de RMN, en plus des signaux caractéristiques de [3C]-30 et de 1-
[3C]-32, trois autres signaux apparaissent. lls correspondent aux adduits de type base de
Schiff des deux aldéhydes mis en réaction avec le peptide lysine, [**C]-55 dans le cas de
I’hydroxycitronellal et 1-[*C]-60 dans le cas de I'aldéhyde cinnamique, et a la forme
hydratée de [*3C]-30. Lors des expériences suivantes, le signal 3 164,0 ppm caractéristique
de I'adduit 1-[*3C]-60 disparait au profit de trois autres signaux a 158,4 ppm, 72,0 ppm et
68,4 ppm correspondant aux adduits 1-[*c]-61, 1-[**C]-63 et 1-[*3C]-62 respectivement. En

plus de ces trois adduits, on observe la formation de la forme hydratée de I'adduit [*3C]-55.

Le mécanisme de formation des adduits issus de la réactivité de [**C]-30 vis-a-vis du peptide

lysine ayant été discuté dans la section précédente, la Figure 65 montre le mécanisme
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réactionnel expliquant la formation des adduits 1-[*3C)-60, 1-[*c]-61,

1-[*3C]-62 et 1-[*3C]-63.
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13
1-[13C1-63 1-[clet

Figure 65 : Mécanisme réactionnel entre 1-[13C]-32 et Pep-Lys menant a la formation des adduits 1-[13C]-60, 1-

[*c]-61, 1-[°C]-62 et 1-[C]-63.

La Figure 66 montre le suivi par RMN du carbone 13 de la réaction entre le mélange [**C]-

30/3-[**C]-32 et le peptide lysine.
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Figure 66 : Spectres de RMN de la réaction [13C]-30/3-[13C]-32/Pep-Lys aOeta32jours.
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Ces expériences ont confirmé la formation des adduits observés précédemment entre [**C]-
30/1-[*C]-32 et le peptide lysine. En effet, les déplacements chimiques des signaux observés
lors de I'étude de la réactivité du mélange [C]-30/3-['3C]-32 vis-a-vis du peptide lysine
correspondent a la formation des adduits 3-["c]-60, 3-[*3C]-61, 3-[**C]-62 et 3-[*3C]-63 issus
de la réactivité de 3-[*3C]-32, ainsi que [**C]-55 et ['3C]-56 issus de la réactivité de

I’hydroxycitronellal.

Aspects cinétiques

La Figure 67 montre I'évolution des quantités présentes dans le milieu réactionnel de [**C]-
30 et de 1—[13C]—32 au cours de la réaction entre le mélange de ces deux molécules et le

peptide lysine.
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Figure 67 : Courbe représentant I'évolution en fonction du temps de la concentration de [13C]-30 et de

1-[**C]-32 lors de la réaction entre le mélange et le Pep-Lys.

Cette courbe montre une distribution « chaotique » de points pour les quantités de
[*3C]-30. Cette distribution ne refléte pas la réalité de la réactivité de [*3C]-30 avec le peptide

lysine, mais vient du fait que le signal de RMN caractéristique de cette molécule est tres mal



Chapitre 2 — Mélanges d’aldéhydes : synthese et étude de leur réactivité envers les peptides modeles

résolu dans les conditions expérimentales utilisées. D’un autre c6té, nous observons une

consommation quasi compléte de 1-[**C]-32 au bout de 32 jours.

Afin d’obtenir les quantités présentes des deux allergénes dans le mélange au bout de 24
heures de réaction avec le peptide lysine, une nouvelle étude cinétique a été entreprise en
enregistrant un spectre de RMN du mélange toutes les heures pendant 30 heures. La Figure

68 montre la courbe ainsi obtenue.
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Figure 68 : Courbe représentant I’évolution pendant 30 heures de la concentration de [13C]-30 etde

1-[*C]-32 lors de la réaction entre le mélange et le Pep-Lys. Mesures réalisées toutes les 30 minutes.

Cette courbe, représentant les quantités de [13C]—30 et de 1—[13C]-32 présentes en solution
dans les premieres heures de la réaction entre le mélange et le peptide lysine, semble
montrer la méme tendance que la Figure 67. Mise a part la distribution « chaotique » des
points représentant les quantités de [**C]-30, une diminution lente de la guantité de 1-[*3c)-
32 a pu étre observée. De plus, cette courbe permet une lecture des quantités présentes de
ces deux aldéhydes au bout de 24 heures (temps de lecture du DPRA). Ces quantités sont de
70 % pour [**C]-30 et de 65 % pour 1-[*3C]-32. Cependant la valeur lue de la quantité de
[3C]-30 n’est pas fiable. En effet, le signal de RMN du carbone 13 caractéristique de cette

molécule est dans ces conditions trés mal défini.
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111.4.3. Réactivité du mélange aldéhyde cinnamique-citral

Aspects mécanistiques

Les études préliminaires de la réactivité de ces deux molécules vis-a-vis du peptide lysine
ayant déja été discutées dans les sections précédentes (IIl.4.1 et 111.4.2), I'étude de la
réactivité¢ du mélange 1-[*C]-31/1-[3C]-32 a été entreprise directement. La Figure 69
montre le suivi par RMN de la réactivité de ce mélange envers le peptide lysine.
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Figure 69 : Spectres de RMN du °C de la réaction 1-[°C]-31/1-[°C]-32/Pep-Lys 2 0 et a 36 jours.

Cette étude a montré la formation des mémes adduits que lors de la réaction de ces
molécules en mélange avec [*>C]-30. En effet, les déplacements chimiques observés lors des
enregistrements de ces spectres de RMN correspondent aux adduits 1—[13C]—57, 1—[13C]—59, 1-
[**C]-60, 1-[**C]-62 et 1-[*3C]-63 précédemment observés. En plus de ces quatre adduits,
nous observons lors de cette étude mécanistique I'apparition d’un signal a 66,3-66,5 ppm

attribué a 1-[*3C]-64, la forme hydratée de la base de Shiff 1-[*3C]-57.
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Figure 70 : Structure de I'adduit 1-[13C]—64.

La Figure 71 montre le suivi par RMN du carbone 13 de la réaction entre le mélange 3-[**C]-

31/3-[**C]-32 et le peptide lysine.
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Figure 71 : Spectres de RMN du °C de la réaction 3-[°C]-31/3-[*C]-32/Pep-Lys 2 0 et a 36 jours.

Le suivi par RMN de cette réaction entre les aldéhydes marqués en position 3 et le peptide
lysine meéne aux mémes conclusions que I'étude précédente. En effet, on retrouve les
déplacements chimiques caractéristiques des adduits 3-[**C]-57, 3-[**C]-59, 3-[**C]-60 et 3-

[*3C]-63.
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Aspects cinétiques

La Figure 72 montre |’évolution des quantités de 1-[*3C)-31 et de 1-[**C]-32 au cours de Ia

réaction entre le mélange de ces deux molécules et le peptide lysine.
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Figure 72 : Courbe représentant I'évolution en fonction du temps de la concentration de 1-[®C]-31 et de

1-[**C]-32 lors de la réaction entre le mélange et le Pep-Lys.

Cette courbe montre une disparition totale du signal de 1-[*3C]-31 au bout de 6 jours de
réaction avec le peptide lysine, ainsi qu’une diminution progressive de la quantité de 1-[3¢J-
32 tout au long de cette étude cinétique. Il est intéressant de noter que ces résultats sont
similaires a ceux observés lors des études cinétiques de la réactivité des mélanges de ces
deux aldéhydes avec I'hydroxycitronellal en présence de peptide lysine. De plus, cette
courbe montre également une disparition totale des deux allergénes présents au bout de 35
jours. Cette consommation ne reflete pas seulement la réactivité du citral et de I'aldéhyde
cinnamique vis-a-vis du peptide lysine. En effet, la quantité de peptide présent lors de cette
étude ne permettant pas une telle consommation, celle-ci doit étre due a la présence dans le
milieu du tampon acétate d’ammonium. Ce tampon implique la présence d’ammoniaque

dans le milieu de I'expérience qui peut tout comme le peptide lysine former avec les
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aldéhydes des bases de Schiff ce qui explique les résultats obtenus lors de cette étude

cinétique.

Afin d’obtenir les quantités présentes des deux allergenes au bout de 24 heures de réaction
avec le peptide lysine, une nouvelle étude cinétique a été entreprise en enregistrant un
spectre de RMN du mélange toutes 30 minutes pendant 35 heures. La Figure 73 montre la

courbe ainsi obtenue.
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Figure 73 : Courbe représentant I’évolution pendant 35 heures de la concentration de 1-[13C]-31 et de

1-[*C]-32 lors de la réaction entre le mélange et le Pep-Lys. Mesures réalisées toutes les 30 minutes.

Cette courbe montre deux zones distinctes. Dans les toutes premiéres heures de la réaction,
la consommation de 1-[*3C]-32 est plus rapide que celle de 1-[*3C]-31. Ceci peut étre du au
fait que la formation de I'adduit 1-[*3C]-60 est favorisée dans ces conditions par rapport a
celle de I'adduit 1-[*3C]-57. En effet, on n’observe a la premiére expérience de RMN qu’un
signal autre que ceux des aldéhydes de départ, celui de I'adduit 1-[*C]-60. Cependant, la
suite de la courbe montre que la vitesse de consommation de 1-[**C]-32 diminue alors que
celle de 1—[13C]—31 semble rester constante. Par le fait, les quantités présentes des deux
aldéhydes au bout de 24 heures de réaction sont de 49 % pour 1-[**C]-31 et de 70 % pour 1-
[C]-32.
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IV. Conclusions

Les mélanges étudiés dans ce chapitre peuvent se découper en deux classes. La premiere
comprend des mélanges d’allergénes faibles-allergénes modérés (hydroxycitronellal-citral et
hydroxycitronellal-aldéhyde cinnamique), la seconde un mélange d’allergéne de potentiels

sensibilisants tres proches (citral-aldéhyde cinnamique).

Les études portant sur la réactivité des mélanges d’allergénes faibles-allergenes modérés
menent aux mémes observations que lors de I'étude précédente portant sur le mélange

MI/MCI.

Il a pu étre montré lors de ces études que la réactivité de tels mélanges d’allergénes vis-a-vis
du glutathion correspondait soit a celle du citral soit a celle de I'aldéhyde cinnamique. En
effet, que ce soit d’'un point de vue mécanistique ou cinétique, les observations faites dans
les deux cas se recoupent. |l apparait que I'hydroxycitronellal semble ne pas réagir avec le
peptide dans le temps de I'étude. D’un autre coté, la réactivité de I'allergene le plus fort
semble correspondre a celle observée lorsqu’il est seul en solution avec le peptide. La
réactivité¢ des meélanges d’allergenes modérés-allergénes faible avec le glutathion

correspond donc a celle de I'allergene modéré présent.

Dans le cas des études de ces mélanges en présence de peptide cystéine, les observations
faites semblent également montrer que la réactivité du mélange correspond a celle de
I'allergéne le plus fort présent. En effet, dans ces deux cas, |I’"hydroxycitronellal semble tant
d’un point de vue cinétique que mécanistique ne pas réagir avec le peptide. De plus, les
seuls adduits observés lors de ces études sont issus soit de la réactivité du citral soit de celle
de I'aldéhyde cinnamique. En conséquence, la réactivité du mélange avec le peptide cystéine

est dans le cas de ces études identique a celle de I'allergene le plus fort en solution.

Les études de ces mélanges menées en présence de peptide lysine ont montré une faible
réactivité de I'"hydroxycitronellal et une forte réactivité des autres aldéhydes présents. En
effet, il a pu étre observé que dans ces deux cas, la totalité de I'allergene le plus fort avait
été consommée dans le temps de I'étude. Ainsi comme dans les cas décrits précédemment,

la réactivité du mélange est semblable a celle de I'allergeéne le plus fort présent.
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Dans le cas du mélange de type « allergene modéré-allergene modéré », la réactivité
observée, dans le cas du glutathion et du peptide cystéine, semble correspondre de la méme
facon a celle de l'allergene le plus fort présent selon les potentiels de sensibilisation
déterminés par le LLNA (3,1 pour l'aldéhyde cinnamique et 5,1 pour le citral).®® Les
structures des deux aldéhydes étant trés proches, on peut remarquer que d’un point de vue
mécanistique, la présence du groupement méthyle en position de Michaél du citral
défavorise I'addition des peptides thiolés au niveau de cette position. En effet, dans le cas de
ce mélange, I'aldéhyde cinnamique s’est montré le plus réactif dans le temps de lecture du

DPRA.

D’un autre coté, dans le cas de I'étude de la réactivité de ce mélange avec le peptide lysine,
bien que I'aldéhyde cinnamique ait montré une réactivité forte dans le début de la réaction,
le citral a été le premier a étre totalement consommé par ce peptide. En effet, une
disparition complete de cet aldéhyde a pu étre observée au bout d’'une semaine de réaction
contre plus d’'un mois pour l'aldéhyde cinnamique. D’un point de vue mécanistique, les
adduits observés lors de cette étude sont tous issus de la réactivité des fonctions aldéhydes
de ces molécules (formation de bases de Schiff). En comparant cette réactivité avec celle
observée dans le cas des peptides thiolés, on remarque que la présence du groupement
méthyle au niveau de la position de Michael du citral n’a plus d’influence sur la réactivité de
ce dernier permetant ainsi au citral de réagir plus rapidement que I'aldéhyde cinnamique
avec le groupement amine du peptide lysine. L'inversion de la tendance observée par
rapport aux valeurs de déplétions peptidiques obtenues par le DPRA lors du test de chacune
de ces molécules avec le peptide lysine (16,9 % pour le citral et 43,2 % pour I'aldéhyde
cinnamique) est certainement due a cette différence de cinétique de formation de bases de
schiff entre le citral et I'aldéhyde cinnamique. En effet, dans notre cas, c’est le citral qui
réagit le plus avec le peptide dans le temps de lecture du DPRA. De plus, la faible différence
de réactivité entre ces deux molécules indique dans ce cas un effet de synergie. En effet, on
ne peut réduire la réactivité de ce mélange a celle d’une seule molécule a l'inverse des

autres cas déja étudiés.
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Pour la sécurité du consommateur, un mélange d’allergenes faible-allergéenes modérés
devrait étre détecté par le DPRA comme étant un allergéne modéré. Les études menées
dans le cas de ces mélanges ont montré que la réactivité observée lors d’un éventuel test de
DPRA serait certainement due a l'allergene le plus fort présent. En suivant le méme
raisonnement que lors du chapitre traitant des isothiazolinones, il est raisonnable de
supposer que le DPRA classerait ce mélange comme étant un allergene modéré. De plus
cette étude a mis en jeu non plus un mais deux mélanges équivalents ce qui montre que les
observations sur la différence de réactivité des allergénes ayant des potentiels de

sensibilisations distincts sont reproductibles.

Dans le cas du mélange d’allergénes modérés, il parait indispensable que le DPRA le classe
au moins comme étant un allergéne modéré. Les études de réactivité conduites a propos de
ce mélange ont montré que dans le cas du peptide cystéine, I'aldéhyde cinnamique était
I’allergene le plus représenté aussi bien au niveau des adduits formés que de la cinétique de
la réaction. En effet, dans ce cas, le citral ne semble pas réagir avec le peptide cystéine. En
conséguence, en présence de peptide cystéine, la réactivité du mélange se confond avec
celle de I'aldéhyde cinnamique. De telles observations laissent a penser que dans le cas d’un
test d’'un mélange de ces molécules par le DPRA, les déplétions du peptide cystéines lues
seraient semblables a celle de I'aldéhyde cinnamique. D’un autre coté, dans le cas de I'étude
de ce mélange en présence de peptide lysine, les réactivités des deux aldéhydes ont été
exprimées de manieres équivalentes. Ceci semble indiquer que lors d’un test DPRA de ce
mélange, la déplétion du peptide lysine observée sera due aux deux molécules présentes et

ainsi, I’évaluation sera certainement surévaluée.
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Pep-Cys

<6.4% >64% <425% >42.5%

Réactivité Faible Réactivité Forte
minimale réactivité modérée réactivité
Non Sensibilisant Sensibilisant Sensibilisant
sensibilisant faible modéré fort

Figure 74 : Arbre décisionnel établi dans le cadre du DPRA permettant de classer les allergénes en fonction de

leur réactivité avec les peptides cystéine et lysine.

L'arbre décisionnel (Figure 74) établi dans le cadre du DPRA indique qu’une forte réactivité
vis-a-vis des deux peptides implique la présence d’un allergéne fort. Dans le cas du mélange
d’allergenes modérés, il a été montré que la réactivité envers le peptide cystéine serait
certainement équivalente a celle d’un allergene modéré (>22,6 %) d’une part et que celle
vis-a-vis du peptide lysine, étant due a l'aldéhyde cinnamique ainsi qu’au citral, serait
certainement surexprimée d’autre part. A cause de cette éventuelle surévaluation de la
réactivité du mélange, la déplétion du peptide lysine risque de dépasser 42,5 % ce qui
classerait le mélange DPRA comme étant un allergene fort. En effet les déplétions de ce
peptide par le citral et par l'aldéhyde cinnamique étant de 16,9 % et de 43,2 %
respectivement, il parait raisonnable de supposer a la vue des observations faites, que la
déplétion du mélange de ces deux molécules soit suffisante pour classer ce mélange comme
étant un allergéne fort. Néanmoins, il est préférable du point de vue du consommateur que

le DPRA surclasse certains mélanges plutot que l'inverse.
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l. Introduction

I.1. Atranol et chloroatranol : des constituants de la mousse de chéne

L'absolu de mousse de chéne est un extrait naturel utilisé en parfumerie, issu du lichen
Evernia prunastri (L.) Arch. Ce lichen se trouve principalement sur les chénes peuplant les

foréts de I'Europe centrale.

Divers procédés sont utilisés pour I'obtention de cet absolu a partir du lichen. Ils reposent
tous sur le méme principe, a savoir I'extraction initiale a I'aide de divers solvants organiques
apolaires (i.e. benzéne, hexane, éther de pétrole ...), menant a I'obtention d’un « concret »,
avec des rendements allant de 1,5 a 10 %, suivie d’une extraction de ce concret a 'aide de
solvants polaires (i.e. éthanol, isopropanol ...) pour mener a I'« absolu » avec un rendement

avoisinant généralement les 60 %.

Figure 1 : Mousse de chéne et absolu de mousse de chéne.

Du fait de la variété de traitements menant a I'absolu de mousse de chéne, les composants
chimiques le constituant, ainsi que leurs concentrations peuvent varier. Des études
analytiques ayant pour but de déterminer, entre autres, les molécules responsables de
'odeur de I'absolu avaient déja été rapportées dés 1975.°7 Plus récemment, Joulain et
Tabacchi ont proposé une revue combinant les différents travaux effectués dans cette
optique. lls ont recensé plus de 170 molécules différentes contenues dans la mousse de

chéne, dont 47 composés polyphénoliques, encore appelés depsides, et 25 triterpenes et
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stéroides. Certains de ces depsides sont communs a un grand nombre de lichens et peuvent

induire des réactions allergiques. C'est par exemple le cas de I'acide usnique et de I'acide

évernique.g'9

La mousse de chéne est bien connue pour provoquer de nombreux cas d’allergie cutanée.
Dans une étude menée par Schnuch et al. en 2003, la mousse de chéne a été décrite comme
étant responsable de 2,2 % des cas d’allergie cutanée recensés sur 2063 patients testés.” En
plus des depsides cités précédemment, la mousse de chéne contient de I'atranorine et de la
chloroatranorine, également capables d’induire des réactions allergiques. En plus,
I'atranorine et la chloroatranorine peuvent se décomposer au cours du processus de

traitement de la mousse de chéne menant a I'absolu (Figure 2).**

0]
0 o
R
O OH
HO OH
AtranorineR=H
\O Chloroatranorine R = Cl
Ethanol
(0] (0]
R
O/\ O/
HO OH HO OH
o
Hématommate d'éthyle R=H Méthyl-B-orcinolcarboxylate 65

Chlorohématommate d'éthyle R = Cl

Décarboxylation

HO OH

No

Atranol R =H 66
Chloroatranol R=Cl 67

Figure 2 : Produits issus de la décomposition de I'atranorine et de la chloroatranorine lors du procédé de

production de I'absolu de mousse de chéne.
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Les produits issus de la dégradation de |'atranorine et de la chloroatranorine sont connus
depuis le milieu des années 1970. Cependant, ce n’est que récemment que le méthyl-3-
orcinolcarboxylate 65, ainsi que I'atranol 66 et le chloroatranol 67 ont été incriminés comme

responsables majeurs de I'allergie de contact a I’'absolu de mousse de chéne. 212

1.2. Atranol et chloroatranol : des allergenes majeurs

Le chloroatranol et I'atranol ayant été identifiés comme étant les principaux responsables de
I'allergie de contact a la mousse de chéne, de nombreuses études concernant ces deux
molécules ont été effectuées afin de déterminer, entre autres, leurs potentiels de

sensibilisation.

Le Research Insitute for Fragrance Material (RIFM) indique les valeurs d’EC3 obtenues par le
LLNA, qui sont pour le méthyl--orcinolcarboxylate 65, I’atranol 66 et le chloroatranol 67 de

19 %, 0,6 % et de 0,4 % respectivement.>*

Une étude de Johansen et al. en 2003, conduite sur 13 patients allergiques a la mousse de
chéne, a montré que le chloroatranol était capable de déclencher une réaction allergique
chez tous ces patients.” De plus, ce travail a montré que la dose minimale a laquelle 50 %
des patients testés réagissaient positivement au chloroatranol était de 0,2 ppm (EDsp %),
faisant de cette molécule I'allergene le plus fort actuellement présent dans les produits de

consommation.

Par la suite, une comparaison des potentiels d’élicitation entre I'atranol et le chloroatranol a
été effectuée.’® Cette étude, menée sur 10 patients sensibilisés a la mousse de chéne, a
montré que les EDsq o pour I'atranol et pour le chloroatranol étaient respectivement de 1,1
ppm et de 0,2 ppm. D’un autre coté, une étude de Rastogi et al. a montré la présence de ces
deux molécules dans 87 % de divers parfums et eaux de toilettes testés, et ce a des
concentrations médianes d’atranol et de chloroatranol de 0,5 ppm et de 0,25 ppm,
respectivement.’’ Ces concentrations étant semblables a celles capables de déclencher des
réactions allergiques chez des patients sensibilisés, le « Scientific Committee on Consumer

Products » a émis une opinion en 2004 recommandant que ces deux molécules ne soient pas
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présentes dans les produits cosmétiques.'® Ces conclusions ont mené a I'élaboration de
procédés visant a diminuer les quantités d’atranol et de chloroatranol présentes dans

I’absolu de mousse de chéne.

Une étude récente conduite par Nardelli et al. a eu pour but de comparer, chez 14 patients
sensibilisés a la mousse de chéne, le pouvoir d’élicitation d’un absolu de mousse de chéne
ayant subi un traitement afin de diminuer les concentrations d’atranol et de chloroatranol et
de trois absolus commerciaux non traités.' Le traitement utilisé lors de cette étude ciblait
les aldéhydes en les faisant réagir avec un polymere, permettant ainsi de diminuer la
concentration en atranol et en chloroatranol dans la mousse de chéne traitée. Ce traitement
avait permis de faire passer les concentrations en atranol et en chloroatranol de 3,4 % a
moins de 75 ppm, et de 1,8 % a moins de 25 ppm, respectivement. L'étude a montré une
absence de réaction a I'absolu traité seulement chez 6 patients. Les auteurs suggerent que
cette observation pourrait avoir deux causes distinctes. D’une part, les réactions d’élicitation
observées avec la mousse traitée pourraient éventuellement étre dues au méthyl-3-
orcinolcarboxylate, un des responsables de I'odeur de I'absolu et qui est également un
allergéne « faible ». D’autre part, les concentrations en atranol et/ou en chloroatranol
restantes lors de ce procédé pourraient étre encore trop élevées pour certains patients
fortement sensibilisés, permettant ainsi d’induire des réactions allergiques. Ainsi, méme en
tres faibles quantités, ces deux molécules restent des allergénes tres puissants. Afin de
mieux comprendre leurs mécanismes d’action, des études de réactivité vis-a-vis de peptide

nucléophiles sont en conséquence indispensables.
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Il. Synthése marquée au carbone 13 d’atranol et de

chloroatranol

II.1. Choix de la position de marquage

Dans le cas de I'atranol et du chloroatranol, le choix de la position de marquage au carbone
13 n’est pas facile. En effet, bien que la fonction carbonyle des aldéhydes soit bien connue
comme étant souvent a |'origine de cas de sensibilisation, il a été montré que les aldéhydes
directement liés a un cycle aromatique, moins électrophiles, ne sont que rarement
sensibilisants.?’ C’est pourquoi, afin de devenir suffisamment électrophiles et ainsi pouvoir
se lier a une protéine, ces deux molécules doivent sans doute, au préalable, étre oxydées in
vivo. Cependant, la structure exacte du véritable hapténe dérivé de ces pro-hapténes reste a
ce jour inconnue. Enfin, l'introduction d’'un carbone 13 dans le cycle aromatique par voie
synthétique est difficile. Notre choix s’est donc porté sur l'introduction du marquage au
carbone 13 au niveau du groupement méthyle (Figure 3). Certes, I'introduction du marquage
sur ce groupement non réactif n’offre pas d’informations directes quant a la réactivité de ces
deux molécules. Cependant, ce groupement méthyle est proche des sites potentiellement
réactifs et, une modification chimique des sites réactifs devrait aussi induire une
modification du déplacement chimique de RMN caractéristique du carbone de ce

groupement méthyle.

O\ O\ Exemples de produits d'oxydation potentiels :
HO OH HO OH o\ o\
HO OH 0. OH
Cl
OH (0]

13CH3 13CH3

[**cl-66 [*cl-67 13CH, 13CH,

Figure 3 : Structure de I'atranol, du chloroatranol ainsi que d’exemples de produits d’oxydations potentiels

, 13 . P
marqués au —C au niveau du groupement méthyle.
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11.2. Synthése marquée au carbone 13 d’atranol et de chloroatranol

La voie de synthése menant & I'obtention de I'atranol [3C]-66 et du chloroatranol [*3C]-67

est schématisée dans la Figure 4.

0
/0 0\ t-Buli /0 0\ ) /O 0\
B3cH,l t-Buli
—>
|¢o
Br CH, N CH,
68 [13c]_69 ©/ [13C]_70
98 % 72%
o}
7
0
HO OH
A0 0.  BBr
—_——
13,
13CH3 CHs
[c)-70 [*3c]-66
75%
A° 0 0
_0O O SO0l _0O N BBr, HO OH
—_— —_—
cl cl
13CH3 13CH3 13CH3
137
[3cl-70 [3¢)-71 [*3cl-67
70% 71%

Figure 4 : Synthése marquée au B¢ d’atranol [13C]—66 et de chloroatranol [13C]-67.

Cette synthese s’appuie sur celle précédemment développée par Bernard et al. menant a

1221 £, effet, la seule étape qui différe est

I’'obtention de I'atranol 66 et du chloroatranol 67.
celle de l'introduction du carbone marqué sur le groupement méthyle. Cette premiere étape
consiste, dans un premier temps, en un échange halogéne-métal sur le 1-bromo-3,5-
diméthoxybenzene 68 par réaction avec du tertio-butyllithium pour former le lithien
correspondant. Celui-ci est alors mis en réaction, dans un second temps et en « un pot »,

avec de l'iodure de méthyle marqué au carbone 13 pour ainsi former le 1,3-diméthoxy-5-
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[13C]-méthylbenzéne [*3C]-69 avec un rendement sur les deux étapes de 98 %. L'introduction
du groupement carbonyle en position ortho des deux groupements méthoxy du composé
[3C]-69 s’effectue a I'aide de N-méthylformanilide et en présence de tertio-butyllithium.
Ceci permet |'obtention du 2,6-diméthoxy-4-[13C]-méthyIbenzaldéhyde [*C]-70 avec un
rendement de 72 %. Une déprotection des deux groupements méthoxy du composé [c]-70
a l'aide de tribromure de bore permet I'obtention de I'atranol marqué au carbone 13, [*C)-
66, avec un rendement de 75 %. D’un autre coté, I'action de chlorure de sulfuryle sur ce
méme composé [**C]-70 mene au 3-chIoro-2,6-diméthoxy-4-[13C]-méthyIbenzaldéhyde [*cl-
71 avec un rendement de 70 %. Le chloroatranol marqué au carbone 13, [13C]—67, est alors
obtenu avec un rendement de 71 % par déprotection des deux groupements méthoxy a
I'aide de tribromure de bore. Les rendements globaux de ces deux synthéses sont de 53 % et

de 35 % pour I'atranol, [*C]-66, et le chloroatranol, [**C]-67, respectivement.

lll. Premieres études de réactivité

I11.1. Etudes d’oxydation de I’atranol et du chloroatranol

Afin de déterminer si I'atranol et le chloroatranol se classent dans la catégorie des pro- ou
des pré-haptenes, une étude sur leur comportement en milieu oxydant a été entreprise.
Cette étude a été réalisée en suivant, par RMN du carbone 13, la conversion/modification
chimique de ces molécules en présence soit de peroxyde d’hydrogene, afin de mimer une
oxydation a I'air (cas des pré-hapténes), soit en présence de peroxydase de raifort/H,0,,
mimant une oxydation enzymatique (cas des pro-hapténes). Les résultats obtenus lors de
cette étude préliminaire sont reportés dans la Figure 5 pour I'atranol et dans la Figure 6 pour

le chloroatranol.
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| 13C]-66
[2C)-66 t-BuOH =)
t-BUOH CD,CN
CD,CN
t=0 t-BuOH ‘ t-BuOH
—— I} L«.m_ ., J
[5C)-66 t-BUOH
t-BuOH CD;CN
CD,CN [13C]-66
| t-BuOH
t=5J t-BuOH |

Figure 5 : Spectres de RMN du B¢ montrant I’évolution/comportement de I'atranol en fonction du temps en

présence de peroxyde d’hydrogéne (a gauche) et en présence de peroxydase de raifort/H,0, (a droite).

Ces spectres de RMN du carbone 13 montrent bien que I'oxydation de |’atranol ne peut se
produire qu’en présence d’'un milieu enzymatique. En effet, ce n’est que dans ce cas que |'on
remarque une diminution significative du signal a 21,1 ppm caractéristique du groupement
méthyle de I'atranol [*3C]-66. Cependant, aucun nouveau signal de RMN du carbone 13 n’est
apparu lors de cette étude. Il est probable que 'oxydation de I'atranol dans ces conditions
puisse mener a la formation de polymeres. Cette réactivité pourrait expliquer la diminution
du signal de RMN caractéristique de I’atranol sans que de nouveaux signaux apparaissent. En

effet, de telles polymérisations en milieu enzymatique oxydant ont déja pu étre observées

e sa s . 22-24
sur une grande variété de phénols.
[13C]-67
[13C]-67
t-BuOH t-BUOH
LN CD,CN
t=0 t-BUOH | t-BUOH
o I SR | L L
[*C]-67
+-BUOH t-BuOH
CD4CN CD,CN
t-BuOH +-BUOH [=cl-67
t=5J | 1 L e A l

EAE R AR AR AR AR ANRAS AR AR A AR A A S

Figure 6 : Spectres de RMN du 3¢ montrant I’évolution/comportement du chloroatranol en fonction du temps

en présence de peroxyde d’hydrogéne (a gauche) et en présence de peroxydase de raifort/H,0, (a droite).

L’observation de ces spectres de RMN du carbone 13 méne aux mémes conclusions que

dans le cas de I'atranol. En effet, le chloroatranol n’est consommé qu’en la présence de
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peroxydase de raifort/H,0,. Dans le cas du chloroatranol, cette consommation semble
beaucoup plus importante que dans le cas de I'atranol (J = 5). Enfin, 'absence de nouveaux
signaux de RMN prouvant la formation de produits issus de I’oxydation du chloroatranol est

certainement due a la formation de polyméres comme dans le cas de |’atranol.

Cette étude a montré qu’une modification chimique de I'atranol et du chloroatranol ne s’est
opérée que dans le cas d’une oxydation enzymatique. Il semble donc raisonnable de
supposer que ces deux molécules se classent dans la catégorie des pro-haptéenes, méme si

les haptenes issus de leurs oxydations n’ont pour I'instant pas pu étre observés.

A la vue de ces résultats, des études sur la réactivité de ces deux molécules en milieu

enzymatique vis-a-vis du glutathion ont été entreprises.

l1.2. Réactivité de I’atranol et du chloroatranol vis-a-vis du glutathion en

milieu oxydant

Bien que les résultats obtenus précédemment semblent montrer que I'oxydation de |'atranol
et du chloroatranol ne puisse s’effectuer qu’en milieu enzymatique, des études de réactivité
vis-a-vis du glutathion ont été menées dans les deux milieux oxydants, peroxyde

d’hydrogeéne et peroxydase de raifort/H,0,.

13¢7
[#cl-66 t-BuOH

t-BuOH
[13C]-66
CD,CN
CD,CN
’ t-BuOH :
t=0 | | J f BuOH
e M
[13C]-66 X
+-BUOH t-BuOH
CD,CN
CD,CN
[13C]-66
t=5] t-BuOH t-BuOH
- M__JL . ] e aah | L

[ R R R A S S A A AP AR S T A A S A L2 N P P P A S A A A A A A A A A A A A

Figure 7 : Spectres de RMN du B¢ de la réaction entre 'atranol [>C]-66 et le GSH en présence de peroxyde

d’hydrogene (a gauche) et en présence de peroxydase de raifort (a droite).
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Ainsi, lorsque I'atranol [**C]-66 est mis en présence de glutathion dans un milieu oxydant de
peroxyde d’hydrogene, aucune évolution n’est observée, que ce soit une disparition du
signal caractéristique de I'atranol marqué au carbone 13 a 21,1 ppm, ou que ce soit une
apparition d’un autre signal pouvant correspondre a un éventuel adduit formé. Ceci semble
indiquer que, non seulement I'atranol n’est pas oxydé par le peroxyde d’hydrogene, mais
également que sans étre chimiquement modifiée, cette molécule ne réagit pas de maniere
significative avec le glutathion. Cette derniere observation semblerait indiquer que I’atranol
nécessiterait bien une modification chimique avant de pouvoir se lier a une protéine cutanée

et ainsi déclencher une réaction allergique.

Par contre, en présence de peroxydase de raifort, une nette disparition du signal a 21,1 ppm
a pu étre notée sans pour autant observer |'apparition de nouveaux signaux. Ces résultats
viennent appuyer le fait que I'atranol ne s’oxyde pas par simple action de peroxyde
d’hydrogéne mais nécessite bien la présence de peroxydase de raifort. Cependant, méme si
la consommation d’atranol est évidente dans le cas de I'utilisation d’un milieu enzymatique,
aucun adduit n’a été observé avec le glutathion. En fait, que ce soit dans le cas de I'étude de
I'atranol seul ou en présence de glutathion et dans un milieu enzymatique oxydant, aucun
nouveau signal pouvant correspondre a une modification de la molécule de départ ou a un
adduit n’a pu étre observé. Comme indiqué précédemment, ceci pourrait étre di a une

polymérisation éventuelle de I'atranol dans le milieu oxydant.

Dans le cas du chloroatranol [*C]-67, les résultats obtenus ont conduit aux mémes

observations et conclusions.



Chapitre 3 — Mélange atranol/chloroatranol : synthése et étude de leur réactivité envers les peptides modeles

[13C]-67

['3C]-67
t-BuOH

t-BuOH CD,CN
CD,CN
t-BuOH
= } t-BuOH ‘
! L | " __,‘\ | N
[cl-67 £-BUOH
t-BuOH CD,CN
CD,CN
t-BuOH
t=5)J “ f—BuOH | J [3¢]-67
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Figure 8 : Spectres de RMN du B¢ de la réaction entre le chloroatranol [°C]-67 et le GSH en présence de

peroxyde d’hydrogéne (a gauche) et en présence de peroxydase de raifort/H,0, (a droite).

Le chloroatranol semble s’oxyder uniguement en présence d’un milieu enzymatique et le
signal de RMN du carbone 13 caractéristique a 20,7 ppm de cette molécule disparait
presque totalement aprés cing jours. Cependant, aucun nouveau signal de RMN du carbone
13, correspondant soit a un produit d’oxydation du chloroatranol, soit a un éventuel adduit
avec le glutathion, n’apparait. Ceci est probablement di aux mémes raisons que celle

invoquées précédemment lors de I’'étude de la réactivité de I'atranol avec le glutathion.

Du fait du manque d’information fournie par la RMN du carbone 13 pour le suivi de
I’oxydation de I’atranol et du chloroatranol, ainsi que de leur réaction avec le glutathion, en
milieu oxydant, nous n’avons pas voulu entamer des études de réactivité par RMN avec le
mélange atranol/chloroatranol mais nous nous sommes alors dirigés vers I'utilisation de la
spectroscopie de masse. Le principal avantage de cette technique d’analyse, par rapport a la
RMN, est gu’elle permet la détection de molécules a de plus faibles concentrations (de
I'ordre du mmol/L pour la RMN et du pmol/L pour la spectrométrie de masse) bien qu’elle
ne permette pas I'élucidation des structures des molécules. Ainsi, les structures des
composés décrits dans la section suivante sont des suggestions faites a partir des valeurs de

masse obtenues, et a partir de la chimie caractérisant ce type de composés.
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IV. Etudes de la réactivité de I'atranol et du chloroatranol par

spectrométrie de masse

IV.1. Synthese d’atranol et de chloroatranol

L'atranol et le chloroatranol n’étant pas accessibles commercialement, et dans le cadre de
travaux visant a identifier les molécules responsables de I'allergie de contact a I'absolu de
mousse de chéne, Bernard et al. avaient développé une synthése de ces deux composés. %!
Cette synthese est décrite dans la Figure 9. L’atranol et le chloroatranol ainsi obtenus ont été
utilisés afin de mener a terme les études de la réactivité par spectrométrie de masse, ainsi

que les tests biologiques portant sur le pouvoir sensibilisant du mélange

atranol/chloroatranol décrits dans la section V de ce chapitre.

_0
K,CO, ,
HO OH Mel /O 0\ t-Buli /0 0\
—_— —_—
0
o
72 69 70
92% 61%
0 A0
_0 o_ BB HO OH
70 66
76 %
A0 A° A0
o o S0.Ch _0 O BB HO OH
cl cl
70 71 67
95 % 72%

Figure 9 : Synthése d’atranol et de chloroatranol développée par Bernard et al. >

Cette synthése d’atranol et de chloroatranol repose sur I'obtention de I’'aldéhyde 70 qui peut

mener en une étape a l'atranol 66 et en deux étapes au chloroatranol 67. La premiere étape
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de cette synthése consiste en la protection des deux groupements hydroxyles de |'orcinol 72
a I'aide d’iodure de méthyle et en présence de carbonate de potassium, pour conduire au
1,3-diméthoxy-5-méthylbenzéne 69 avec un rendement de 92 %. L'introduction du
groupement carbonyle en position para du groupement méthyle du composé 69 peut
s’effectuer a I'aide de diméthylformamide, utilisé par Bernard et al., mais aussi a I'aide de N-
méthylformanilide en présence de tertio-butyllithium, et permet I'obtention dans ce dernier
cas du 2,6-diméthoxy-4-méthylbenzaldéhyde 70 avec un rendement de 61 %. Le composé 70
permet, par déprotection des groupements méthoxy a l'aide de tribromure de bore,
d’obtenir I'atranol 66 avec un rendement de 76 %. D’un autre coté, I'action de chlorure de
sulfuryle sur ce méme composé 70 mene au 3-chloro-2,6-diméthoxy-4-méthylbenzaldéhyde
71 avec un rendement de 95 %. Le chloroatranol 67 est alors obtenu avec un rendement de
72 % par déprotection des deux groupements méthoxy a 'aide de triboromure de bore. Les
rendements globaux de ces deux synthéses sont de 43 % et de 38 %, pour |'atranol 66 et le

chloroatranol 67, respectivement.

IV.2. Méthodologie

Dans un premier temps, afin de déterminer la réactivité propre a chague composé, nous
avons voulu étudier le comportement de I’atranol et du chloroatranol séparément vis-a-vis
des peptides. Dans un deuxieme temps, les résultats ainsi obtenus ont été comparés a ceux
résultant de I'étude de la réactivité du mélange des deux composés avec les différents

peptides.

Les échantillons ont été préparés selon le méme principe de concentrations que celui utilisé
lors des études de RMN, a savoir, un équivalent de composé, préalablement dissout dans
200 pL d’acétonitrile, mis en réaction avec un équivalent de peptide, lui dissout dans 400 pL
d’eau contenant 37 unités de peroxydase de raifort et un équivalent de peroxyde
d’hydrogéne. Ce mélange réactionnel a alors été analysé par chromatographie liquide

combinée a la spectrométrie de masse (LC-MS).
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IV.3. Etudes préliminaires portant sur I’oxydation en milieu enzymatique

Une premiere série d’études portant sur la détection de molécules issues de I'oxydation de
I'atranol et du chloroatranol a été entreprise. Afin de mener a bien ces expériences, ces deux
composés ont été mis, seuls ou en mélange, en présence de peroxydase de raifort. Le milieu
de réaction a alors été analysé par LC-MS. Les spectres de masse des principaux produits

observés sont répertoriés dans les Figures 10, 13 et 14.

Dans le cas de I'atranol, le chromatogramme issu de la chromatographie liquide montrait un
grand pic a un Tg de 1,92 min avec une valeur de m/z associée de 153 corresponant a
I’atranol, mais aussi deux autres pics a Tg de 2,25 min et de 3,02 min, avec des m/z associées
qui pourrait correspondre a la formation de nouveaux produits issus de l'action de la

peroxydase de raifort sur I'atranol.
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Figure 10 : Chromatogramme (LC) et spectres de masse correspondant aux produits observés lors de

I’oxydation de I'atranol.

En plus de I'ion moléculaire correspondant a la masse de I'atranol 66, on observe deux

autres ions moléculaires correspondant a des valeurs de m/z de 303 et de 316. L’ion
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moléculaire de valeur de m/z de 303 pourrait correspondre a la formation de deux diméres,
isomeéres de position, que sont les composés 75 et 76 (Figure 10). Dec et al. proposent un
mécanisme pour la formation de dimeres similaires aux composés 75 et 76 en oxydant
plusieurs phénols en présence de peroxydase de raifort.”® La Figure 11 représente le
mécanisme proposé par ces auteurs, transposé au cas de |'oxydation de I’atranol. Les
différents composés identifiés lors de cette étude résulteraient de la présence de différents

radicaux libres issus de I'action de la peroxydase de raifort sur I’atranol.
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Exemple de dimérisation décrit par Dec et al. a
OH OH al
a HO Cl
— {0
Cl 0
a Cl HO
cl

Dans le cas de I'atranol :
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Figure 11 : Mécanisme proposé pour I'oxydation de I'atranol 66 menant a la formation des composés 75 et 76.

L'ion moléculaire de valeur de m/z 316 pourrait étre issu de I’hydroxylation des diméres 75
et 76, suivie d’une oxydation menant aux quinones 73 et 74 respectivement (Figure 12). De
telles hydroxylations de composés aromatiques en présence de peroxydase de raifort ont en
effet déja été rapportées par Akasaka et al..” Enfin, le motif hydroquinone ainsi obtenu peut

s’oxyder facilement pour former la quinone correspondante.
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Hydroxylation
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Figure 12 : Mécanismes proposés pour la formation des composés 73 et 74.

Dans le cas du chloroatranol, le chromatogramme LC montre I'apparition d’un seul nouveau

pic a un Tg de 3,80 min, et avec une valeur de m/z associée de 371.

+ BPC(all [-9]) Scan QT02514.d
“opes m/z=187 A9
290#(‘28
) 67 HO. OH
|
i
{ Cl
| m/z=371
| 77,78 67
| *3.797
, I 188276
0 05 1 15 2 25 3 35 4
x10 4 |+ Sean (3.797-3.894 min, 3 scans) QTO2514.d Sublract
1 225.49533
2 371.00927 Cl

77,78

il LL._L hlk e, ) d

60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

“ N W P
X
O
::\O
o
O O
T
g Y
O

78

Figure 13 : Chromatogramme (LC) et spectre de masse correspondant aux produits observés lors de I'oxydation

du chloroatranol.

Cet ion moléculaire de m/z 371 pourrait bien correspondre a la formation des composés 77

et 78, deux dimeres de chloroatranol, dont le mécanisme de formation serait similaire a celui
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proposé pour la formation des composés issus de I'oxydation de I'atranol. En plus de ces
deux composés, trois autres ions moléculaires de valeurs de m/z associées de 225,5 450 et
779 ont pu étre observés. Les deux premiers (m/z = 225,5 et m/z = 450) correspondent a la
formation du ou des mémes composés. En effet, en ajoutant un proton a I'ion moléculaire
de valeur de m/z de 450 on obtient un nouvel ion moléculaire de m/z = 451/2 = 225,5. Ces
valeurs de m/z pourraient correspondre a un trimére de chloroatranol, alors que celle de
779 pourrait étre due a la présence d’'un tétramere de cet aldéhyde. Cependant aucune

structure précise n’a pu étre attribuée a ces produits de réaction.

La Figure suivante montre le chromatogramme et les spectres de masse correspondant aux
principaux produits observés lorsque I'atranol et le chloroatranol ont été traités en présence

de peroxydase de raifort dans un mélange équimolaire.
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Figure 14 : Chromatogramme (LC) et spectres de masse correspondant aux produits observés lors de

I’oxydation du mélange atranol/chloroatranol.

La formation des composés 77 et 78, de valeur de m/z 371 et issus de la dimérisation du

chloroatranol décrite précédemment, a été aussi observée. De plus, un nouveau produit

/

/
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avec une valeur de m/z associée de 337 pouvant correspondre aux structures des composés
79, 80 et 81 a été observé. Ces composés résulteraient d’'une éventuelle dimérisation a
partir d’atranol et de chloroatranol par un mécanisme similaire a celui décrit dans la Figure
11. Enfin, lors de cette expérience, aucun produit éventuel issu de I'oxydation directe de

I'atranol n’a pu étre observé.

IV.4. Réactivité vis-a-vis du glutathion

IV.4.1. Atranol

La Figure 15 montre le chromatogramme issu de la LC du mélange réactionnel et le spectre
de masse du principal composé identifié lors du suivi de la réaction entre I'atranol et le

glutathion en présence de peroxydase de raifort.
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Figure 15 : Chromatogramme et spectre de masse correspondant aux produits observés lors la réaction entre

I’atranol et le GSH.

En plus des pic de LC a des Tg de 2,15 min et de 0,23 min contenant des ions moléculaires a

des valeurs de m/z de 153 et de 308 respectivement et correspondant a I'atranol et au
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glutathion, cette étude a montré la formation d’'un seul composé dont la masse de 457
pourrait correspondre a un adduit, 82, entre le glutathion et I’atranol. Egalement, la LC/MS a

permis d’observer la présence de I'ion moléculaire correspondant aux dimeéres d’atranol 75

et 76 décrits précédemment.

Le mécanisme que I'on pourrait proposer pour la formation de I'adduit 82 est décrit dans la

Figure 16.

— (‘\ +e /—\_
GS—H +  HO7OH —_— GSJH + HO + HO- ——>» GS- + H,0 +
A° 0
HO OH Peroxydase de raifort HO 0
-H*; -
66
/0 /0 /0
HO. 0] HO. 0 . HO. OH
Prototropie
+ GS - —_— -
— \\_) SG SG
H
82

Figure 16 : Mécanisme supposé menant a la formation de I'adduit 82.

1V.4.2. Chloroatranol

La Figure 17 montre le chromatogramme et le spectre de masse des composés identifiés lors

du suivi de la réaction entre le chloroatranol et le glutathion en présence de peroxydase de

raifort.
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Figure 17 : Chromatogramme (LC) et spectre de masse correspondant aux produits observés lors la réaction

entre le chloroatranol et le GSH.

La LC montre clairement les pics correspondant au chloroatranol (Tg = 2,82 min ; m/z 187),
au glutathion (Tg = 0,23 min; m/z 308) et aux diméres de chloroatranol 77 et 78 décrits
précédemment (Tg = 3,78 min ; m/z 371). Un pic extrémement faible en intensité a un Tg de
2,17 min contient trois valeurs de m/z de 624, 640 et 642. Ces valeurs de masse pourraient
bien correspondre aux composés 83-87 montrés dans la Figure 17. Ces cing composés
seraient certainement des adduits formés par réaction entre les différents diméres de
chloroatranol et le glutathion. La voie réactionnelle probable de leur formation, inspirée du
mécanisme décrit par Eastmond et al.?® dans le cas de I'étude de la réactivité du phénol en

présence de peroxydase de raifort et de glutathion, est schématisée dans la Figure 18.
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Hydroxylation
-~

Oxydation

Figure 18 : Voie réactionnelle probable pour la formation des adduits 83, 85 et 86.

Il paraitrait raisonnable de supposer que le dimére de chloroatranol 77 pourrait subir une
hydroxylation et une oxydation avant de former, avec le glutathion, I'adduit 86. Ce composé,
par hydroxylation ou oxydation dues a la présence dans le milieu de peroxydase de raifort,
peut mener aux composés 83 et 85 respectivement. La formation de diphénoquinones,
similaires a celle de I'adduit 85, a déja été observée dans plusieurs études a propos de
'oxydation de phénols en présence de peroxydase de raifort.”*?’ Enfin, le méme type de
voie réactionnelle peut étre envisagé a partir du dimére de chloroatranol 78 pour mener a la

formation des adduits 84 et 87.
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IV.4.3. Mélange atranol/chloroatranol

A la suite de ces résultats, une étude concernant le mélange atranol/chloroatranol a été
conduite dans les mémes conditions expérimentales. Les résultats obtenus, ainsi que les

structures supposées pour les adduits formés sont répertoriés dans les Figures 19 et 20.
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Figure 19 : Chromatogrammes (LC) issus des études de la réactivité de I'atranol (en haut a gauche), du

chloroatranol (en haut a droite) et du mélange atranol/chloroatranol (en bas).

Ces chromatogrammes semblent montrer que Ila réactivité du mélange

atranol/chloroatranol est principalement due au chloroatranol. En effet, I'adduit 82 observé
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lors de I'étude de I'atranol en présence de glutathion semble ne pas se former dans ces
conditions. Cependant, on remarque la présence dans le mélange des hétérodimeres
d’atranol et de chloroatranol que sont les composés 79, 80 et 81, déja observés lors de

I’étude de I'oxydation enzymatique du mélange (Figure 14).

La Figure 20 montre les spectres de masse correspondant a chacun des pics identifiés

comme des adduits ou des produits d’oxydation.
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Figure 20 : Spectres de masse correspondant aux produits observés lors la réaction entre le mélange

atranol/chloroatranol et le GSH.

En plus des ions moléculaires caractéristiques de la présence dans le milieu de I'atranol, du
chloroatranol et du glutathion, cette étude a montré la formation des trois ions moléculaires
précédemment observés lors de I’étude de la réaction entre le chloroatranol et le glutathion
correspondant aux adduits 83, 84, 85, 86 et 87. De plus, les produits d’oxydation que sont les
dimeres de chloroatranol 77 et 78, ainsi que les hétérodimeéres d’atranol et de chloroatranol
79, 80 et 81 ont également pu étre détectés. En conséquence, la réactivité observée lors de
cette étude semble étre due principalement a la présence dans le milieu de chloroatranol.

Cependant, il est intéressant de noter que les adduits observés lors de cette étude
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pourraient également provenir de la réactivité des hétérodimeres d’atranol et de

chloroatranol formés, comme le montre le schéma réactionnel montré dans la Figure 21.

Hydroxylation Oxydation

Figure 21 : Voie réactionnelle probable pour la formation des adduits 83, 85 et 86.

L'obtention des adduits 83, 85 et 86 par cette voie réactionnelle indiquerait que le mélange
atranol/chloroatranol est plus réactif que chague molécule séparément. En effet, méme si
I'adduit 82 observé lors de I'étude de I'atranol seul n’apparait pas, il est intéressant de noter
gue le signal correspondant aux adduits 83-87 (Tz = 2,72 min) dans le chromatogramme
obtenu lors de I'étude du mélange est plus intense que celui dans le cas de I'étude du

chloroatranol seul.
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IV.5. Réactivité vis-a-vis du peptide cystéine

Le peptide cystéine est capable d’étre ionisé plusieurs fois, ce qui implique en spectrométrie
de masse la formation non plus d’un seul ion moléculaire caractéristique mais de deux,
comme le montre le tableau dans la Figure 22. Cette propriété sera en conséquence

également applicable a tous les adduits observés dans cette section.

Peptide cystéine Peptide cystéine + H" Peptide cystéine + 2H"

Masse a/SSOCiée 750,3 g.mol™ (750,3 + 1)/1=751,3 (750,3 + 2)/2 = 376,2
m/z

Figure 22 : Tableau montrant les différentes ionisations possibles du Pep-Cys ainsi que leurs valeurs de m/z

associés.

IV.5.1. Atranol

La Figure 23 montre les spectres de masse correspondant aux composés identifiés par

spectrométrie de masse lors du suivi de la réaction entre I'atranol et le peptide cystéine.
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Figure 23 : Spectres de masse correspondant aux produits observés lors la réaction entre I'atranol et le

Pep-Cys.
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Lors de cette étude, en plus de la détection d’ions moléculaires correspondant a 'atranol et
au peptide cystéine, la formation de deux autres ions moléculaires de m/z de 451 et de 901 a
été observée. Ces ions moléculaires peuvent correspondre aux masses associées a |'adduit

88 formé par réaction entre I'atranol et le peptide cystéine chargé une ou deux fois.

Les adduits 82 et 88, observés lors des études de réactivité de I’atranol vis-a-vis du
glutathion et du peptide cystéine respectivement, semblent provenir du méme type de

mécanisme (Figure 16).

IV.5.2. Chloroatranol

Dans le cas du chloroatranol, la Figure 24 montre le spectre de masse ainsi que la structure

du composé formé lors de I'étude de sa réactivité vis-a-vis du peptide cystéine.
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Figure 24 : Spectre de masse correspondant au produit observé lors la réaction entre le chloroatranol et le Pep-

Cys.

Cette étude de réactivité a montré la formation d’un adduit, 89, résultant de la réaction
entre le chloroatranol et le peptide cystéine. Le spectre de masse de cet adduit présente
deux ions moléculaires de valeurs de m/z associées de 935,4 et de 468,2. Ces deux valeurs

correspondent aux deux ionisations possibles de ce méme adduit.

Cet adduit semble résulter du méme type de mécanisme que celui proposé pour la

formation des composés 82 et 88 (Figure 25).
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Figure 25 : Mécanisme supposé menant a la formation de I'adduit 89.

Une telle réaction aurait également pu se produire sur le carbone portant le chlore menant

ainsi a I'adduit 88 observé lors de I’étude de la réactivité de I'atranol. De telles déchlorations

oxydantes en présence de peroxydase de raifort ont été par le passé déja observées sans
. 28,29

gu’aucun mécanisme ne leur soit attribué. Il est surprenant que dans le cas de notre

étude, une telle réactivité n’ai pas été observée.

IV.5.3. Mélange atranol/chloroatranol

Une étude de suivi par spectrométrie de masse de la réaction avec le mélange
atranol/chloroatranol a été entreprise. Le principal spectre de masse obtenu, ainsi que la

structure supposée de I’éventuel adduit formé sont décrits dans la Figure 26.
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Figure 26 : Spectre de masse correspondant au produit observé lors la réaction entre le mélange

atranol/chloroatranol et le Pep-Cys.

Parmi les différents pics obtenus lors de la chromatographie liquide, I'’étude a montré la
détection de six ions moléculaires. Deux d’entre eux, de m/z de 153 et de 187,
correspondaient a I’atranol et au chloroatranol. Les quatre autres, de m/z de 376, 751, 468
et 935, correspondaient deux a deux au peptide cystéine et a I'adduit 89 respectivement
chargés une ou deux fois. En conséquence, le seul adduit observé provient de la réactivité du
chloroatranol envers le peptide cystéine. La réactivité de I'atranol quant a elle semble
transparente dans le mélange. Cette différence de réactivité peut étre due a I'étape
d’oxydation qui est plus rapide dans le cas du chloroatranol que dans le cas de |'atranol. En
conséquence, le mélange atranol/chloroatranol semble se comporter comme si le

chloroatranol était le seul composé réactif présent.

IV.6. Réactivité vis-a-vis du peptide lysine

IV.6.1. Atranol

Une étude de la réactivité de I’atranol vis-a-vis du peptide lysine a été entreprise par

spectrométrie de masse. Les résultats obtenus sont répertoriés dans la Figure 27.
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Figure 27 : Spectre de masse correspondant aux produits observés lors la réaction entre I'atranol et le

Pep-Lys.

L’étude de cette réaction a montré la présence dans le milieu réactionnel de peptide lysine,
d’atranol ainsi que de deux autres ions moléculaires de m/z de 537 et de 1074
correspondant a la formation d’adduits entre les diméres d’atranol décrits dans la section
IV.3, 75 et 76, et le peptide lysine. La voie réactionnelle probablement responsable de la

formation des adduits 90, 91 et 92 est décrite dans la Figure 28.
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Figure 28 : Voie réactionnelle probable menant a la formation des adduits 90, 91 et 92.

Cette voie réactionnelle repose éssentiellement sur I'hydroxylation des diméres 75 et 76,
suivie d’'une oxydation menant a la formation des para-quinones 93 et 94. L'obtention des
adduits 90, 91 et 92 résulterait ensuite de la formation de bases de Schiff entre les quinones

et le groupement amine du peptide lysine.
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IV.6.2. Chloroatranol

L'étude de la réactivité du chloroatranol vis-a-vis du peptide lysine par spectrométrie de

masse a montré la formation de plusieurs produits (Figure 29).
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Figure 29 : Spectre de masse correspondant aux produits observés lors la réaction entre le chloroatranol et le

Pep-Lys.

Quatre nouveaux ions moléculaires ont pu étre détectés et identifiés, en plus de ceux

caractéristiques du chloroatranol et du peptide lysine. Ces quatre ions moléculaires, avec

des valeurs associées de m/z de 479, de 958, de 562 et de 1124, peuvent étre dus a la

présence dans I’échantillon des adduits 95 et 96, chargés une ou deux fois respectivement.

Ces deux adduits sont certainement issus d’'une voie réactionnelle similaire a celle décrite

dans la Figure 28.

Un dernier ion moléculaire pouvant aussi correspondre a un adduit entre un diere de

chloroatranol et le peptide lysine, a une valeur de m/z de 1080, a pu étre également détecté,

cependant aucune structure n’a pu lui étre attribuée.
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IV.6.3. Mélange atranol/chloroatranol

La Figure 30 montre les spectres de masse et les structures supposées des adduits détectés

lors de I'étude de la réactivité entre le mélange atranol/chloroatranol et le peptide lysine.
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Figure 30 : Spectres de masse correspondant aux produits observés lors la réaction entre le mélange

atranol/chloroatranol et le Pep-Lys.

Cette étude a montré I'apparition de deux pics dans le chromatogramme. Un a un T de 2,45

min ayant une valeur de m/z associée de 924 et un autre a un Tz de 2,70 min avec un m/z de

N s

958, pouvant correspondre aux adduits 97 et 95 respectivement. L’adduit 95 avait déja été

observé lors de I'étude de la réactivité du chloroatranol vis-a-vis du peptide lysine. L’adduit

97, quant a lui, est tres certainement issu de la réactivité de I'atranol. Cependant, il n’avait

pas été observé lors de I'étude de la réactivité de cette molécule seule en présence du

peptide lysine et pourrait également provenir de la réactivité du chloroatranol suivant la

voie réactionnelle décrite dans la Figure 31.
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Figure 31 : Voies réactionnelles probables menant a la formation de I'adduit 97 a partir de chloroatranol ou

d’atranol.

Deux autres ions moléculaires de m/z de 540,7 et de 1080,4 ont pu étre détectés lors de
cette étude. Ces deux ions moléculaires correspondent au composé décrit dans la section
précédente, dont la structure n’a malheureusement pas pu étre élucidée, mais est

cependant tres certainement du a la réactivité du chloroatranol vis-a-vis du peptide lysine.

V. Tests biologiques: études du pouvoir sensibilisant du

mélange atranol/chloroatranol

Une série d’études visant a mieux comprendre les mécanismes biologiques impliqués lors de
la sensibilisation a I’atranol et au chloroatranol ont été entreprises, en partenariat avec le
Department of International Health, Immunology and Microbiology de |'Université de
Copenhague. Cette série d’études est basée sur des travaux réalisés récemment qui avaient
pour but d’étudier le pouvoir de sensibilisation/élicitation de mélanges d’allergénes connus.

Les travaux de Menné Bonefeld et al. avaient été conduits sur trois allergénes connus,
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I’hydroxyisohexyl-3-cyclohexéne carboxaldéhyde ou Lyral®, lisoeugénol et I'aldéhyde

cinnamique seuls ou en mélanges.*®

Une premiére série de tests in vivo a eu pour but d’étudier le pouvoir sensibilisant de
plusieurs échantillons d’atranol et de chloroatranol en mesurant I'inflammation observée sur
les oreilles des souris traitées, ainsi que la prolifération des cellules régulatrices des
lymphocytes T. Ces expériences sont fréquemment utilisées pour la détection et I'évaluation
du pouvoir sensibilisant des allergénes. La mesure de I'épaisseur de l'oreille, effectuée a
I'aide d’un micrométre, permet de quantifier la réponse inflammatoire et traduit la présence

3132 |3 prolifération des

et d’cedémes au niveau de la zone d’application de I'allergene.
lymphocytes T, quant a elle, permet I'obtention de données plus objectives d’un point de
vue de la sensibilisation a la molécule testée.* Dans un premier temps, une série de tests
sur la souris a été menée en suivant le protocole décrit dans la Figure 32. Ce protocole
implique l'incorporation de 5-bromo-2’-deoxyuridine (BrdU) dans I'alimentation des souris
testées. Le BrdU est un marqueur de I’ADN des cellules récemment renouvelées et permet

ainsi la quantification de la prolifération cellulaire.®*

Dans cette premiere étude, différentes concentrations d’atranol et de chloroatranol, seuls
ou en mélanges, ainsi que différentes mousses de chéne enrichies en atranol et en
chloroatranol a des concentrations connues ont été utilisées (Figure 33). Les concentrations
utilisées ont été reliées aux valeurs d’ECs de I'atranol et du chloroatranol.’®** Ainsi, la
concentration moyenne utilisée correspond a cette valeur de 0,4 % pour le chloroatranol et
0,6 % pour I'atranol. Les deux autres concentrations correspondent au tiers et au triple de
cette valeur pour les concentrations faibles et élevées respectivement (Figure 33). Le
controle a été effectué en appliquant a la place de I'allergéne le solvant seul (acétone/huile

d’olive : 4/1)
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Figure 32 : Protocole expérimental des tests in vivo présentés dans cette partie.

Nom de I’échantillon Concentrations
Atranol (%) Chloroatranol (%)

Controle 0 0
Atranol faible 0,2 0
Atranol moyen 0,6 0
Atranol élevé 1,8 0
Chloroatranol faible 0 0,13
Chloroatranol moyen 0 0,4
Chloroatranol élevé 0 1,2
Mélange faible 0,2 0,13
Mélange moyen 0,6 0,4
Mélange élevé 1,8 1,2
Mousse de chéne 2,1 0,9
Mousse de chéne faible 2,3 1,03
Mousse de chéne moyen 2,7 1,3
Mousse de chéne élevé 3,9 2,1

Figure 33 : Tableau relatant les différents échantillons utilisés lors des premiers tests biologiques.

Les résultats obtenus sont répertoriés dans la Figure 34.
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Figure 34 : Variation de |'épaisseur des oreilles de souris en fonction de I’échantillon appliqué.

Le graphique de la Figure 34 montre que la variation observée au niveau de I'épaisseur des
oreilles des souris reste dans tous les cas tres faible. Ceci semble indiquer que I'inflammation

au cours de la phase de sensibilisation est peu importante.

Les résultats obtenus lors des études concernant la prolifération cellulaire ont été aussi peu
concluants. Cependant, le décompte des cellules régulatrices des lymphocytes T semble
montrer que plus la concentration en atranol et/ou en chloroatranol est élevée, plus les
cellules régulatrices répondent fortement. Ceci pourrait peut étre expliquer la faible réponse
inflammatoire observée précédemment. En effet, I'induction de cellules régulatrices limite la
libération de cytokines par les lymphocytes et ainsi la réaction inflammatoire proprement

dite.

Aux vues de ces résultats, la question de la toxicité de ces molécules s’est posée. Deux
expériences ont alors été menées en incubant pendant 24 heures, a 37 °C, deux lignées de
cellules différentes avec diverses concentrations d’atranol et de chloroatranol. Les cellules
utilisées lors de ces expériences ont été les DO11.10 (cellules T) et les PAM2.12

(kératinocytes). Les résultats obtenus lors de cette étude sont répertoriés dans la Figure 35.
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Figure 35 : Courbes représentant les quantités de cellules vivantes en fonction de la concentration en atranol

ou en chloroatranol.

Ces courbes représentent le pourcentage de cellules vivantes dénombrées en fonction de la
concentration en atranol ou en chloroatranol. Elles montrent, en général, que le
chloroatranol est plus cytotoxique envers les cellules étudiées que I'atranol. En effet, la
guantité de cellules vivantes est beaucoup plus faible, a concentrations égales, dans le cas

du chloroatranol que dans celui de son homologue non chloré.

Il a été ensuite envisagé de réaliser de nouvelles expériences sur la souris, suivant le méme
protocole que celui décrit dans la Figure 32. Pour ces expériences, seuls I'atranol et le
chloroatranol ont été testés mais sur une nouvelle gamme de concentrations allant de 1 a 20
%. La mesure de I'épaississement de I'oreille et de la prolifération de cellules lymphocytaires
TCD," et TCDg" par fluorimétrie a été réalisée. Les résultats ainsi obtenus sont reportés dans

les Figures 36 et 37.
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Figure 36 : Pourcentage de variation de I'épaisseur des oreilles des souris en fonction de la concentration

d’allergene appliquée.

Le graphique de la Figure 36 montre que la variation de |’épaisseur de |'oreille mesurée est
plus importante, a concentration égale, dans le cas du chloroatranol que dans celui de
I’atranol. Et ceci, méme si la réponse a I'atranol et au chloroatranol reste cependant minime
par rapport a ce qui peut étre observé pour d’autres aIIergénes.30 De plus, ces résultats
rejoignent ceux des expériences précédentes menées dans le cadre de |'étude décrite dans

la Figure 34.

Dans la Figure 37, la courbe représentant I'index de stimulation des lymphocytes T CD," en
fonction de la concentration en atranol ou en chloroatranol montre que la concentration
nécessaire pour induire une quantité de cellules triplée par rapport au contréle (ECz) est plus
faible pour le chloroatranol que pour son homologue non chloré. La prolifération des cellules

CDg", quant a elle, est comparable pour ces deux molécules quelque soit la concentration

utilisée.
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Figure 37 : Courbes représentant la prolifération cellulaire des différents lymphocytes étudiés en fonction de la

concentration en atranol ou en chloroatranol.
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De nouvelles expériences sont en cours de réalisation. Lors de ces expériences, trois groupes
de quatre souris sont sensibilisés avec, soit de I'absolu de mousse de chéne, soit de I'atranol,
soit du chloroatranol. Une fois les souris sensibilisées, elles sont mises en contact a nouveau
avec les trois substances afin de mesurer |’élicitation de la réponse allergique par mesure de
la variation de I'épaisseur des oreilles des souris testées, et par décompte de la prolifération

des cellules lymphocytaires T CD4+ et T CDg+ (Figure 38).

Sensibilisation Elicitation Entrée Figures 39 et 40
Atranol Atranol Atranol/Atranol
Chloroatranol Atranol Chloroatranol/Atranol
Absolu de mousse de chéne Atranol Mousse de chéne/Atranol
Chloroatranol Chloroatranol Chloroatranol/Chloroatranol
Atranol Chloroatranol Atranol/chloroatranol
Absolu de mousse de chéne Chloroatranol Mousse de chéne/Chloroatranol
Absolu de mousse de chéne Absolu de mousse de chéne Mousse de cc:éé:i/Mousse de
Atranol Absolu de mousse de chéne Atranol/Mousse de chéne
Chloroatranol Absolu de mousse de chéne Chloroatranol/Mousse de chéne

Figure 38 : Tableau relatant les expériences de sensibilisation/élicitation envisagées entre I'absolu de mousse

de chéne, I'atranol et le chloroatranol.

Lors de ces expériences, les souris ont été sensibilisées avec soit de I'absolu de mousse de
chéne dilué 20 fois, ceci correspondant a des concentrations d’atranol et de chloroatranol de
0,42 % et de 0,18 % respectivement, soit avec une solution a 0,42 % en atranol, soit avec une
solution a 0,18 % en chloroatranol. Les mémes solutions ont été utilisées lors de des études
d’élicitation.

Le but de cette expérience est de savoir si, par exemple, dans le cas d’une sensibilisation a
I'absolu de mousse de chéne un contact ultérieur soit avec de l’atranol, soit avec du

chloroatranol suffit a déclencher une réaction allergique. Ceci permettrait de comparer le
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pouvoir d’élicitation des trois différentes substances chez des souris sensibilisées a chacune

d’entre elles.

Les résultats obtenus lors de cette étude sont répertoriés dans les Figures 39 et 40.
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Figure 39 : Pourcentage de variation de I'épaisseur des oreilles des souris lors des expériences

sensibilisation/élicitation.

Il est intéressant de noter que les plus grandes variations apparaissent dans le cas d’une
élicitation a I'aide d’atranol. En effet, dans les cas d’une sensibilisation a I'absolu de mousse
de chéne ou au chloroatranol, I'atranol semble induire la plus grande réponse d’élicitation.
Ces variations restent, comme dans les cas précédents, trés faibles par rapport a ce qui peut

étre observé pour d’autres aIIergénes.30

Le décompte des cellules lymphocytaires effectué lors de ces expériences est montré dans la

Figure 40.
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Figure 40 : Graphiques représentant la prolifération cellulaire des différents lymphocytes étudiés lors des

expériences de sensibilisation/élicitation.

La réponse de ces cellules dans les entrées chloroatranol/atranol et mousse de
chéne/atranol semblent indiquer que I'atranol seul permet d’éliciter une réaction plus
importante chez des souris sensibilisées au chloroatranol et a I’'absolu de mousse de chéne
que chez des souris sensibilisées a I’atranol seul. Ceci implique que le chloroatranol et

I’absolu de mousse de chéne sont des sensibilisants plus forts que ne I'est I'atranol.

Dans les deux entrées atranol/mousse de chéne et chloroatranol/mousse de chéne, la
réponse des cellules T CD4+ est tres importante. |l semble donc que la mousse de chéne
puisse éliciter une réaction allergique plus importante chez des souris sensibilisées au
chloroatranol seul ou a I'atranol seul par rapport a celles sensibilisées a I’'absolu de mousse
de chéne. Cette observation pourrait provenir d’un effet de synergie due a la présence dans

la mousse de chéne des deux molécules incriminées.

Enfin, a la vue des résultats aprés élicitation a I'aide de chloroatranol, il semblerait que cette
molécule induise moins de réactions chez des souris sensibilisées soit a I'atranol soit a

I’absolu de mousse de chéne.

Les résultats obtenus lors des études de prolifération des cellules T CDg+ semblent

corroborer les observations faites précédemment, les maximums de réponse étant
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également observés lors des élicitations faites a I'aide d’atranol et les minimums dans le cas

d’élicitation a I'aide de chloroatranol.

Ces résultats indiquent que dans tous les cas, I'exposition a I'atranol ou au chloroatranol,
chez des souris sensibilisées a 'une ou a I'autre de ces molécules, conduit a une réaction du
systeme immunitaire. Les populations lymphocytaires mises en jeu lors de ces réactions sont

donc les mémes pour I'atranol et pour le chloroatranol.

D’un point de vue plus chimique, il a été montré dans ce chapitre que les adduits formés lors
de réactions entre I'atranol, ou le chloroatranol, et les peptides ont des structures chimiques
proches. Ces résultats concordent tout a fait avec les observations faites lors de ces tests
biologiques. En effet, il est raisonnable de penser a la vue de ces différents résultats que les
antigénes mis en jeu lors d’une sensibilisation/élicitation a I’atranol ou au chloroatranol sont
suffisamment proches pour étre reconnus indifféremment par les populations

lymphocytaires présentes.
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VI. Conclusions

Les résultats obtenus lors des différents tests biologiques effectués sur I'atranol et le
chloroatranol montrent clairement que la réponse du systéme immunitaire a I'application de
mousse de chéne augmente considérablement en fonction de la concentration en atranol et
en chloroatranol de celle-ci. Ceci constitue un élément de plus en faveur de I’hypothese
selon laquelle ces deux molécules sont les principales responsables de I'allergie a ce produit.
De plus, il a été démontré dans cette partie que le chloroatranol induisait, dans tous les cas,
une réponse plus importante que son homologue non chloré, que ce soit d’un point de vue

immunologique que cytotoxique.

Il a également pu étre démontré dans cette partie, grace aux études de RMN concernant ces
deux molécules, que [l'atranol et le chloroatranol nécessitent une étape préalable
d’oxydation par voie métabolique afin de devenir réactifs vis-a-vis des résidus nucléophiles
des protéines cutanées. En effet, ces deux molécules ne s’oxydent qu’en présence d’un
milieu enzymatique, et réagissent avec le glutathion uniguement dans ce méme milieu. Ces
études ont permis d’établir, de facon formelle, que I'atranol et le chloroatranol font partie

de la sous famille des pro-haptéenes.

Les premieres études portant sur le suivi, a I'aide de la spectrométrie de masse, de
I’oxydation de I’atranol et du chloroatranol en présence de peroxydase de raifort, ont permis
d’établir que ces deux molécules forment, dans ces conditions, des diméres. L'observation
de tels dimeres confirme bien que ces deux molécules ont subit une réaction d’oxydation.
Dans le cas du mélange d’atranol et de chloroatranol, seuls les dimeres issus de |'oxydation
du chloroatranol ont pu étre observés. Cependant, la formation d’hétérodimeéres d’atranol
et de chloroatranol a pu étre également constatée. L’observation de telles molécules dans le
mélange semble indiquer que le chloroatranol est plus réactif dans les conditions d’étude

gue son homologue non chloré.
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Les études de réactivité de |'atranol et du chloroatranol séparément menées en présence de
glutathion, ont montré la formation d’un adduit dans le cas de I'atranol et de cing dans celui
du chloroatranol. L’étude de la réactivité du mélange, quant a elle, a montré la formation de
cing adduits. Ces cing adduits correspondent a ceux observés lors des expériences menées
lorsque le chloroatranol est seul en solution avec le glutathion et sont certainement issus de
la réactivité des diméres de chloroatranol. Cependant, il a également été montré que de tels
adduits peuvent aussi provenir de la réactivité des hétérodimeres d’atranol et de
chloroatranol. La réactivité du mélange semble donc, dans ce cas, correspondre a celle du

chloroatranol et est également amplifiée par la présence d’atranol.

Dans le cas de la réactivité de I'atranol et du chloroatranol vis-a-vis du peptide cystéine, il a
été montré que chacune de ces deux molécules menaient a la formation d’un seul adduit.
L'étude du mélange de ces deux allergenes a montré la formation d’un unique adduit issu de
la réactivité du chloroatranol. Dans ce cas, a I'inverse du précédent, la réactivité du mélange

est strictement identique a celle du chloroatranol.

L'étude de la réactivité séparée de ces deux molécules en présence de peptide lysine a
montré la formation de trois adduits dans le cas de I'atranol et de deux adduits dans celui du
chloroatranol. Lors de I’étude du mélange, I'un des adduits observé provenait de la réactivité
de I'atranol et I'autre de celle de son homologue chloré. Les réactivités respectives de ces
deux molécules semblent dans ce cas s’exprimer a égale valeur. Cependant, un ion
moléculaire supplémentaire a été observé lors de I'étude de la réactivité du chloroatranol
vis-a-vis du peptide lysine et lors de celle du mélange. Cet ion moléculaire est trés
probablement du a la présence d’un adduit entre le peptide et le chloroatranol mais sa

structure n’a pas pu étre établie.

Le but de ces études était de déterminer la réactivité de I'atranol et du chloroatranol vis-a-
vis des trois peptides testés, qu’ils soient seuls ou en mélange, et de donner des bases quant
a la détection et/ou I'évaluation des pré- ou des pro-hapténes présents dans un mélange. Le
cas étudié dans ce chapitre était I'un des plus difficiles. En effet la faible différence de

potentiel sensibilisant, fourni par le LLNA, de ces deux molécules ne donnait aucune
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perspective quant a leur éventuelle différence de réactivité vis-a-vis des peptides. Les études
conduites a propos de la réactivité de chaque molécule en présence des peptides utilisés lors
du DPRA ont d’ailleurs confirmé que la quantité d’adduits est similaire pour I’atranol et pour
le chloroatranol. Du point de vue de la sécurité du consommateur, il parait indispensable
gu’'un mélange de deux molécules classées par des études de LLNA comme étant des
sensibilisants forts soit détecté par le DPRA comme étant un allergene fort. Ces études ont
montré que dans le cas du peptide cystéine, la réactivité du mélange correspond a celle du
chloroatranol, I'allergéne le plus fort du mélange, et que dans le cas du peptide lysine, les
réactivités des deux constituants du mélange s’exprimaient de maniere similaire a celle des
études portant sur chaque molécule séparément. Il parait raisonnable alors de supposer que
de tels comportements se retrouveraient lors d’études du DPRA. Ainsi, la déplétion
peptidique observée serait dans le cas du peptide cystéine comparable a celle du
chloroatranol correspondant donc a celle d’un allergéne fort. Dans le cas du peptide lysine,
les choses sont encore plus simples. En effet, la réactivité des deux molécules s’exprimant, la
déplétion peptidique observée dans le cas d’un test du DPRA sur ce mélange serait alors due
a I'atranol ainsi qu’au chloroatranol et serait éventuellement surexprimée par rapport a celle
observée de chaque molécule seule. Cette surexpression de la réactivité ne serait
certainement pas une mauvaise chose en soi pour la sécurité du consommateur. En effet, de
telles observations peuvent au pire des cas surévaluer la classe des mélanges testés et ainsi
surprotéger le consommateur. A la vue de ces résultats et de ces observations, il parait
raisonnable de penser que si le DPRA classe ces deux molécules comme le fait le LLNA, c'est-
a-dire comme étant des allergenes forts, ce test devrait logiquement classer le mélange

atranol/chloroatranol de la méme maniere.

Enfin, les études de réactivité par spectrométrie de masses ont permis également de mettre
en évidence que ces deux molécules réagissent par le biais de réaction radicalaires avec les
différents peptides. Afin de mieux comprendre et de déterminer avec plus de certitudes les
mécanismes mis en jeu lors de ces réactions, il serait intéressant de compléter ces études
par des expériences de résonance paramagnétique électronique. De telles expériences
permettraient éventuellement de confirmer ou d’améliorer les mécanismes proposés tout

au long de ce chapitre.
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L'allergie de contact est une maladie sans traitement autre que symptomatique et le seul
moyen de prévenir son apparition est d’agir avant I’exposition du consommateur. Dans cette
optique, il est nécessaire de tester de maniere systématique tous les composants étant
amenés a étre en contact avec la peau. Cette nécessité va méme devenir une obligation du
fait de I’entrée progressive en application de la réglementation REACH. Parallelement, le
7°™ amendement i la Directive Européenne sur les cosmétiques demande la suppression
des tests basés sur I'utilisation d’animaux pour I'évaluation du pouvoir sensibilisant. Il en
résulte que le développement et I'amélioration de méthodes alternatives pour la détection
d’allergénes sont devenus un enjeu majeur. Dans le cas précis du DPRA, il pourrait étre tres
intéressant de I'adapter a I’évaluation du pouvoir sensibilisant de mélanges complexes afin,
par exemple, de diminuer la quantité de tests a effectuer. En effet, bien qu’un effort
important ait été fait pour I'évaluation du pouvoir sensibilisant des composés chimiques
individuellement, il n’existe toujours pas de méthode permettant de le faire dans le cas de
mélanges de composés. Ceci est d’'un intérét majeur lorsque I'on considére les produits
cosmétiques pour lesquels de nombreux ingrédients sont des extraits naturels (i.e. huiles
essentielles...). Il serait donc intéressant de savoir si les études de réactivité peptidique,
appliquées aux mélanges de composés chimiques allergisants, pourraient corréler avec leur

pouvoir sensibilisant.

Le but de ce travail de these a été d’étudier la réactivité de plusieurs mélanges d’allergenes
connus afin d’apporter des éléments de réponse a la question de savoir si le DPRA est
capable de détecter et/ou d’évaluer le potentiel sensibilisant de mélanges complexes. Le

travail a été réalisé a I'aide de cinq mélanges binaires de composés :

N-Méthyl-5-chloroisothiazolinone/N-méthylisothiazolinone
Hydroxycitronellal/citral

Hydroxycitronellal/aldéhyde cinnamique

Citral/aldéhyde cinnamique

Atranol/chloroatranol
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Ces mélanges ont I'avantage de couvrir une gamme de potentiels de sensibilisation et de
mécanismes de réactivité vis-a-vis d’acides aminés nucléophiles. Les potentiels de
sensibilisation des molécules choisies vont de fort (MCI) a faible (hydroxycitronellal). Leurs
mécanismes de réaction refletent la complexité des réactivités observées que I'on peut
trouver chez les haptenes (isothiazolinones et aldéhydes) ou pro-hapténes (atranol et
chloroatranol). Enfin, les conditions expérimentales ont été choisies (équimolarité) afin
d’étudier I'existence d’une éventuelle compétition entre la réactivité des deux composants

du mélange.

Ce travail de these s’est articulé autours de trois grandes parties. Une premiére partie a
concerné un mélange d’allergénes aux pouvoirs sensibilisants éloignés (MI/MCI) afin
d’étudier dans un premier temps un mélange « simple ». Dans un second temps, sont
venues les études mettant en jeu les mélanges d’aldéhydes aux potentiels de sensibilisation
plus proches afin de confirmer ou infirmer les résultats obtenus dans la premiere partie.
Enfin, 'étude d’'un mélange de pro-hapténes, aux mécanismes d’action encore inconnus,

gue sont I'atranol et le chloroatranol est venue clore ce travail.

Tous les mélanges étudiés lors de ce travail se sont montrés réactifs vis-a-vis des différents
peptides utilisés. Ceci a permis de montrer que le DPRA est tout a fait capable de détecter la
présence d’allergenes dans des mélanges. Cependant, la difficulté de ce travail résidait dans
la corrélation entre les résultats de réactivité observés et la prédiction du pouvoir

sensibilisant du mélange testé. Deux cas se sont présentés a nous.

Dans un premier temps, les résultats obtenus lors des études de la réactivité des mélanges
d’allergenes ayant des potentiels de sensibilisation significativement différents vis-a-vis des
peptides et les études cinétiques effectuées, nous ont permis de suggérer que le DPRA
prédirait le pouvoir sensibilisant d’un tel mélange comme étant celui de I'allergéne le plus
fort présent. Ainsi un mélange d’allergéne fort/allergéne modéré (MCI/MI) serait considéré

par ce test comme étant un allergéne fort, un mélange d’allergéne modéré/allergéne faible
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(citral/hydroxycitronellal) comme un allergene modéré. Ceci est nécessairement a moduler

en fonction des concentrations relatives des deux allergenes.

Dans le cas des mélange d’allergenes aux potentiels de sensibilisations proches, comme le
mélange citral/aldéhyde cinnamique, le comportement s’est avéré étre différent dans le
sens ou la réactivité d’aucun des deux haptéenes n’a pris le pas sur celle de I'autre. Les deux
composants du mélange ayant réagi, d’'un point de vue purement chimique, on peut
extrapoler ce comportement en disant que la réactivité du mélange correspond a la somme
des réactivités des constituants. Ainsi, pour deux molécules dont les constantes de vitesse de
réaction envers les peptides sont proches, on peut s’attendre a obtenir des résultats de
déplétion peptidiques similaires a ceux obtenus pour une molécule seule pour une méme
qguantité totale d’allergene. D’un autre c6té, une étude récente a montré que la réponse
immunitaire a I'aldéhyde cinnamique, chez des souris sensibilisées a un mélange d’aldéhyde
cinnamique, d’isoeugénol et d’hydroxyisohekyl-3-cyclohexéne carboxaldéhyde était
supérieure a celle observée chez des souris sensibilisées a I'aldéhyde cinnamique seul.! Ainsi,
méme si la présence d’allergéne en mélange est compatible avec les lectures de déplétions
peptidiques, le lien entre cette réactivité peptidique et I'allergie de contact, au travers de

I'arbre décisionnel développé lors de |"élaboration du DPRA, n’est plus valable.

De maniere plus générale, ce travail a montré que le dans cas des mélanges binaires et
équimolaires, la détection d’allergénes par le DPRA serait envisageable. Cependant, dans les
cas ou les deux allergeénes du mélange ont des potentiels de sensibilisation trés proches
(citral/aldéhyde cinnamique et atranol/chloroatranol) la déplétion peptidique ne permettra
sans doute pas de déterminer le potentiel de sensibilisation sur la base du test DPRA. En
effet, méme si la détection d’allergéne en mélange est possible, il est trés important de
pouvoir prédire le pouvoir sensibilisant des composés et ainsi éviter au consommateur une

exposition qui pourrait déclencher chez lui une allergie de contact.

1. C. M. Bonefeld, M. M. Nielsen, I. M. Rubin, M. T. Vennegaard, S. Dabelsteen, E. Giménez-Arnau, J. P.
Lepoittevin, C. Geisler, J. D. Johansen.
Enhanced sensitization and elicitation responses caused by mixtures of common fragrance allergens.
Contact Dermatitis, 2011. DOI : 10.1111/j.1600-0536.2011.01945.x.
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Cette étude visait a donner des éléments de réponse quant a la possibilité de détecter et/ou
d’évaluer le potentiel allergisant de mélanges complexe par le DPRA. Les résultats obtenus
sont encourageants mais ont révélé certaines limites. Des études de type LLNA sont
maintenant nécessaires pour mieux comprendre I'effet des mélanges d’allergénes sur la
sensibilisation et I’élicitation des réactions allergiques. Il est important de comprendre |'effet
de tels mélanges d’une part sur la sélection et |'activation des sous populations de
lymphocytes T et sur la production de signaux de dangers qui vont réguler I'intensité de la

réponse du systéme immunitaire.
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Matériels et méthodes

Solvants et réactifs

Les réactions sensibles a I'air et/ou a I'"humidité ont été conduites sous atmosphére

d’argon dans de la verrerie préalablement flambée sous vide.

Les solvants anhydres utilisés dans les différentes syntheses ont été préparés de la fagon

suivante :

— L’éther diéthylique et le tétrahydrofurane ont été distillés sous argon en
présence de sodium et de benzophénone.
— Le dichlorométhane a été distillé sous argon sur pentoxyde de

phosphore associé a un indicateur coloré (Sicapent®)

Les réactifs utilisés lors des différentes syntheses ont été fournis par Sigma-Aldrich (Saint

Quentin, Fallavier, France).

Les réactifs marqués au carbone 13 ont été fournis par Euriso-top (Saint-Aubin, France).

Le suivi des réactions a été effectué par chromatographie sur couche mince (CCM) (silica
gel 60 Fys4, 0,25 mm, Merck KGaA, Darmstadt, Allemagne). La révélation des plaques a été
effectuée soit par ultraviolet (A = 254 nm), soit a I'aide de révélateurs spécifiques suivi

d’un chauffage au décapeur thermique.

Les purifications des produits ont été effectuées, sauf indication du contraire, par
chromatographie sur colonne de silice (Geduran Si60, 40-63 um, Merck KGaA, Darmstadt,
Allemagne) ou d’oxyde d’aluminium (alumine standardisée, 63-200 um, Merck KGaA,

Darmstadt, Allemagne).
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Caractérisation des produits

Les spectres de RMN du proton et du carbone 13 ont été enregistrés a 'aide d’un
spectrometre Bruker Avance 300 MHz (300 MHz 'H; 75 MHz 13'C). Les déplacements
chimiques (J) sont donnés en parties par million (ppm) par rapport au tétraméthylsilane.
Les constantes de couplage sont exprimées en Hertz. Les abréviations s, sl, d, t, g et m
indiquent, respectivement, les multiplicités suivantes : singulet, singulet large, doublet,
triplet, quadruplet et multiplet. Le tableau ci-dessous décrit les déplacements chimiques

des signaux résiduels des solvants deutérés utilisés lors des caractérisations.

Solvant ORMN *H (ppm) ORMN 3C (ppm)
Chloroforme-d 7,24 77,16
Méthanol-d, 3,30 49,02
Acétonitrile-d; 1,94 118,26

Etudes de RMN

Le suivi par RMN du carbone 13 de la réactivité des allergenes étudiés vis-a-vis des
peptides a été réalisé a I'aide d’'un spectrometre Bruker Avance 300 MHz. Les adduits
formés ont été caractérisés a I'aide d’expériences de corrélations hétéronucléaires *H->C
courtes et longues distances (Heteronuclear Single-Quantum Correlation Spectroscopy,
HSQC et Heteronuclear Multiple-Bond Correlation, HMBC) effectuées a I'aide d’un
spectromeétre Bruker Avance 400 MHz (400 MHz *H ; 100 MHz *3C) ou d’un spectrométre
Bruker Avance 500 MHz (500 MHz *H ; 125 MHz *C). Les déplacements chimiques décrits
(exprimés en ppm) pour les protons et les carbones attribués aux adduits correspondent
a une compilation des différentes expériences de RMN (**¢c monodimensionnelle, *H-3C
bidimensionnelle HMBC et HSQC). Dans le cas des études concernant des composés ayant
deux positions marquées au carbone 13 (i.e. aldéhyde cinnamique et citral), les

déplacements chimiques décrits pour les adduits observés tiennent compte des
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expériences réalisées avec chacune des molécules marquées. Les paramétres
d’acquisition des différentes expériences de RMN effectuées sont récapitulés dans le

tableau ci-dessous.

RMN 1D ®C RMN 2D *H-C RMN 2D 'H-2C

HSQC HSQC
NS 800 40 120
SWH (Hz) 20325,203 4807,692 20325,203
FIDRES (Hz) 0,620 2,348 0,620
AQ (s) 0,806 0,213 0,806
D1 (s) 0,6 2,5 2,2
Pulse (s) 30

Etudes de spectrométrie de masse

Les spectres de masse ont été enregistrés sur un appareil Agilent QtoF couplé a une
chaine HPLC Agilent 1200SL RRLC équipée d’une colonne Thermo Hypersyl Gold (C18; 1

mm x 100 mm ; taille des particules 1,9 um).
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Synthése de M, [**C]-1, et de Mcl, [**C]-2

2-[**C]-Bromoacétate d’éthyle, [*C]-4

1) PBr; Br, 0
0 ta.;30min;55°C;6h J]\
o \13CH2 O/\
Hytic OH 2) EtOH
ta.;15h [*3cl-4

Dans un tricol de 100 mL, muni d’un réfrigérant et d’un tube de garde rempli de chlorure
de calcium, de I'acide acétique marqué au carbone 13 en position 2 (3 g; 49,14 mmol) et
du tribromure de phosphore (6,65 g; 2,3 mL ; 24,57 mmol; 0,5 éq.) sont agités a
température ambiante. Du brome (27,49 g ; 8,6 mL ; 171,99 mmol ; 3,5 éq.) est ajouté
tres lentement dans le milieu a température ambiante. Le milieu est par la suite agité
pendant 30 minutes avant d’étre chauffé a 55 °C pendant 6 heures. Apres ce temps, la
température du milieu est redescendue a température ambiante et de I'éthanol anhydre
est additionné (4,29 g; 5,3 mL ; 93,37 mmol ; 1,9 éq.). Le milieu est alors laissé sous
agitation a température ambiante pendant 15 heures. De I'éthanol (10 mL), ainsi que de
I'eau (30 mL) et de I'éther diéthylique (60 mL), sont additionnés. La phase aqueuse est
extraite avec de I'éther diéthylique (3 x 40 mL) et 'ensemble des phases organiques est
neutralisé a I'aide d’une solution saturée de bicarbonate de sodium (3 x 20 mL) puis lavé
avec une solution saturée de thiosulfate de sodium (2 x 20 mL). La phase organique est
alors séchée sur sulfate de magnésium, filtrée et concentrée sous pression réduite pour
donner une huile jaune qui est purifiée par distillation sous vide (50 °C a 20 mbar) afin
d’obtenir le 2-[**C]-bromoacétate d’éthyle, [*3C]-4, sous forme d’une huile incolore (6,3g

; 37,5 mmol ; rendement : 77 %).

13¢c3H,0,Br ; MM = 167,96 g.mol™
Numéro de registre CAS : 85539-84-0

CCM —silice Rf=0,63 (AcOEt/EtOH : 95/5)
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RMN 'H (CDCl; — 300 MHz) : 1,23 (t, 3H, *Juu= 7,1 Hz, -CH3) ; 3,76 (d, 2H, Juc= 153,2 Hz,
-13CH,Br) ; 4,16 (q, 2H, *Jyu= 7,1 Hz, -OCH5-)

RMN *3C (CDCl; — 75 MHz) : 14,0 (-CH3) ; 26,0 (-"*CH,Br) ; 62,3 (-OCH,CHs) ; 167,2 (d, Yec=
65,0 Hz, -C(0)-)

Bromure de 1-[**C]-(2-éthoxy-2-oxoéthyl)-triphénylphosphonium, [3C]-5

0 Br O
B JI\ P o —p.t J\
=13 —_— 3T~
CH, O ta.;20h e, ST
[13(:]'4 [13C]_5

Dans un ballon de 100 mL, de la triphénylphosphine (10,3 g; 41,25 mmol; 1,1 éq.) est
dissoute dans 40 mL d’acétate d’éthyle. A cette solution est ajoutée une solution de 2-
[13C]—bromoacétate d’éthyle [13C]—4 (6,3 g; 37,5 mmol) dans 40 mL d’acétate d’éthyle. Le
mélange est alors laissé sous agitation a température ambiante pendant 20 heures. Le
précipité formé est lavé avec de I'acétate d’éthyle (2 x 10 mL) et du pentane (2 x 10 mL),
avant d’étre séché sous vide. Le bromure de 1—[13C]-(2-éthoxy-2-oxoéthyl)-

triphénylphosphonium [*3C]-5 est alors obtenu sous la forme d’un solide blanc (16,13 g;

37,5 mmol ; rendement : quantitatif).

13¢C,1H,,0,PBr ; MM = 430,31 g.mol™
Numéro de registre CAS : 167906-95-8
CCM - silice : Rf =0,17 (AcOEt /EtOH : 8/2)
Point de fusion : 154 °C

RMN H (CDCI; — 300 MHz) : 1,03 (t, 3H, *Juu= 7,2 Hz, -CH3) ; 4,00 (q, 2H, *Juu= 7,2 Hz,
-OCH») ; 5,54 (dd, 2H, “up= 13,8 Hz, Yuc= 134,5 Hz, -P*CH») ; 7,61-7,68 (m, 6H, m-
CH(Ar)); 7,73-7,79 (m, 3H, p-CH(Ar)) ; 7,84-7,91 (m, 6H, 0-CH(Ar))
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RMN 23C (CDCl; — 75 MHz) : 13,9 (-CHs) ; 33,4 (d, Ycp= 56,4 Hz, -*CH,P-) ; 63,0 (-OCH,-) ;
118,1 (d, 3C, Y= 87,6 Hz, -C(Ar)) ; 130,3 (d, 6C, *Jep= 13,1 Hz, m-CH(Ar)) ; 134,2 (d, 6C,
?Jep= 10,9 Hz, 0-CH(Ar)) ; 135,3 (d, 3C, “Jp= 3,0 Hz, p-CH(Ar)) ; 164,3 (-C(0)-)

2-[*C]-(Triphénylphosphoranylidéne)acétate d’éthyle, [C]-6

Br~ 0 0
+ NaOH Ph,—P. J\
PhS_P\BCH o N ———> 3 TSy O/\
2 ta.;3h
[13¢]-5 [**cl-6

Dans un ballon de 250 mL est dissout du bromure de 1-[13C]-(2-éthoxy—2—oxoéthy|)—
triphénylphosphonium [*3C]-5 (12,63 g ; 29,35 mmol) dans 100 mL de dichlorométhane. A
cette solution est ajoutée lentement une solution de soude 1 M (38,16 mL ; 38,16 mmol ;
1,3 éqg.). Le mélange biphasique est alors laissé sous agitation a température ambiante
pendant 3 heures. La phase aqueuse est alors séparée de la phase organique avant d’étre
extraite avec du dichlorométhane (3 x 50 mL) puis de I’éther diéthylique (3 x 50 mL). Les
phases organiques sont alors rassemblées, séchées sur sulfate de magnésium et
évaporées sous pression réduite. Apres recristallisation dans un mélange de cyclohexane
et d’heptane (6/4), le 2-[*C]-(triphénylphosphoranylidéne)acétate d’éthyle [*C]-6 est

obtenu sous la forme de cristaux jaune pale (9,33 g ; 26,7 mmol ; rendement : 90 %).

13¢C,1H,10,P ; MM = 349,38 g.mol™*
Numéro de registre CAS : 135052-95-8
CCM - silice : Rf = 0,38 (AcOEt /EtOH : 8/2)

Point de fusion : 123-124 °C
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RMN H (CDCl; — 300 MHz) : 1,02 (sl, 3H, -CH3) ; 2,87 (sl, 1H, -">*CHCO,-) ; 3,94 (g, 2H, *Juy=
6,8 Hz, -OCH,-) ; 7,41-7,47 (m, 6H, m-CH(Ar)) ; 7,50-7,56 (m, 3H, p-CH(Ar)) ; 7,61-7,67 (m,
6H, 0-CH(Ar))

RMN 3C (CDCl; - 75 MHz) : 14,9 (-CHs) ; 30,4 (d, Y= 123,2 Hz, -*CHP-) ; 58,0 (-OCH,-) ;
128,5 (d, 3C, Ycp= 101,8 Hz, -C(Ar)) ; 128,8 (d, 6C, *Jcp= 12,2 Hz, m-CH(Ar)) ; 133,2 (d, 6C,
2Jep= 9,9 Hz, 0-CH(Ar)) ; 133,7 (3C, p-CH(Ar)) ; 163,4 (-C(0)-)

2-[**C]-3-(Acétylthio)-propanoate d’éthyle, [**C]-7

0 1) HCHO 37 % aq. 0 )
Pha—Ps J\ t.a.; 20 min; 55 °C; 24 h )]\ J\
T T > s/\13cH2 o
2) CH,C(0)SH
[*cl-6 ta.;7) [13¢)-7

Dans un bicol équipé d’un réfrigérant  est  dissout du 2-[2c)-
(triphénylphosphoranylidéne)acétate d’éthyle [*C]-6 (4,6 g ; 13,16 mmol) dans 50 mL de
dioxane. Une solution aqueuse de formaldéhyde a 37 % (395 mg; 0,99 mL; 13,16 mmol ;
1 éq.) est alors ajoutée lentement a température ambiante. Le mélange est laissé sous
agitation a cette température pendant 20 minutes avant d’étre chauffé a 55 °C pendant
24 heures. Le mélange est ensuite ramené a température ambiante, avant d’y ajouter de
I'acide thioacétique (2 g; 1,88 mL; 26,33 mmol ; 2 éq.). L'agitation est maintenue durant
7 jours a température ambiante avant que le milieu ne soit concentré sous pression
réduite. Le brut réactionnel est alors récupéré dans 50 mL de dioxane et 100 mL d’éther
diéthylique. De I'’eau (100 mL) est également ajoutée. La phase aqueuse est séparée avant
d’étre extraite a I'aide d’éther diéthylique (3 x 100 mL). Les différentes phases organiques
sont alors rassemblées, séchées sur du sulfate de magnésium, avant d’étre évaporées
sous pression réduite. L’huile jaune ainsi obtenue est alors purifiée par chromatographie
sur gel de silice (éther de pétrole/AcOEt: 8/2). Le 2-[**C]-3-(acétylthio)propanoate
d’éthyle [13C]-7 est obtenu sous forme d’une huile rouge (1,1 g; 6,17 mmol ; rendement :

45 %).
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13€CeH12055 ; MM = 177,23 g.mol™
Numéro de registre CAS : 532989-58-5

CCM —ssilice : Rf = 0,34 (pentane/AcOEt : 92/8)

RMN *H (CDCl; — 300 MHz) : 1,23 (t, 3H, *Jyu= 7,1 Hz, -OCH,CHs3) ; 2,30 (s, 3H, -C(O)CH;) ;
2,58 (dt, 2H, Yuc= 130,6 Hz, *Juu= 6,9 Hz, *CH»-) ; 3,06 (m, 2H, -S-CH,-) ; 4,12 (q, 2H, *Juu=
7,1 Hz, -OCH.-)

RMN 3C (CDCl; — 75 MHz) : 14,1 (-OCH,CHs) ; 24,1 (d, Yec= 36,7 Hz, -SCH»-) ; 30,5
(-CH5C(0)S-) ; 30,4 (-3 CH,-) ; 60,7 (-OCH5-) ; 171,5 (d, Ycc= 57,2 Hz, -C(O)OCH,CH3) ; 195,4
(-C(0)s-)

2,2’-[*C]-3,3’-Dithiobis-(N-méthylpropionamide), [**C]-8

2)H,0,30 %aq.
ta.;1h

0 0 1) CH3NH, aq. o)
)]\ J]\ ta.;15h J\
/\
s7 13CH, “OEt > s BCH, “NHMe
2

[13(:]_7 [13(:]_8

Une solution aqueuse de méthylamine (41 % ; 709 mg; 1,93 mL; 22,88 mmol ; 4,2 éq.)
est ajoutée, dans un ballon de 25 mL, a du 2—[13C]—3—(acétylthio)—propanoate d’éthyle
[3C]-7 (970 mg ; 5,44 mmol). Le milieu est laissé sous agitation a température ambiante
pendant 15 heures. La température du milieu est ensuite abaissée a 0 °C avant d’ajouter
au mélange une solution aqueuse de peroxyde d’hydrogene (35 % ; 185 mg ; 0,46 mL ;
5,44 mmol; 1 éq.). Le milieu réactionnel est alors laissé sous agitation a température
ambiante pendant une heure avant d’étre dilué dans une solution saturée de chlorure de
sodium (15 mL) afin de stopper la réaction. La phase aqueuse ainsi obtenue est extraite a

I'aide de dichlorométhane (10 x 25 mL). Les phases organiques sont ensuite rassemblées

et séchées sur sulfate de magnésium avant d’étre évaporées. Le 2,2’-[**C]-3,3’-dithiobis-
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(N-méthylpropionamide) [**C]-8 (330 mg; 1,39 mmol; rendement: 25 %) est alors

obtenu apres recristallisation dans le benzéne.

13¢,CeH16N20,S; ; MM = 238,34 g.mol™
Numéro de registre CAS : 532989-61-0

CCM —silice : Rf = 0,36 (AcOEt/EtOH : 8/2)

RMN 'H (CD;0D - 300 MHz) : 2,57 (dt, 4H, Yuc= 129,3 Hz, *Juu= 7,1 Hz, 2 X ->CH,C(O)N-) ;
2,79 (s, 6H, 2 X -CH3) ; 2,93 (m, 4H, 2 X -SCH-).

RMN *3C (CD30D — 75 MHz) : 24,8 (2 X -CH3) ; 33,6 (d, YJcc= 36,0 Hz, 2 X -SCH»-) ; 34,9 (2 X
-BCH,C(0)NH-) ; 172,7 (d, Ycc= 49,0 Hz, 2 x -C(O)NH-)

4-[C]-Isothiazolinones, [**C]-1, [**C]-2

78°C; 1h et ta.; 12h a

j’\ 50,Cl, 13(:—( _( 13 _(
s B3cH, “NHMe , N C,A
2

[13C]_8 [13C]_1 [13(:]_2 [13C]_3

Dans un bicol de 50 mL, flambé et sous argon, est dissout le 2,2’-[13C]-3,3'-dithiobis-(N-
méthylpropionamide) [**C]-8 (330 mg; 1,39 mmol) dans 20 mL de dichlorométhane
distillé. Le milieu est refroidi a -78 °C avant d’y étre ajouté du chlorure de sulfuryle
(1,05 g; 0,63 mL; 7,78 mmol ; 5,6 éq.). Le mélange réactionnel est laissé sous agitation a
-78 °C pendant une heure avant d’étre ramené a température ambiante. L’agitation est
maintenue a cette température pendant 12 heures. Le milieu est ensuite repris dans 8 mL
de méthanol et un dépbt solide sur silice est réalisé. Une purification sur gel d’alumine
(AcOEt/pentane : 7/3) permet de purifier la 4-[**C]-2-N-méthylisothiazolin-3-one [**C]-1
(75 mg; 0,64 mmol ; rendement : 47 %) et la 4—[13C]—5—chIoro—2—N—méthyIisothiazolin—3—
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one [©C]-2 (112 mg; 0,74 mmol ; rendement : 53 %) [*C]-3 a été détecté sous forme de

traces par CCM.

4-[3C]-2-N-Méthylisothiazolin-3-one, 4-[*C]-MI, [**C]-1

13cC3HsNOS ; MM = 116,16 g.mol™
Numéro de registre CAS : 532989-67-6

CCM — alumine : Rf = 0,20 (pentane/AcOEt : 5/5)

RMN 'H (CD;0D - 300 MHz) : 3,36 (s, 3H, -CH3) ; 6,24 (dd, 1H, Yuc= 179,1 Hz, *Juu= 6,2 Hz,
-3CHC(O)N-) ; 8,44 (dd, 1H, 2Juc= 3,0 Hz, 3Jyy= 6,2 Hz, -SCH-)

RMN *3C (CD;OD - 75 MHz) : 30,8 (-CHs) ; 114,5 (-*CHC(O)N-) ; 143,3 (d, Ycc= 65,6 Hz, -
SCH-) ; 171,6 (d, Yec= 68,4 Hz, -C(O)N-)

4-["3C]-5-Chloro-2-N-méthyl-isothiazolin-3-one, 4-[**C]-MCl, [*3C]-2

13CC3H,4CINOS ; MM = 150,59 g.mol™
Numéro de registre CAS : 532989-66-5

CCM - alumine : Rf = 0,45 (pentane/AcOEt : 5/5)

RMN 'H (CDCI; — 300 MHz) : 3,29 (s, 3H, -CH3) ; 6,28 (d, 1H, Jyc= 183,2 Hz, -**CH-)

RMN *3C (CDCI; - 75 MHz) : 30,1 (CHs) ; 114,6 (-*CH-) ; 142,4 (-CCl) ; 164,1 (d, Yec = 78,9
Hz, -C(O)N-)
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Synthése du [**C]-hydroxycitronellal, [**C]-30

2,6-Diméthylheptan-1,6-diol 33

1).0; CH,Cl,
-78°C:1h
G 2).DMS OH
ta.;12h
3).LiAlH,
OH -10°Cpuist.a.; 10 h OH

33

Dans un tricol, une solution de dihydromyrcénol (1,58 g; 2 mL; 9,93 mmol) dans du
dichlorométhane (100 mL) est refroidie a -78 °C. De |'ozone est mis a buller dans la
solution jusqu’a ce qu’une coloration bleue apparaisse, caractéristique de la saturation du
milieu en ozone. L'excés d’ozone est purgé avec de I'oxygene pendant 15 minutes. Du
diméthylsulfure (2,45 g; 2,9 mL; 38,73 mmol; 3,9 éq.) est ajouté et le milieu et laissé
sous agitation a température ambiante pendant 12 heures. Le milieu réactionnel est
ensuite concentré sous pression réduite avant d’étre repris dans de I'éther diéthylique
(30 mL). La phase organique est lavée avec de I’eau (3 X 30 mL), avec une solution saturée
de chlorure de sodium (3 X 30 mL). L'ensemble des phases organiques est séché sur
sulfate de magnésium, filtré et concentré sous pression réduite afin d’obtenir une huile

jaune qui est utilisée telle quelle pour la suite de la synthese.

Une solution du brut réactionnel précédemment obtenu dans du tétrahydrofurane
anhydre (20 mL) est refroidie a -10 °C dans un bicol sec et sous argon. Une suspension de
tétrahydrure d’aluminium et de lithium (753 mg; 19,84 mmol; 2 éq. par rapport au
dihydromyrcénol) dans du tétrahydrofurane anhydre (20 mL) est lentement additionnée a
-10 °C. Le milieu est agité pendant 10 heures a température ambiante. Aprés ce temps, la
température du milieu est descendue a 5 °C et de I'eau (0,8 mL) est ajoutée lentement.
Apres 15 minutes d’agitation, une solution d’hydroxyde de sodium dans de I'eau (10 % ;
0,8 mL) est additionnée. Aprés 15 minutes supplémentaires d’agitation, de I'eau (2,4 mL)

est a nouveau ajoutée. La phase organique est lavée avec une solution saturée de
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chlorure de sodium (30 mL), séchée sur sulfate de magnésium, filtrée et concentrée sous
pression réduite. Le 2,6-diméthylheptan-1,6-diol 33 est purifié par chromatographie sur
colonne de silice (pentane/AcOEt : 4/6) et est obtenu sous forme d’une huile jaune (1,44

g; 8,99 mmol ; rendement : 91 %).

CoH200; ; MM = 160,24 g.mol™
Numéro de registre CAS : 36809-41-3

CCM —ssilice : Rf = 0,35 (pentane/AcOEt : 4/6)

RMN 'H (CDCl; — 300 MHz) : 0,92 (d, 3H, *Juu= 6,8 Hz, -CH(CH3)CH,OH) ; 1,20 (s, 6H,
-C(CH3),0H) ; 1,42 (m, 6H, -CHCH,CH,CH,-) ; 1,61 (m, 1H, -CH(CH3)CH,OH) ; 3,45 (m, 2H,
-CH(CH3)CH,0H)

RMN **C (CDCl; — 75 MHz) : 16,6 (-CH(CH3)CH,OH) ; 21,6 (-CHCH,CH,CH,-) ; 29,3
(-C(CHg)zOH) ; 33,8 (-CHCH2CH2CH2-) ; 35,7 (-CH(CHg)CHzOH) ; 44,1 (-CHCH2CH2CH2-) ; 68,2
(-CH,0H) ; 71,0 (-C(OH)-)

7-Bromo-2,6-diméthylheptan-2-ol, 34

PPh,, CBr,
OH -5°C; 20 min Br
puist.a.; 12 h
OH OH
33 34

Dans un bicol sec et sous argon, une solution de 2,6-diméthylheptan-1,6-diol 33 (5 g; 31,2
mmol) dans du dichlorométhane anhydre (200 mL) est refroidie a -5 °C. De la
triphénylphosphine (16,5 g; 62,3 mmol ; 2 éq.) et du tétrabromure de carbone (10,56 g;

31,2 mmol; 1 éq.) sont ajoutés. La solution prend une teinte orange foncée et apres 20
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minutes d’agitation la température du milieu est remontée a température ambiante. Le
milieu est alors laissé sous agitation pendant 12 heures. Il est ensuite concentré sous
pression réduite et le brut obtenu est purifié par chromatographie sur gel de silice
(gradient d’élution : pentane/AcOEt : 85/15 puis pentane/AcOEt: 7/3). Le 7-bromo-2,6-
diméthylheptan-2-ol 34 est obtenu sous forme d’une huile jaune (4,43 g; 19,85 mmol;

rendement : 64 %).

CoH19BrO ; MM = 223,15 g.mol™
Numéro de registre CAS : 959395-28-9

CCM - ssilice : Rf = 0,26 (pentane/AcOEt : 8/2)

RMN 'H (CDCl; — 300 MHz) : 0,97 (d, 3H, *Juy= 6,8 Hz, -CH(CH3)CH,Br) ; 1,15 (s, 6H,
-C(CH3),0H) ; 1,37 (m, 6H, -CHCH,CH,CH,-) ; 1,78 (m, 1H, -CH(CH3)CH,Br) ; 3,32 (m, 2H,
-CH(CH3)CH.Br)

RMN 3C (CDCl; — 75 MHz) : 18,7 (-CH(CH3)CH,Br) ; 21,6 (-CHCH,CH,CH,-) ; 29,2
(-C(CH3),0H) ; 35,2 (-CH(CH3)CH,Br) ; 35,3 (-CHCH,CH,CHy-) ; 41,4 (-CH,Br) ; 43,6
(-CHCH,CH,CH,-) ; 70,7 (-C(OH)-)
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1-[**C]-3,7-Diméthyl-7-hydroxyoctanenitrile, [*C]-35

Br 13C4/N
Na®3CN
80°C;3h o
OH ’
OH
34 [*3c)-35

Dans un bicol sec et sous argon, du cyanure de sodium marqué au carbone 13 (208 mg;
4,12 mmol ; 1 éq.) est additionné a une solution de 7-bromo-2,6-diméthylheptan-2-ol 34
(920 mg; 4,12 mmol) dans du diméthylformamide fraichement distillé (23 mL). Le milieu
réactionnel est agité pendant 3 heures a 80 °C et est ensuite hydrolysé avec de I'eau (20
mL). La phase aqueuse est extraite avec de |'éther diéthylique (4 x 100 mL). Les phases
organiques combinées sont lavées avec une solution saturée de chlorure de sodium (100
mL), séchées sur sulfate de magnésium, filtrées et concentrées sous pression réduite. Le
1—[13C]—3,7—diméthyl—7—hydroxyoctanenitrile [13C]—35 est purifié par chromatographie sur
gel de silice (éther de pétrole/AcOEt : 6/4) et est obtenu sous forme d’une huile incolore

(618 mg; 3,63 mmol ; rendement : 88 %).

13¢CyH19NO ; MM = 170,27 g.mol™

CCM —ssilice : Rf = 0,29 (pentane/AcOEt : 6/4)

RMN *H (CDCl; — 300 MHz) : 1,03 (d, 3H, */uu= 6,7 Hz, -CH(CH3)CH,">CN) ; 1,18 (s, 6H,
-C(CH3),0H) ; 1,41 (m, 6H, -CHCH,CH,CH,-) ; 1,84 (m, 1H, -CH(CH3)CH,**CN) ; 2,27 (m, 2H,
-CH(CH3)CH,"*CN)

RMN *3C (CDCl; — 75 MHz) : 19,4 (-CH(CH5)CH,"*CN) ; 21,5 (-CHCH,CH,CH,-) ; 24,4 (d, Yec=
55,5 Hz, -CH,">CN) ; 29,2 (Z-CHs;) ; 29,3 (E-CHs;) ; 30,4 (-CH(CHs)CH,*CN) ; 36,3
(-CHCH,CH,CH,-) ; 43,6 (-CHCH,CH,CH,-) ; 70,7 (-C(OH)-) ; 118,9 (-*CN)



Parties expérimentales

1-[**C]-Hydroxycitronellal, [**C]-30

N |
B* DIBALH I
-78°Cpuist.a.;3h S0
Tampon tartrique
OH ta.;12h OH
[*3c]-35 [*3c]-30

Dans un bicol sec et sous argon, une solution de 1-[13C]-3,7-diméthyl-7-
hydroxyoctanenitrile [13C]-35 (65 mg; 0,38 mmol) dans le dichlorométhane anhydre (3
mL) est refroidie a -78 °C. Une solution d’hydrure de diisobutylaluminium (1 M dans le
dichlorométhane ; 1,15 mL; 1,15 mmol; 3 éq.) est lentement additionnée. Le milieu
réactionnel est agité a température ambiante pendant 3 heures puis hydrolysé avec une
solution de tampon tartrique (3 mL). Il est ensuite laissé sous agitation a température
ambiante pendant 12 heures. Aprés ce temps, la phase aqueuse est extraite avec de
I’éther diéthylique (3 X 5 mL). Les phases organiques rassemblées sont lavées avec une
solution saturée de chlorure de sodium (25 mL), séchées sur sulfate de magnésium,
filtrées et concentrées sous pression réduite. Le 1-[*3C]-hydroxycitronellal [*3C]-30 est
purifié par chromatographie sur gel de silice (pentane/Et,0 : 4/6) et est obtenu sous

forme d’une huile jaune (47 mg; 0,27 mmol ; rendement : 72 %).

13CCyH00, ; MM = 173,27 g.mol™

CCM —ssilice : Rf = 0,28 (pentane/Et,0 : 4/6)

RMN 'H (CDCl; - 300 MHz) : 0,95 (d, 3H, *Ju4= 6,6 Hz, -CH(CH3)CH,">CHO) ; 1,20 (s, 6H,
-C(CH3),0H) ; 1,42 (m, 6H, -CHCH,CH,CH-) ; 2,25 (m, 1H, -CH(CH3)CH,**CHO) ; 2,37 (m,
2H, -CH,">CHO) ; 9,75 (d, 1H, YJuc= 169,5 Hz, -*CHO)

RMN **C (CDCl; — 75 MHz) : 19,9 (-CH(CHs)CH,">CHO) ; 21,7 (-CHCH,CH,CH,-) ; 28,1
(-CH(CH3)CH,"CHO) ; 29,3 ((-C(CH3),0H) ; 37,3 (d, *Jec= 3,1 Hz, -CHCH,CH,CH,-) ; 43,9
(-CHCH,CH,CH>-) ; 50,8 (d, YJcc= 38,8 Hz, -CH,"*CHO) ; 70,9 (-C(OH)-) ; 203,0 (-**CHO)
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Synthéses du 1-[3C] et du 3-[**C]-citral, 1-[**C]-31 et 3-[**C]-31

1-[**C]-3,7-Diméthyloct-2,6-dién-1-nitrile, 1-[>C]-37

N
LDA 13Z
| 78°C;30min o l N C
13Z > I N -
A : (EtO),pa 2P 0 3n
(EO) P (.36
0°C;1h
1-[*3¢)-37

Dans un ballon sec et sous argon, une solution de diisopropylamine fraichement distillée
(2,39 g; 3,33 mL; 23,78 mmol ; 4 éqg.) dans du tétrahydrofurane aussi fraichement distillé
(42 mL) est refroidie a -20 °C. A cette température, une solution de n-butyllithium (1,44 M
dans de I'éther diéthylique; 16,5 mL; 23,78 mmol; 4 éq.) est lentement ajoutée. Le
milieu réactionnel est agité pendant 1 heure a cette température et est ensuite refroidi a
-78 °C. Une solution d’acétonitrile marqué au carbone 13 en position 1 (500 mg; 11,9
mmol ; 2 éqg.) dans du tétrahydrofurane (10 mL) est alors ajoutée. Apres 30 minutes
d’agitation, la température du milieu est remontée a 0 °C avant d’additionner une
solution de diéthylchlorophosphate (2,17 g; 1,82 mL; 11,9 mmol; 2 éq.) dans du
tétrahydrofurane (10 mL). Apres 1 heure d’agitation a 0 °C, une solution de 6-méthyl-5-
heptén-2-one (774 mg; 905 pL; 5,95 mmol) dans du tétrahydrofurane (10 mL) est
ajoutée. Le milieu est agité a 0 °C pendant 3 heures avant d’étre hydrolysé avec de I'eau
(40 mL). La phase aqueuse est extraite avec de I'éther diéthylique (3 X 50 mL). Les phases
organiques rassemblées sont lavées avec une solution saturée de chlorure de sodium
(100 mL), séchées sur sulfate de magnésium, filtrées et concentrées sous pression
réduite. Le 1—[13C]—3,7—diméthyloct—2,6—dién—1—nitri|e 1—[13C]—37 est obtenu sous forme
d’une huile incolore (866 mg; 5,76 mmol ; rendement : 97 %) par purification sur gel de

silice (pentane/Et,0 : 9/1).
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13cCyH 5N ; MM = 150,24 g.mol™
Numéro de registre CAS : (E) 100187-30-2
() 105175-98-2

CCM - ssilice : Rf = 0,40 (pentane/Et,0 : 95/5)

RMN *H (CDCI; - 300 MHz) : Isomére E (66 %, intégration des signaux RMN *H) : 1,58 (s,
3H, Z-CH3) ; 1,67 (s, 3H, E-CH3) ; 2,03 (s, 3H, -CCH3) ; 2,17 (m, 4H, -CHCH,CH,-) ; 5,00 (m,
1H, -CHCH,CH,-) ; 5,08 (d, 1H, 2Jyc= 1,1 Hz, -CH™3CN)

Isomeére Z (34 %, intégration des signaux RMN 1H) : 1,60 (s, 3H, Z-CH3) ; 1,67 (s, 3H, E-CH3)
; 1,89 (s, 3H, -CCH3) ; 2,17 (m, 2H, -CHCH,CH,-) ; 2,41 (t, 2H, *Juy= 7,6 Hz, -CHCH,CHy-) ;
5,00 (m, 1H, -CHCH,CH,-) ; 5,08 (d, 1H, *Jyc= 1,1 Hz, -CH™CN)

RMN 3C (CDCl; — 75 MHz) : Isomére E : 17,6 (Z-CHs) ; 21,0 (d, *Jcc= 4,3 Hz, -CCH3) ; 25,6 (E-
CHs) ; 25,6 (-CHCH,CH,-) ; 38,5 (d, *Jec= 6,8 Hz, -CHCH,CH,-) ; 95,7 (d, “Jec= 78,3 Hz,
-CH™CN) ; 117,2 (-*CN) ; 122,1 (-CHCH,CH,-) ; 133,1 (-C(CHs),) ; 164,9 (-CH,CCHs)

Isomére Z : 17,6 (Z-CHs) ; 22,9 (d, *Jcc= 8,0 Hz, -CCH3) ; 25,6 (E-CHs) ; 26,1 (-CHCH,CH,-) ;
36,2 (d, *Jec= 3,1 Hz, -CHCH,CH»-) ; 96,2 (d, Ycc= 78,3 Hz, -CH'®CN) ; 116,9 (-**CN) ; 122,1
(-CHCH,CH,-) ; 133,2 (-C(CHs),) ; 165,1 (-CH,CCHs)

1-[**c)-cCitral, 1-[**C]-31

H
132N DIBALH |
€ -78 °Cpuist.a.; 2 h A 13(:%0
Tampon tartrique
ta.;12h
1-[*3¢)-37 1-[B3¢]-31

Dans un bicol sec et sous argon, une solution de 1—[13C]—3,7-diméthyloct—2,6—dién-l—nitriIe

1-[**C]-37 (866 mg; 5,76 mmol) dans du dichlorométhane fraichement distillé (50 mL) est
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refroidie a -78 °C. Une solution d’hydrure de diisobutylaluminium (1 M dans le
dichlorométhane; 11,53 mL; 11,53 mmol; 2 éq.) est ajoutée lentement. Le milieu
réactionnel est agité a température ambiante pendant 2 heures puis est hydrolysé avec
une solution de tampon tartrique (60 mL) et laissé agiter pendant 12 heures. La phase
aqueuse est ensuite extraite au dichlorométhane (3 x 50 mL). Les phases organiques
rassemblées sont lavées avec une solution saturée de chlorure de sodium (100 mL),
séchées sur sulfate de magnésium, filtrées et concentrées sous pression réduite. Le citral
1-[**C]-31 est purifié par chromatographie sur gel de silice (pentane/Et,0 : 9/1) et est

obtenu sous forme d’une huile jaune (587 mg; 3,83 mmol ; rendement : 67 %).

13cCyH160 ; MM = 153,23 g.mol™
Numéro de registre CAS : (E) 105176-00-9
() 105176-02-1

CCM —ssilice : Rf = 0,38 (pentane/Et,0 : 8/2)

RMN *H (CDCI; — 300 MHz) : Isomére E (66 %, intégration des signaux RMN H) : 1,57 (s,
3H, Z-CHs) ; 1,64 (s, 3H, E-CH3) ; 2,13 (m, 5H, -CCHz et -CHCH,CH,-) ; 2,19 (m, 2H,
-CHCH,CH>-) ; 5,03 (m, 1H, -CHCH,CH,-) ; 5,82 (d, 1H, /4= 9,0 Hz, -CH**CHO) ; 9,68 (dd,
1H, “Juc= 169,3 Hz, *Juu= 8,0 Hz, -1*CHO)

Isomére Z (34 %, intégration des signaux RMN *H) : 1,55 (s, 3H, Z-CH3) ; 1,64 (s, 3H, E-CH3)
; 1,94 (d, 3H, “Ju= 0,9 Hz, -CCH3) ; 2,13 (m, 2H, -CHCH,CH,-) ; 2,19 (m, 2H, -CHCH,CH,-) ;
5,05 (m, 1H, -CHCH,CH>-) ; 5,85 (d, 1H, *Jyu= 9,0 Hz, -CH*3*CHO) ; 9,58 (dd, 1H, “Jyc= 169,7
Hz, *Ju= 8,3 Hz, -'*CHO)

RMN 3C (CDCl; — 75 MHz) : Isomeére E : 17,5 (d, *Jec= 4,9 Hz, -CCH3) ; 17,6 (-CHs) ; 25,6
(-CHs) ; 26,9 (-CHCH,CH-) ; 40,6 (d, “Jcc= 5,5 Hz, -CHCH,CH,-) ; 122,2 (-CHCH,CH,-) ; 127,7
(d, Yec= 55,5 Hz, -CH®CHO) ; 132,8 (-C(CH3),) ; 163,7 (-CH,CCH3) ; 191,2 (-*CHO)

Isomére Z : 17,6 (-CHs) ; 25,0 (d, *Jec= 5,6 Hz, -CCH3) ; 25,6 (-CHs) ; 25,6 (-CHCH,CHa-) ; 32,5
(d, %Jec= 3,7 Hz, -CHCH,CH,-) ; 122,5 (-CHCH,CH,-) ; 128,9 (d, Ycc= 55,5 Hz, -CHCHO) ;
133,6 (-C(CHs),) ; 163,7 (-CH,CCHs) ; 191,2 (-*CHO)
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1-[**C]-5-Méthylhex-4-&n-1-nitrile, 1-[**C]-38

Br 13C4/N

Na'3cN

Y

ta.;12h

[*3c)-38

Dans un bicol sec et sous argon, une solution de 5-bromo-2-méthyl-2-penténe (1,66 g;
1,37 mL; 9,9 mmol) dans du diméthylformamide fraichement distillé (10 mL) est
additionnée a température ambiante a une suspension de cyanure de sodium marqué au
carbone 13 (500 mg; 9,9 mmol, 1 éq.) dans du diméthylformamide fraichement distillé
(20 mL). Le milieu réactionnel est laissé sous agitation durant 12 heures. Aprés hydrolyse
a l'eau (60 mL), la phase aqueuse est extraite au pentane (3 X 50 mL). Les phases
organiques rassemblées sont lavées avec une solution saturée de chlorure de sodium
(100 mL), séchées sur sulfate de magnésium, filtrées et concentrées sous pression réduite
a froid. Le 1—[13C]—5—méthy|hex—4—én—1—nitrile, 1-[*3C)-38, est purifié par chromatographie
sur gel de silice (pentane/Et,0 : 9/1) et est obtenu sous forme d’une huile incolore (963

mg ; 8,74 mmol ; rendement : 88 %).

13cCeH N ; MM = 110,17 g.mol™
Numéro de registre CAS:  125095-55-8

CCM —ssilice : Rf = 0,27 (pentane/Et,0 : 95/5)

RMN 'H (CDCI; — 300 MHz) : 1,60 (s, 3H, E-CHs) ; 1,68 (s, 3H, Z-CHs) ; 2,28 (m, 4H,
-CHCH,CH3-) ; 5,09 (m, 1H, -CHCH,CH,-)

RMN *3C (CDCI; - 75 MHz) : 17,4 (d, YJcc= 55,5 Hz, -CH,CN) ; 17,6 (Z-CHs) ; 23,9 (d, Ycc=
1,9 Hz, -CHCH,CH,) ; 25,4 (E-CH3) ; 119,5 (-*CN) ; 120,1 (d, *Jec= 3,1 Hz, -CHCH,CH,-) ;
135,2 (-C(CHs),)
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3-[**C]-3,7-Diméthyloct-2,6-dién-1-nitrile, 3-[>C]-37

N 1.) Meli | N
13Z -10 °C; 40 min 13 =
¢ 2.) HCl C\//
5°C;3h

L
-

o}
3) (Et0),Pu _Z" |
-10°Cpuist.a.;3 h

[*3c]-38 3-[13¢]-37

Dans un bicol sec et sous argon, une solution de méthyllithium (1,41 M dans I'éther
diéthylique ; 9,92 mL; 13,99 mmol ; 1,6 éq.) est refroidie a -10 °C. Une solution de 1-[*3C)-
5-méthylhex-4-én-1-nitrile 1—[13C]—38 (963 mg; 8,74 mmol) dans de I'éther diéthylique
fraichement distillé (20 mL) est additionnée sur 40 minutes. La température du milieu est
ensuite ajustée a 5 °C puis le milieu est agité pendant 3 heures. Le mélange réactionnel
est ensuite hydrolysé avec une solution 3 N d’acide chlorhydrique (8 mL) et agité a 5 °C
pendant 40 minutes supplémentaires. Le pH du milieu est neutralisé par ajout
d’hydrogénocarbonate de sodium solide. La phase aqueuse est extraite avec de I'éther
diéthylique (3 x 40 mL) et les phases organiques rassemblées sont lavées avec une
solution saturée de chlorure de sodium (100 mL), séchées sur sulfate de magnésium,
filtrées et concentrées sous pression réduite a froid. Une huile jaunatre contenant la 1-

[3C]-6-méthyl-5-heptén-2-one, est utilisée telle quelle.

Dans un bicol sec et sous argon, une solution d’hydrure de sodium (60 % dans de I'huile ;
490 mg; 12,24 mmol; 1,4 éq. par rapport au nitrile 1-[>C]-38) est diluée dans du
tétrahydrofurane fraichement distillé (30 mL) et est refroidie a -10 °C. Une solution de
cyanométhylphosphonate de diéthyle (2,21 g; 2,02 mL; 12,24 mmol ; 1,4 éq. par rapport
au nitrile1-[**C]-38) dans du tétrahydrofurane (10 mL) est lentement additionnée sur 10
minutes. Le milieu de réaction est agité a température ambiante jusqu’a ce que la
solution devienne limpide (approximativement 1 heure). Le milieu réactionnel est a
nouveau refroidi a -10 °C et une solution contenant la 1-[**C]-6-méhyl-5-hepten-2-one
précédemment préparée, dans du tétrahydrofurane anhydre (10 mL) est ajoutée. Apres 3
heures d’agitation a température ambiante, la réaction est hydrolysée avec de I'eau (40

mL). La phase aqueuse est extraite avec du pentane (3 X 100 mL) et les phases organiques
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rassemblées sont lavées avec une solution saturée de chlorure de sodium (200 mL),
séchées sur sulfate de magnésium, filtrées et concentrées sous pression réduite a froid.
Le 3—[13C]—3,7—diméthyloct—2,6—dién—1—nitrile, 3—[13C]—37, est purifié par chromatographie
sur gel de silice (pentane/Et,0 : 95/5) et est obtenu sous forme d’une huile incolore (491

mg ; 3,27 mmol ; rendement : 37 %).

13cCyH 5N ; MM = 150,24 g.mol™

CCM - silice : Rf = 0,40 (pentane/Et,0 : 95/5)

RMN *H (CDCl; — 300 MHz) : Isomére E (65 %, intégration des signaux RMN 1H) : 1,57 (s,
3H, Z-CH;) ; 1,65 (s, 3H, E-CH3) ; 2,00 (d, 3H, “uc= 6,2 Hz, -*CCH3;) ; 2,15 (m, 4H,
-CHCH,CH3-) ; 4,99 (m, 1H, -CHCH,CH,-) ; 5,07 (m, 1H, -CHCN)

Isomére Z (35 %, intégration des signaux RMN 1H) 1,59 (s, 3H, Z-CH3) ; 1,65 (s, 3H, E-CHj3);
1,86 (d, 3H, ZJHC= 6,6 Hz, —13CCH3) ; 2,15 (m, 2H, -CHCH,CH,-) ; 2,38 (m, 2H, -CHCH,CH,-) ;
4,99 (m, 1H, -CHCH,CH>-) ; 5,07 (m, 1H, -CHCN)

RMN 3C (CDCl; — 75 MHz) : Isomére E : 17,6 (Z-CH3) ; 21,0 (d, Ycc= 40,7 Hz, -**CCH3) ; 22,5
(E-CH3) ; 25,5 (-CHCH,CH,-) ; 38,2 (d, Ycc= 40,0 Hz, -CHCH,CH,-) ; 94,6 (d, YJec= 74,0 Hz,
-CHCN) ; 117,1 (-CN) ; 122,1 (-CHCH,CH,-) ; 133,0 (-C(CHs),) ; 164,9 (-CH,">CCH3)

Isomére Z : 17,6 (Z-CHs) ; 21,4 (d, Yec= 41,3 Hz, -*CCH;) ; 22,5 (E-CHs) ; 26,0 (-CHCH,CH,-)
: 35,9 (d, Yec= 40,1 Hz, -CHCH,CH,-) ; 95,6 (d, Yec= 73,4 Hz, -CHCN) ; 117,0 (-CN) ; 122,1
(-CHCH,CH,-) ; 133,0 (-C(CHs),) ; 164,9 (-CH,"CCH;)
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3-[*c]-citral, 3-[**C]-31

13 & 13
‘~7 0 osan ‘S~
-78 °Cpuist.a.;2 h o
| Tampon tartrique |
ta.;12h
3-[*3C)-37 3-[*3C]-31

Dans un bicol sec et sous argon, une solution de 3—[13C]—3,7-diméthyloct—2,6—dién-l—nitriIe
3-[*3C]-37 (491 mg, 3,27 mmol) dans du dichlorométhane anhydre (40 mL) est refroidie a
-78 °C. Une solution d’hydrure de diisobutylaluminium (1 M dans le dichlorométhane ;
6,23 mL; 6,23 mmol; 2 éq.) est ajoutée lentement. Le mélange réactionnel est agité a
température ambiante pendant 2 heures puis hydrolysé avec une solution de tampon
tartrique (9 mL) et laissé sous agitation durant 12 heures. La phase aqueuse est extraite
au dichlorométhane (3 X 50 mL) et toutes les phases organiques sont lavées avec une
solution saturée de chlorure de sodium (50 mL), séchées sur sulfate de magnésium,
filtrées et concentrées sous pression réduite. Le citral 3-[3C]-31 est purifié par
chromatographie sur colonne de silice (pentane/Et,0 : 9/1) et est obtenu sous forme

d’une huile jaune (356 mg ; 2,31 mmol ; rendement 71 %).

13CCyH160 ; MM = 153,23 g.mol™

CCM —ssilice : Rf = 0,36 (pentane/Et,0 : 8/2)

RMN *H (CDCI; — 300 MHz) : Isomere E (65 %, intégration des signaux RMN H) : 1,59 (s,
3H, Z-CH3) ; 1,67 (s, 3H, E-CH3) ; 2,14 (dd, 3H, 2J|.|c= 6,2 Hz, *Juu= 1,3 Hz, —13CCH3) ;2,21 (m,
4H, -CHCH,CH,-) ; 5,05 (m, 1H, -CHCH,CH,-) ; 5,85 (d, 1H, >Jyy= 8,0 Hz, -CHCHO) ; 9,96 (d,
1H, *Ju= 8,0 Hz, -CHO)

Isomére Z (35 %, intégration des signaux RMN *H) : 1,58 (s, 3H, Z-CH3) ; 1,67 (s, 3H, E-CH3)
; 1,96 (dd, 3H, ZJHC= 6,4 Hz, 4JHH= 1,3 Hz, —13CCH3) ;2,21 (m, 2H, -CHCH,CH,-) ; 2,56 (m, 2H,
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-CHCH,CH,-) ; 5,08 (m, 1H, -CHCH,CH>-) ; 5,85 (d, 1H, /= 8,0 Hz, -CHCHO) ; 9,87 (d, 1H,
3Jun= 8,2 Hz, -CHO)

RMN 3C (CDCl; — 75 MHz) : Isomére E : 17,4 (d, YJec= 39,7 Hz, -1*CCH3) ; 17,5 (Z-CH3) ; 25,6
(E-CH3 et -CHCH,CH,-) ; 40,3 (d, Yec= 39,5 Hz, -CHCH,CH-) ; 122,5 (d, *Jec= 3,1 Hz,
-CHCH,CH,-) ; 126,9 (d, Ycc= 67,2 Hz, -CHCHO) ; 132,9 (-C(CHs)) ; 163,8 (-CH,">CCH3) ;
191,3 (-CHO)

Isomére Z : 17,5 (Z-CHs) ; 24,8 (d, Ycc= 40,1 Hz, -*CCH3) ; 25,6 (E-CH3) ; 25,7 (-CHCH,CH,-)
; 32,8 (d, “Jec= 38,8 Hz, -CHCH,CH,-) ; 122,2 (d, *Jec= 2,5 Hz, -CHCH,CH,-) ; 128,2 (d, Yec=
66,6 Hz, -CHCHO) ; 133,6 (-C(CH3)) ; 163,8 (-CH,">CCH3) ; 190,8 (-CHO)
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Synthése du 1-[3C]- et du 3-[*3C]-aldéhyde cinnamique, 1-[*3C]-32 et 3-[**C]-32

1-[**c]-Aldéhyde cinnamique, 1-[**C]-32

o DIBALH
_N 13
_N LDA 0 ©/\  2cZ | 78°Cpuista.;2h A C\O
BE — Il 13 /éN —_— >
e fl) (Et0),P _~C ta.;3h Tamponhtartrique
o, ta.; 12
[*3c]-36 1-[*3c]-39 1-[13c]-32

Dans un bicol sec et sous argon, une solution de diisopropylamine distillée (1,06 mL; 7,52
mmol ; 4 éq.) dans du tétrahydrofurane anhydre (6 mL) est refroidie a -20 °C. Du n-
butyllithium (1,64 M dans I’hexane ; 4,59 mL; 7,52 mmol ; 4 éq.) est additionné au goutte
a goutte. Le milieu est laissé sous agitation pendant 30 minutes, puis la température est
amenée a -70 °C. Une solution d’acétonitrile marqué au carbone 13 en position 1 (197
uL ; 3,76 mmol ; 2 éq.) dans du tétrahydrofurane anhydre (3 mL) est ajoutée en une fois.
Apres 30 minutes d’agitation a -70 °C, la température du milieu est ramenée a 0 °C et une
solution de chlorophosphonate de diéthyle (575 pL; 3,76 mmol; 2 éq.) dans du
tétrahydrofurane anhydre (3 mL) est ajoutée lentement. Le milieu est agité pendant 1
heure a 0 °C puis une solution de benzaldéhyde, distillé, au préalable (192 pL ; 1,88 mmol)
dans du tétrahydrofurane anhydre (3 mL) est ajoutée en une seule fois. Le milieu
réactionnel est alors agité a température ambiante pendant 3 heures. La réaction est
ensuite hydrolysée par ajout d’eau (30 mL). La phase aqueuse est extraite avec de |'éther
diéthylique (3 X 30 mL), les phases organiques rassemblées sont lavées avec de la
saumure (50 mL), séchées sur sulfate de magnésium et concentrées sous pression

réduite.

Le brut réactionnel obtenu, sous forme d’huile et contenant le cinnamonitrile 1—[13C]—39,

est utilisé tel quel pour la suite de la synthése.

Dans un bicol sec et sous argon, le brut réactionnel obtenu précédemment est dilué dans

du dichlorométhane anhydre (20 mL). De I’hydrure de diisobutylaluminium (1 M dans
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I'hexane; 7,52 mL; 7,52 mmol ; 4 éq.) est ajouté au goutte a goutte a -78 °C. Apres 15
minutes d’agitation a cette température, celle-ci est remontée a température ambiante.
Aprés 2 heures supplémentaires d’agitation a température ambiante, du tampon
tartrigue (45 mLl) est ajouté lentement puis le milieu est encore laissé sous agitation
pendant 12 heures. Par la suite, le milieu est extrait au dichlorométhane (4 x 20 mL), les
phases organiques réunies sont lavées avec de la saumure (60 mL), séchées sur sulfate de
magnésium et concentrées sous pression réduite a froid. Le brut obtenu est purifié par
distillation sous pression réduite (90 °C a 4 mbars) pour obtenir I'aldéhyde cinnamique 1-

[*3C]-32 sous forme d’une huile jaune (177 mg; 1,34 mmol ; rendement : 71 %).

13cCcgHg0 ; MM = 133,16 g.mol ™

CCM - ssilice : Rf = 0,20 (pentane/Et,0 : 9/1)

Seul I'isomere E a été détecté par RMN lors de cette synthese.

RMN H (CDCl; — 300 MHz) : Isomére E : 6,68 (ddd, 1H, *Juu= 15,8 Hz, *Juu= 7,5 Hz, Jpc=
1,2 Hz, -CH™CHO) ; 7,40 (d, 1H, *Jyy= 15,8 Hz, -CHCH'CHO) ; 7,39-7,49 (m, 3H, 2 X
m-CH(Ar) et p-CH(Ar)) ; 7,51-7,55 (m, 2H, 2 % 0-CH(Ar)) ; 9,67 (dd, 1H, Yuc= 172,0 Hz, *Jyu=
7,5 Hz, -'*CHO)

RMN 3C (CDCl; — 75 MHz) : Isomére E : 128,5 (2 x 0-CH(Ar)) ; 129,1 (-m-CH(Ar)) ; 131,3 (p-
CH(Ar)) ; 134,0 (-C(Ar)) ; 144,1 (-CH*CHO) ; 152,8 (-CHCH"*CHO) ; 193,7 (-*CHO)

3-[**c]-Aldéhyde cinnamique, 3-[**C]-32

13C
X
0
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36 3-[13¢]-39 3-[13¢)-32

Méme mode opératoire que celui utilisé pour la synthése du 1-[*3C]-aldéhyde cinnamique

1—[13C]—32, en utilisant 2,56 mL de diisopropylamine distillée (18,3 mmol ; 4 éq.), 30 mL de
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tétrahydrofurane anhydre, 11,40 mL de n-butyllithium (1,60 M dans I'hexane; 18,3
mmol; 4 éq.), 478 pL d’acétonitrile anhydre (9,15 mmol; 2 éq.), 1,40 mL de
chlorophosphonate de diéthyle (9,15 mmol ; 2 éq.), 479 mL de 1—[13C]—benzaldéhyde (98
%; 4,57 mmol), 50 mL de dichlorométhane anhydre, 18,3 mL d’hydrure de
diisobutylaluminium (1 M dans I'hexane; 18,4 mmol ; 4 éq.) et 112 mL de tampon
tartrigue. Le brut de réaction est purifié par distillation sous pression réduite (90 °C a 4
mbars) afin d’obtenir le 3—[13C]—aldéhyde cinnamique, 3—[13C]—32, sous forme d’une huile

jaune (265 mg; 1,99 mmoles ; rendement : 44 %).

13cCgHz0 ; MM = 133,16 g.mol™

CCM —ssilice : Rf = 0,20 (pentane/Et,0 : 9/1)

RMN H (CDCl; — 300 MHz) : Isomére E (98 %, intégration des signaux RMN H) : 6,69 (dd,
1H, *Juy= 15,9 Hz, *Juy= 7,7 Hz, -CHCHO) ; 7,20 (dd, 1H, Yuc= 152,2 Hz, *Jyu= 16,3 Hz,
-BCHCHCHO) ; 7,42-7,45 (m, 3H, 2 x m-CH(Ar) et p-CH(Ar)) ; 7,55-7,60 (m, 2H, 2 X
0-CH(Ar)) ; 9,72 (dd, 1H, *Juu= 7,7 Hz, *Juy= 0,9 Hz, -CHO)

Isomeére Z (2 %, intégration des signaux RMN 1H) 16,16 (dd, 1H, 3Jun= 11,7 Hz, *Jyu= 8,1 Hz,
-CHCHO) ; 7,34 (dd, 1H, YJyc= 156,8 Hz, *Juu= 11,5 Hz, -'*CHCHCHO) ; 7,42-7,45 (m, 3H, 2 x
m-CH(Ar) et -p-CH(Ar)) ; 7,55-7,60 (m, 2H, 2 x 0-CH(Ar)) ; 9,96 (d, 1H, *Juu= 8,1 Hz, -CHO)

RMN C (CDCl; — 75 MHz) : Isomére E : 128,5 (2 x 0-CH(Ar) et p-CH(Ar)) ; 129,1 (2 x m-
CH(Ar)) ; 131,3 (-CHCHO) ; 133,6 (-C(Ar)) ; 152,8 (-"*CHCHCHO) ; 193,7 (-CHO)

Isomere Z : 128,5 (2 X o-CH(Ar) et p-CH(Ar)) ; 129,1 (2 X m-CH(Ar)) ; 128,2 (-CHCHO) ;
134,2 (-C(Ar)) ; 146,7 (-*CHCHCHO) ; 193,7 (-CHO)
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Synthése de I'atranol et du chloroatranol, 66 et 67

1,3-Diméthoxy-5-méthylbenzéne, 69

K,CO,
HO OH Nl _oO N§
—>
56°C;15h

68 69

Dans un bicol muni d’un réfrigérant, une solution d’orcinol 68 (15 g ; 120,8 mmol) dans de
I’acétonitrile (50 mL) est additionnée lentement a une suspension de carbonate de
potassium (133 g; 966 mmol ; 8 éq.) dans de I'acétonitrile (100 mL). Le mélange est alors
porté a reflux et est agité pendant une heure. L'iodure de méthyle (51,4 g; 22,5 mL; 362
mmol ; 3éq.) est alors ajouté au milieu qui est vigoureusement agité pendant 15 heures.
Le milieu est alors refroidi, évaporé a sec et repris dans de I'’eau (300 mL) avant d’étre
extrait avec de I'éther diéthylique (3 x 200 mL). Les phases organiques rassemblées sont
alors séchées sur sulfate de magnésium, filtrées puis évaporées sous pression réduite. Le
1,3-diméthoxy-5-méthylbenzene 69 est obtenu par purification par chromatographie sur
gel de silice (pentane/ Et,0 : 9/1) sous la forme d’une huile incolore (17 g; 111,7 mmol ;

rendement : 92 %).

CoH120, ; MM = 152,19 g.mol™
CCM —ssilice : Rf = 0,79 (pentane/Et,0 : 7/3)

Numéro de registre CAS : 4179-19-5

RMN 'H (CDCls - 300 MHz) : 2,37 (s, 3H, ArCHs); 3,82 (s, 6H, 2 x OCH3) ; 6,35 (m, 1H,
C,-H) ; 6,40 (m, 2H, C4-H et Cq-H)
RMN 3C (CDCl; — 75 MHz) : 21,6 (ArCHs) ; 55,0 (2 x OCH3) ; 97,4 (C,) ; 106,9 (Cs, Ce) ; 140,1

(Gs); 160,6 (Cy, C3)
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2,6-Diméthoxy-4-méthylbenzaldéhyde, 70

t-Buli
~ -78°Cpuis-25°C;4h O 0

r/O

o
69 70

-78 °Cpuist.a.; 15 h

0) )

A une solution de 1,3-diméthoxy-5-méthylbenzéne 69 (13 g; 85 mmol) dans de I'éther
diéthylique (130 mL) est ajoutée, au goutte a goutte et a -78 °C, une solution de tertio-
butyllithium (1,7 M; 100 mL; 170 mmol; 2éq.). La solution est alors agitée a -25 °C
pendant 4 heures. Le milieu réactionnel est ensuite ramené a -78 °C avant d’y ajouter du
N-méthylformanilide (23 g; 21 mL; 170 mmol; 2 éq.) puis laissé sous agitation a
température ambiante pendant 15 heures. Une solution d’acide chlorhydrique (3 M ; 100
mL) est ensuite ajoutée lentement a 0 °C. Le milieu est ensuite laissé sous agitation a
cette température pendant 2 heures. Aprés ce temps, la phase aqueuse est séparée par
gravitation puis est extraite avec de I'éther diéthylique (3 x 250 mL). Les phases
organiques sont alors rassemblées, séchées sur sulfate de magnésium, filtrées puis
évaporées sous pression réduite. Le 2,6-diméthoxy-4-méthylbenzaldéhyde 70 est obtenu
par purification par chromatographie sur gel de silice (pentane/ Et,0 : 8/2) sous la forme

d’un solide jaune (9,3 g; 51,6 mmol ; rendement : 61 %).

C10H1,0;3 ; MM = 180,20 g.mol™

CCM —ssilice : Rf = 0,24 (hexane/AcOEt : 7/3)

Numéro de registre CAS : 6937-96-8

RMN *H (CDCls — 300 MHz) : 2,35 (s, 3H, ArCH3) ; 3,85 (s, 6H, 2 x OCH3) ; 6,36 (m, 2H, Cs-H
et Cs-H) ; 10,42 (s, 1H, CHO)

RMN *3C (CDCl; — 75 MHz) : 22,8 (ArCHs); 55,9 (2 x OCH3); 104,6 (Cs, Cs); 112,0 (C1) ;

147,6 (C,) ; 162,2 (C,, Ce) ; 188,9 (CHO)
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Atranol, 66

BBry
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70 66

A une solution de 2,6-diméthoxy-4-méthylbenzaldéhyde 70 (3,6 g; 20,0 mmol) dans du
dichlorométhane (200 mL) est ajoutée, lentement et a -78 °C, une solution de tribromure
de bore (1 M dans le dichlorométhane; 100 mL; 100 mmol ; 5 éq.). Le milieu est ensuite
agité a température ambiante pendant 15 heures. Apres ce temps, le milieu réactionnel
est hydrolysé avec de I'’eau (100 mL) puis extrait avec du dichlorométhane (6 x 50 mL). Les
phases organiques sont rassemblées, séchées sur sulfate de magnésium, filtrées puis
évaporées sous pression réduite. L’atranol 66 est obtenu par purification par
chromatographie sur gel de silice (pentane/ Et,0: 8/2) sous la forme d’un solide jaune

(2,3 g; 15,1 mmol ; rendement : 76 %).

CsHgO3 ; MM = 152,15 g.mol™
CCM —ssilice : Rf = 0,31 (pentane/Et,0 : 7/3)

Numéro de registre CAS : 526-37-4

RMN H (CDCls — 300 MHz) : 2,23 (s, 3H, ArCHs) ; 6,22 (s, 2H, Cs-H et Cs-H) ; 10,20 (s, 1H,
CHO)

RMN 3C (CDCl; — 75 MHz) : 22,4 (ArCHs) ; 108,6 (Cs, Cs) ; 109,2 (C1) ; 151,9 (Ca) ; 162,7 (G,
Cs) ; 194,4 (CHO)
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3-Chloro-2,6-diméthoxy-4-méthylbenzaldéhyde, 71

P o 500

Y

-78 °C; 5 min

70 71

A une solution de 2,6-diméthoxy-4-méthylbenzaldéhyde 70 (4,3 g; 25,6 mmol) dans du
dichlorométhane (115 mL) est ajouté, lentement et a -78 °C, du chlorure de sulfuryle
(3,44 g; 2,1 mL; 25,6 mmol; 1 éq.). Le mélange est laissé sous agitation a cette
température pendant 5 minutes avant d’étre ramené a température ambiante. Une
solution saturée d’hydrogénocarbonate de sodium (40 mL) est alors additionnée au
milieu. La phase aqueuse est extraite avec de I'éther diéthylique (3 x 100 mL). Les phases
organiques sont rassemblées, séchées sur sulfate de magnésium, filtrées puis évaporées
sous pression réduite. Le 3-chloro-2,6-diméthoxy-4-méthylbenzaldéhyde 71 est obtenu
par purification par chromatographie sur gel de silice (pentane/ Et,0 : 6/4) sous la forme

d’un solide jaune (5,2 g ; 24,2 mmol ; rendement : 95 %).

C10H11Cl0;3 ; MM = 214,65 g.mol™
CCM —ssilice : Rf =0,32 (hexane/AcOEt : 8/2)

Numéro de registre CAS : 251654-48-5

RMN 'H (CDCI; — 300 MHz) : 2,36 (d, 3H, “Juy = 0,5 Hz, ArCHs); 3,83 (s, 6H, 2 x OCH3) ;
6,61 (d, 1H, *Ju = 0,5 Hz, Cs-H) ; 10,30 (s, 1H, CHO)

RMN C (CDCl5 — 75 MHz) : 21,4 (ArCHs) ; 56,9 (C,-OCH3) ; 62,7 (Cs-OCH3) ; 111,1 (Cs) ;
117,9 (C,, Co) ; 145,9 (C3) ; 158,3 (C1) ; 160,9 (Cs) ; 188,7 (CHO)
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Chloroatranol, 67

A° A°
_0 0 BBry HO OH
Cl -78 °Cpuist.a.; 15 h Cl
71 67

Méme mode opératoire que celui utilisé pour la synthése de I'atranol 66 en utilisant 4,3 g
(20 mmol) de 3-chloro-2,6-diméthoxy-4méthylbenzaldéhyde 71, 100 mL d’une solution 1
M dans du dichlorométhane de tribromure de bore (100 mmol ; 5 éq.), le tout dans 220
mL de dichlorométhane. Le chloroatranol est obtenu par purification par
chromatographie sur gel de silice (pentane/ Et,0 : 8/2) sous la forme d’un solide jaune

(2,7 g; 14,5 mmol ; rendement : 72 %).

CsH,ClO5 ; MM = 186,59 g.mol™
CCM —ssilice : Rf = 0,31 (hexane/AcOEt : 8/2)

Numéro de registre CAS : 57074-21-2

RMN *H (CDCl; — 300 MHz) : 2,31 (d, 3H, “Juy = 0,5 Hz, ArCHs) ; 6,37 (d, 1H, *Juy = 0,5 Hz,
Cs-H) ; 9,96 (sl, 2H, 2 x OH) ; 10,19 (s, 1H, CHO)

RMN 23C (CDCl; — 75 MHz) : 21,3 (ArCHs) ; 109,7 (Cs) ; 109,9 (C,) ; 112,1 (Cs) ; 148,6 (Cs) ;
158,1 (1) ; 160,3 (C3) ; 194,6 (CHO)
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Synthése du [*3C]-atranol et du [**C]-chloroatranol, [3C]-66 et [*C]-67

1,3-Diméthoxy-5-[*C]-méthylbenzéne, [3C]-69

_0 O 1. t-Buli 0 SN
-78°Cpuis0°C;1h
2. B3CH4l »
Br 0°Cpuist.a.;15h CH;
72 [*3c]-69

A une solution de 1-bromo-3,5-diméthoxybenzéne (1,1 g; 5,07 mmol) dans de I'éther
diéthylique fraichement distillé (10 mL) est ajoutée, au goutte a goutte et a -78 °C, une
solution de tertio-butyllithium (1,7 M ; 7,5 mL ; 12,7 mmol ; 2,5 éq.). Le milieu réactionnel
est ramené a 0 °C et est laissé sous agitation a cette température pendant 1 heure. Aprés
ce temps, du iodométhane marqué au carbone 13 (1 g; 6,99 mmol ; 1,4 éq.) est ajouté au
goutte a goutte a la solution. Le milieu est ensuite laissé sous agitation a température
ambiante pendant 15 heures. Le milieu réactionnel est alors hydrolysé avec de I'eau (50
mL) puis la phase aqueuse est extraite avec de I'éther diéthylique (3 x 25 mL). Les phases
organiques sont alors rassemblées, séchées sur sulfate de magnésium, filtrées puis
évaporées sous pression réduite. Le 1,3-diméthoxy-5-[13C]-méthyIbenzéne [3C]-69 est
obtenu par purification par chromatographie sur gel de silice (pentane/Et,0 : 8/2) sous la

forme d’une huile incolore (758 mg; 4,95 mmol ; rendement : 98 %).

13cCgH1,0; ; MM = 153,19 g.mol™

CCM - ssilice : Rf = 0,79 (pentane/Et,0 : 7/3)

RMN H (CDCl; — 300 MHz) : 2,31 (d, 3H, Yuc = 127,2 Hz, Ar'3CH3) ; 3,78 (s, 6H, 2 x OCH3) ;
6,26 (M, 1H, C;-H) ; 6,29 (m, 2H, C4-H et Cq-H)

RMN *3C (CDCl; — 75 MHz) : 22,0 (Ar'3CH;) ; 55,5 (2 x OCH3) ; 98,0 (C,) ; 107,3 (d, Yec = 5,7

Hz, C4, Cs) ; 139,0 (d, Yec = 43,2 Hz, Cs) ; 162,0 (d, *Jcc = 3,1 Hz, €y, C3)
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2,6-Diméthoxy-4-[*C]-méthylbenzaldéhyde, [*3C]-70

/O 0\ t-Buli /O 0\
-78 °C puis 0 °C; 15 min

l//O
13CH3 13CH3

N\
[**cl-69 ©/ [*3c)-70

-78°Cpuis0°C; 15 h

Méme mode opératoire que pour la synthése du 2,6-diméthoxy-4-méthylbenzaldéhyde
70 en utilisant 758 mg (4,95 mmol) de 1,3—diméthoxy—5—[13C]—méthylbenzéne [13C]—69 ,5,8
mL d’une solution de tertio-butyllithium (1,7 M; 9,9 mmol; 2éq.) et 1,22 mL de N-
méthylformanilide (1,34 g; 9,9 mmol; 2éq.). Le 2,6—diméthoxy—4—[13C]—
méthylbenzaldéhyde [*3C]-70 est obtenu par purification par chromatographie sur gel de
silice (pentane/ Et,0: 8/2) sous la forme d’un solide jaune (610 mg; 3,36 mmol ;

rendement : 68 %).

13CCyH1203 ; MM = 181,20 g.mol™

CCM —ssilice : Rf = 0,24 (hexane/AcOEt : 7/3)

RMN 'H (CDCl5 — 300 MHz) : 2,59 (d, 3H, Yuc = 127,9 Hz, Ar'>CH3) ; 3,85 (s, 6H, 2 x OCH3) ;
6,58 (d, 2H, *Juc = 4,6 Hz, C5-H et Cs-H) ; 10,37 (s, 1H, CHO)
RMN *3C (CDCl; - 75 MHz) : 22,8 (Ar'>CHs) ; 55,9 (2 x OCHs) ; 104,6 (d, %Jcc = 5,7 Hz, Cs,

Cs); 117,0 (C1) ; 147,6 (d, Yee = 42,7 Hz, C4) ; 162,2 (C,, Ce) ; 188,9 (CHO)
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[**c]-Atranol, [**C)-66
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Méme mode opératoire que pour la synthese de I'atranol 66 en utilisant 310 mg (1,71
mmol) de 2,6-diméthoxy-4-[°>C]-méthylbenzaldéhyde [*°C]-70 et 8,5 mL d’une solution de
tribromure de bore (8,55 mmol ; 5 éq.). L'atranol [*3C]-66 est obtenu par purification par
chromatographie sur gel de silice (pentane/ Et,0: 8/2) sous la forme d’un solide jaune

(196 mg; 1,28 mmol ; rendement : 75 %).

13¢c,Hg0;3 ; MM = 153,15 g.mol™

CCM —ssilice : Rf = 0,31 (pentane/Et,0 : 7/3)

RMN *H (CDCl; — 300 MHz) : 2,23 (d, 3H, Yuc = 127,3 Hz, Ar®CH3) ; 6,22 (d, 2H, “Juc = 4,6
Hz, C3-H et Cs-H) ; 9,90 (sl, 2H, 2 x OH) ; 10,25 (s, 1H, CHO)

RMN *3C (CDCl; — 75 MHz) : 22,5 (Ar3CHs) ; 108,7 (d, *Jec = 5,7 Hz, C3, Cs); 109,2 (C1) ;
151,9 (d, YJec = 42,7 Hz, C4) ; 162,9 (d, *Jec = 6,3 Hz, G5, C5) ; 194,4 (CHO)
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3-Chloro-2,6-diméthoxy-4-[>C]-méthylbenzaldéhyde, [**C]-71

A0 A0
so,cl
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Méme mode opératoire que pour la synthése du 3-chloro-2,6-diméthoxy-4-
méthylbenzaldéhyde 71 en utilisant 300 mg (1,65 mmol) de 2,6—diméthoxy—4—[13C]—
méthylbenzaldéhyde [C]-70 et 130 pL de chlorure de sulfuryle (223 mg; 1,65 mmol ; 1
éq.). Le 3-chloro-2,6-diméthoxy-4-["*C]-méthylbenzaldéhyde [C]-71 est obtenu par
purification par chromatographie sur gel de silice (pentane/ Et,0: 6/4) sous la forme d’un

solide jaune (250 mg; 1,16 mmol ; rendement : 70 %).

13¢CyH,,Cl03 ; MM = 215,65 g.mol™

CCM —ssilice : Rf = 0,32 (hexane/AcOEt : 8/2)

RMN H (CDCl; — 300 MHz) : 2,41 (d, 3H, Yuc = 129,1 Hz, Ar'3CH3) ; 3,87 (s, 6H, 2 x OCH3) ;
6,64 (d, 1H, *Juc = 5,9 Hz, Cs-H) ; 10,34 (s, 1H, CHO)
RMN *3C (CDCl; — 75 MHz) : 22,5 (Ar'3CHs) ; 56,8 (C,-OCH3); 62,7 (Ce-OCH3) ; 109,1 (d,

Yec = 43,7 Hz, C,) ; 118,3 (Cy, Co) ; 139,7 (d, Yec = 5,6 Hz, C3) ; 158,4 (C1) ; 162,9 (d, “Jec =
5,3 Hz, Cs) ; 188,7 (CHO)
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[**c]-Chloroatranol, [*C]-67
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Méme mode opératoire que pour la synthése du [**C]-atranol [**C]-66 en utilisant 250 mg
(1,45 mmol) de 3-chloro-2,6-diméthoxy-4-[>C]-méthylbenzaldéhyde [*C]-71 et 7,3 mL de
tribromure de bore (1 Mdans le dichlorométhane; 7,3 mmol; 5 éq.). Le [*C)-
chloroatranol [**C]-67 est obtenu par purification par chromatographie sur gel de silice
(pentane/ Et,0: 8/2) sous la forme d’un solide jaune (193 mg; 1,02 mmol ; rendement :

71 %).

RMN *H (CDCl; — 300 MHz) : 2,29 (d, 3H, Yuc = 130,2 Hz, Ar**CH3) ; 6,36 (d, 1H, *Juc = 5,9
Hz, Cs-H) ; 9,95 (sl, 2H, 2 x OH) ; 10,17 (s, 1H, CHO)

RMN *3C (CDCl; — 75 MHz) : 21,3 (Ar'3CHs) ; 109,7 (d, Yec = 43,7 Hz, C,) ; 110,0 (C,) ; 112,1
(Cs) ; 139,7 (d, Jec = 5,6 Hz, C3) ; 158,4 (C1) ; 162,9 (d, Jec = 5,3 Hz, Cs) ; 188,7 (CHO)
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Etudes de réactivité par RMN

Le tableau ci-dessous récapitule, d’'une facon générale, les conditions expérimentales et
les quantités de produits utilisées lors des différentes expériences de suivi de réactivité

réalisées par RMN.

Expériences réalisées Expériences réalisées Expériences réalisées avec
avec I’hapténe 1 avec I’hapténe 2 seul le mélange d’hapténes
Hapténe 1 6 umol - 6 umol
Hapténe 2 - 6 umol 6 umol
Peptide 6 pumol 6 pumol 6 pumol
Acétonitrile | 200 pL 200 uL 200 uL
Eau/Tampon | 400 pL 400 pL 400 pL

Le suivi de la réaction a été réalisé par RMN du carbone 13. Ensuite, des expériences de
RMN bidimensionnelle *H/**C (HMBC et HSQC) ont été effectuées afin de déterminer les

structures des produits observés.

Les déplacements chimiques du proton ainsi que du carbone 13 (exprimés en ppm)
décrits dans cette section sont une compilation des différentes expériences de RMN
réalisées sur les échantillons (RMN *C, RMN bidimensionnelle *H/**C, HMBC et HSQC).
Lors des études conduites avec des composés contenant deux positions de marquage,
pour les produits observés dans les deux cas, les déplacements chimiques décrits tiennent
simultanément compte des expériences réalisées avec les deux composés marqués au

carbone 13.

Dans un premier temps, les adduits observés lors des études concernant les mélanges
d’allergénes seront décrits puis, le cas échéant, les adduits supplémentaires issus de la

réactivité de chaque composé seul.
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Réactivité du mélange MI/MCI ([**C]-1/[*3C]-2) vis-a-vis du glutathion

Conditions expérimentales

Ml : 0,7 mg (6 umol); MCl: 0,9 mg (6 umol); GSH: 1,8 mg (6 umol) ; CDsCN : 200 L ;
H,0 : 400 pL.

Lors de I'étude cinétique, les mémes conditions expérimentales ont été utilisées en
ajoutant 10 uL de tertio-butanol, celui-ci servant de référence interne pour les calculs

d’intensités relatives.

Adduit issu de la réactivité de Ml dans le mélange :

[*cl-9:

15211 O
6,99

D 2,59
~ i3 C N/

S
| 119,1
SG 5,91

Lorsque MI se trouve seul en solution avec le glutathion, en plus de cet adduit, trois

autres composés ont pu étre identifiés.

[**C]-10: [**C]-11: [**C]-12:
SG
3" 0 aam 2 NH  Q
4,27/{ S 4,78 )I\ 270 4,79 2,75
Gs~ 3¢ N/ s~ 13¢ N '/{13 ~
45,2 I 40,9 H GS C N
2,61-2,72 SG  2,57-2,85 40,5

2,72-2,75
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Adduits issus de la réactivité de MCl dans le mélange :

[Cl-14 [3Cl-16 :
GHN™ 3¢ N/ GHN™ 3¢ N/
48,5 H 412 H
3,84 3,12

Lorsque MCI se trouve seul en solution avec le glutathion, en plus de ces adduits, deux

autres composés ont pu étre identifiés.

[*Cl-13 : [3Cl-15 :
s 0 0O 0
GS)L 13C)I\N/ GS)L 13C)I\N/
57,2 H 50,1 H
3,88 3,51

Réactivité du mélange MI/MCI ([**C]-1/[*3C]-2) vis-a-vis du peptide cystéine

Conditions expérimentales

Ml : 0,7 mg (6 umol) ; MCl : 0,9 mg (6 umol) ; Pep-Cys : 4,5 mg (6 umol) ; CDsCN : 200 L ;
tampon phosphate pH =7,4 : 400 pL.

Lors de I'étude cinétique, les mémes conditions expérimentales ont été utilisées en

ajoutant 10 uL de tertio-butanol, celui-ci servant de référence interne pour les calculs

d’intensités relatives.
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Adduit issu de la réactivité de Ml dans le mélange :

Aucun adduit n’a pu étre observé dans ces conditions. Cependant, deux composés ont été

identifiés dans le cas ou Ml se trouve seul en solution avec le peptide cystéine.

[*C]-19:: [3Cl-20

0
e )I\ -
§” e N Pep-Cys-S~ 13C N

| 1205 2
Pep-Cys-S 5,95 2,éi—2,87

Pep-Cys-S—S 0
v

Adduits issus de la réactivité de MCI dans le mélange :

[*3C]-25 :

0 0
L
HO™ 13C N/

H

44,4
3,05

Lorsque MCI se trouve seul en solution avec le peptide cystéine, en plus de ce composé,

guatre autres adduits ont pu étre identifiés.



[**C]-21:

S 0]
)LBC/“\N/

57,7
3,88

Pep-Cys—S

[c]-23 :

0] (0]
)LBC)I\N/
H

50,4
3,53

Pep-Cys—S
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[*C]-22:

0o

A

Pep-Cys-Arg—H B3¢ N

53,7
3,58

[*C]-24 :

)O]\
Pep-Cys-Arg—H B3¢ N~

41,5
3,20

Réactivité du mélange MI/MCI ([**C]-1/[*3C]-2) vis-a-vis du peptide lysine

Conditions expérimentales

Ml : 0,7 mg (6 umol) ; MCI: 0,9 mg (6 umol) ; Pep-Lys : 4,7 mg (6 umol) ; CDsCN : 200 L ;

tampon acétate d’ammonium pH = 10,2 : 400 pL.

Lors de I'étude cinétique, les mémes conditions expérimentales ont été utilisées en

ajoutant 10 pL de tertio-butanol, celui-ci servant de référence interne pour les calculs

d’intensités relatives.

Adduit issu de la réactivité de Ml dans le mélange :

Aucun adduit issu de la réactivité de Ml n’a été observé dans ces conditions, que ce soit

lors de I’étude de la réactivité du mélange MI/MCI ou de celle de MI.
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Adduits issus de la réactivité de MCI dans le mélange :

[C]-25 [C)-26 : [C)-27:

HO™ 3¢ N Pep-Lys- HN”  13C N Pep-Lys- HN” 13C N
42,1 H 51,5 H 49,5
3,20 3,42 3,13

Ces trois adduits, observés lors de I'étude du mélange, sont les mémes que ceux observés
lorsque MCI se trouve seul en solution avec le peptide lysine. Aucun autre adduit n’a pu
étre observé dans ces conditions.
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Réactivité du mélange hydroxycitronellal/citral ([**C]-30/1-[3C]-31 et
[*C]-30/3-[**C]-31) vis-a-vis du glutathion

Conditions expérimentales

Hydroxycitronellal : 1 mg (6 umol) ; citral : 0,9 mg (6 umol); GSH : 1,8 mg (6 umol);
CD5CN : 200 pL ; eau : 400 pL.

Lors de I'étude cinétique, les mémes conditions expérimentales ont été utilisées en

ajoutant 10 uL de tertio-butanol servant de référence interne pour les calculs d’intensités

relatives.
Adduits issus de la réactivité de I’hydroxycitronellal dans le mélange :
[*cl-40: [*cl-a1 : [Bcl-a2 :
0,84
080 ?C;s 3773 l 2562 666 (1;5 4
C 4,38 13¢ 13¢
(\/ <\/ Sne
40,3 39,7 2,15-2,23
1,47 1,66
OH OH OH

Les trois adduits observés lors de I'étude du mélange sont les mémes que ceux observés
lorsque I’hydroxycitronellal se trouve seul en solution avec le glutathion. Aucun autre

adduit n’a pu étre observé dans ces conditions.
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Adduits issus de la réactivité du citral dans le mélange :

[**C]-43 : [3C)-44 :
N
G o 112 S NH
1Bc 3¢ 13 13~ 3,78-3,98
N C CI
535 59q O 453

43,6
1,24-1,31

Les adduits [3C]-43 et [**C]-44 ont pu &tre observés lors des études du mélange [*3C]-

30/1-[**C]-31 et celles du mélange [**C]-30/3-[**C]-31.

Les trois adduits observés lors de I’étude des mélanges sont les mémes que ceux observés

lorsque le citral se trouve seul en solution avec le glutathion. Aucun autre adduit n’a pu

étre observé dans ces conditions.

Réactivité du mélange hydroxycitronellal/aldéhyde cinnamique ([*3C]-30/

| 67,8689

1-[**c]-32 et [**C]-30/3-["3C]-32) vis-a-vis du glutathion

Conditions expérimentales

Hydroxycitronellal : 1 mg (6 pumol) ; aldéhyde cinnamique : 0,8 mg (6 pmol) ; GSH : 1,8 mg

(6 pmol) ; CDsCN : 200 pL ; eau : 400 pL.

Lors de I'étude cinétique, les mémes conditions expérimentales ont été utilisées en

ajoutant 10 plL de tertio-butanol, celui-ci servant de référence interne pour les calculs

d’intensités relatives.

Adduits issus de la réactivité de I’hydroxycitronellal dans le mélange :

Dans ce mélange, les adduits issus de la réactivité de I’hydroxycitronellal [*3C]-40, [*3C]-41,

[*3C]-42 ont pu étre observés.
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Adduits issus de la réactivité de I’aldéhyde cinnamique dans le mélange :

13 13
[7°C]-48: [*°C]-49 :
o 6 ok
- s 7,22-7,31 88,2
7,21-7,31 3¢ 13 136 13c 473
\/ \O OH
41,8-42,2 547 44,6-45,2 534
4,34 2,96-3,04 3,89 2,01
7,21-7,31 7,22-7,31

Les adduits [*3C]-48 et [*3C]-49 ont pu étre observés lors des études du mélange [*C)-
30/1-[**C]-32 et celles du mélange [**C]-30/3-[**C]-32.

Les deux adduits observés lors de I'étude des mélanges sont les mémes que ceux
observés lorsque I'aldéhyde cinnamique se trouve seul en solution avec le glutathion.

Aucun autre adduit n’a pu étre observé dans ces conditions.

Réactivité du mélange citral/aldéhyde cinnamique (1-[**C]-31/1-[*3C]-32 et
3-[**c)-31/3-[*3C]-32) vis-a-vis du glutathion

Conditions expérimentales

Citral : 0,9 mg (6 umol) ; aldéhyde cinnamique : 0,8 mg (6 umol) ; GSH : 1,8 mg (6 umol) ;
CD3CN : 200 pL ; eau : 400 pL.

Lors de I'étude cinétique, les mémes conditions expérimentales ont été utilisées en

ajoutant 10 uL de tertio-butanol, celui-ci servant de référence interne pour les calculs

d’intensités relatives.
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Adduits issus de la réactivité du citral dans le mélange :

Les adduits [3C]-43, [*3C]-44 et 3-[**C]-45 issus de la réactivité du citral ont pu également

étre observés lors de I’étude de ce mélange.

Adduits issus de la réactivité de I’aldéhyde cinnamique dans le mélange :

Les adduits [*3C]-48 et [*3C]-49 issus de la réactivité de I'aldéhyde cinnamique ont pu

également étre observés lors de I'’étude de ce mélange.

Réactivité du mélange hydroxycitronellal/citral ([**C]-30/1-[3C]-31 et
[**c]-30/3-[*3C]-31) vis-a-vis du peptide cystéine

Conditions expérimentales

Hydroxycitronellal : 1 mg (6 umol) ; citral : 0,9 mg (6 umol) ; Pep-Cys : 4,5 mg (6 umol) ;
CDsCN : 200 pL ; tampon phosphate pH = 7,4 : 400 pL.

Lors de I'étude cinétique, les mémes conditions expérimentales ont été utilisées en

ajoutant 10 pL de tertio-butanol, celui-ci servant de référence interne pour les calculs

d’intensités relatives.

Adduits issus de la réactivité de I’hydroxycitronellal dans le mélange :

Lors de I'étude de la réactivité de ce mélange, aucun adduit issu de la réactivité de
I’hydroxycitronellal n’a pu étre détecté. Cependant, lorsque cet aldéhyde se trouve seul

avec le peptide cystéine, il mene a la formation de deux adduits.
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[**C]-50 : (3¢]-51 :
ol
32,1 13 4 13
\/C\4,88 \/C\
isf;g 1,68 on ( 2,20-2,36 N'Arg'Pep'CVS

<OH

\

<OH

\

Adduit issu de la réactivité du citral dans le mélange :

[3C]-52:

2,07-2,36

L’adduit [*3C]-52 a pu &tre observé lors de I'étude du mélange [**C]-30/1-[*3C]-31 et celle
du mélange [*C]-30/3-[**C]-31.

Lorsque le citral se trouve seul en solution avec le peptide cystéine, seul I'adduit [*C]-52 a

pu étre observé. Aucune réactivité supplémentaire n’a alors été détectée.

Réactivité du mélange hydroxycitronellal/aldéhyde cinnamique ([*3C]-30/

1-[**c]-32 et [**C]-30/3-[*3C]-32) vis-a-vis du peptide cystéine

Conditions expérimentales

Hydroxycitronellal : 1 mg (6 umol) ; aldéhyde cinnamique : 0,8 mg (6 umol) ; Pep-Cys : 4,5
mg (6 umol) ; CD3CN : 200 pL ; tampon phosphate pH = 7,4 : 400 pL.
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Lors de I'étude cinétique, les mémes conditions expérimentales ont été utilisées en
ajoutant 10 pL de tertio-butanol, celui-ci servant de référence interne pour les calculs

d’intensités relatives.

Adduits issus de la réactivité de I’hydroxycitronellal dans le mélange :

Lors de I'étude de la réactivité de ce mélange, aucun adduit issu de la réactivité de

I’hydroxycitronellal n’a pu étre détecté.

Adduits issus de la réactivité de I’'aldéhyde cinnamique dans le mélange :

[*3C]-53 : [C]-54 :
Pep-Cys-S 202,7 Pep-Cys-S OH
7,187,27 | 948 7.21.7,30 | | 882
,18-7, 13¢ 13¢ el 13¢ e 470
419 5 92.3,02 44,7 OH
3,25 7Y 3,90 2,05
7,187,27 7,21-7,30

Les adduits [3C]-53 et [**C]-54 ont pu &tre observés lors des études du mélange [*3C]-

30/1-[**C]-32 et celles du mélange [**C]-30/3-[**C]-32.

Les deux adduits observés lors de lI'étude des mélanges sont les mémes que ceux
observés lorsque l'aldéhyde cinnamique se trouve seul en solution avec le peptide

cystéine. Aucun autre adduit n’a pu étre observé dans ces conditions.
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Réactivité du mélange citral/aldéhyde cinnamique (1-[**C]-31/1-[*3C]-32 et
3-[**C]-31/3-[*3C]-32) vis-a-vis du peptide cystéine

Conditions expérimentales

Citral : 0,9 mg (6 umol) ; aldéhyde cinnamique : 0,8 mg (6 umol) ; Pep-Cys : 4,5 mg (6
umol) ; CD3CN : 200 ulL ; tampon phosphate pH = 7,4 : 400 pL.

Lors de I'étude cinétique, les mémes conditions expérimentales ont été utilisées en
ajoutant 10 pL de tertio-butanol, celui-ci servant de référence interne pour les calculs

d’intensités relatives.

Adduits issus de la réactivité du citral dans le mélange :

L’adduit [**C]-52 issu de la réactivité du citral a également pu étre observé lors de I'étude

de ces mélanges.

Adduits issus de la réactivité de I’aldéhyde cinnamique dans le mélange :

Les adduits [*C]-53 et [*3C]-54 issus de la réactivité de I'aldéhyde cinnamique ont

également pu étre observés lors de I'étude de ces mélanges.

Réactivité du mélange hydroxycitronellal/citral ([**C]-30/1-[3C]-31 et
[**c]-30/3-[*3C]-31) vis-a-vis du peptide lysine

Conditions expérimentales

Hydroxycitronellal : 1 mg (6 pumol) ; citral : 0,9 mg (6 umol) ; Pep-Lys : 4,7 mg (6 umol);
CDsCN : 200 pL ; tampon acétate d’ammonium pH = 10,2 : 400 pL.
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Lors de I'étude cinétique, les mémes conditions expérimentales ont été utilisées en
ajoutant 10 pL de tertio-butanol, celui-ci servant de référence interne pour les calculs

d’intensités relatives.

Adduits issus de la réactivité de I’hydroxycitronellal dans le mélange :

[3C)-55 : [*3C]-56 :
167,0 OH
810 1 | 651
13¢ C20
SN-Lys-Pep NH-Lys-Pep
1,30-1,41
OH OH

Les deux adduits observés lors de lI'étude des mélanges sont les mémes que ceux
observés lorsque I’hydroxycitronellal se trouve seul en solution avec le peptide lysine.

Aucun autre adduit n’a pu étre observé dans ces conditions.

Adduits issus de la réactivité du citral dans le mélange :

[C]-57 : [C]-58 : [*C]-59 :
1,78 1605 132 1,26 OH
13l 13é'02 HO\BI B&Zé H0\13| 13[ 62,5-63,0
XN C Ca C C\4'32
1527 1195 N-Lys-Pep o, N-Lys-Pep f0o e NH-Lys-Pep
4,93 1,42-1,53 1,48

Les adduits [*3C]-57, [*3C]-58 et [*3C]-59 ont pu étre observés lors des études du mélange

[3C]-30/1-[3C]-31 et celles du mélange [*C]-30/3-[*3C]-31.
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Les trois adduits observés lors de I’étude des mélanges sont les mémes que ceux observés
lorsque le citral se trouve seul en solution avec le peptide lysine. Aucun autre adduit n’a

pu étre observé dans ces conditions.

Réactivité du mélange hydroxycitronellal/aldéhyde cinnamique ([**C]-30/

1-[*3c]-32 et [**C]-30/3-[*3C]-32) vis-a-vis du peptide lysine

Conditions expérimentales

Hydroxycitronellal : 1 mg (6 pumol) ; aldéhyde cinnamique : 0,8 mg (6 umol) ; Pep-Lys : 4,7
mg (6 pumol) ; CDsCN : 200 pL ; tampon acétate d’ammonium pH = 10,2 : 400 pL.

Lors de I'étude cinétique, les mémes conditions expérimentales ont été utilisées en

ajoutant 10 uL de tertio-butanol, celui-ci servant de référence interne pour les calculs

d’intensités relatives.

Adduits issus de la réactivité de I’hydroxycitronellal dans le mélange :

Lors de cette étude, seul le composé [*3C]-55, issu de la réactivité de I’hydroxycitronellal a

pu étre observé.
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Adduits issus de la réactivité de I’aldéhyde cinnamique dans le mélange :

[3C]-60 : [Cl-61 :
1426 1642 OH %578,4
(N NG
NN\ Lys-Pep % a0y Nlys-Pep
127,5 2,08
6,94 7,81
13
[cl-62 : [~°C]-63 :
144,1 OH OH
6,44 ?HGS 4 7,63 720
73 130 13¢5 ' 13C\}C\4'23
A ~, “lvs-
\Bg NH-Lys-Pep ?1,642 i NH-Lys-Pep
6 lé 2,04
7,54 ' 7,63

Les adduits [*C]-60, [3C]-61, [**C]-62 et [**C]-63 ont pu étre observés lors des études du
mélange [C]-30/1-[*3C]-32 et celles du mélange [**C]-30/3-[*3C]-32.
Les quatre adduits observés lors de I'étude des mélanges sont les mémes que ceux

observés lorsque I'aldéhyde cinnamique se trouve seul en solution avec le peptide lysine.

Aucun autre adduit n’a pu étre observé dans ces conditions.

Réactivité du mélange citral/aldéhyde cinnamique (1-[**C]-31/1-[*3C]-32 et
3-[**c]-31/3-[*3C]-32) vis-a-vis du peptide lysine

Conditions expérimentales

Citral : 0,9 mg (6 umol); aldéhyde cinnamique : 0,8 mg (6 umol); Pep-Lys: 4,7 mg (6
pumol) ; CD3CN : 200 pL ; tampon acétate d’ammonium pH = 10,2 : 400 pL.

Lors de I'étude cinétique, les mémes conditions expérimentales ont été utilisées en
ajoutant 10 pL de tertio-butanol, celui-ci servant de référence interne pour les calculs

d’intensités relatives.
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Adduits issus de la réactivité du citral dans le mélange :

Lors de cette étude, en plus des composés [3C]-57 et [*C]-58 précédemment décrits,

'adduit 1-[*3C]-64 a également pu étre observé.

1-[*Cl-64 :

OH
| 663665
13- 49

N “NH-Lys-Pep

123,5
5,22

Adduits issus de la réactivité de I’aldéhyde cinnamique dans le mélange :

Lors de cette étude, seuls les adduits [>C]-60, [3C]-62 et [*3C]-63 issus de la réactivité de

I'aldéhyde cinnamique ont pu étre observés.
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Etudes de réactivité par spectrométrie de masse

Les conditions expérimentales employées pour les études de réactivité conduites par
spectrométrie de masse sont: 6 umol d’haptene(s); 6 umol de peptide; 6 umol de
peroxyde d’hydrogene ; 37 unités de peroxydase de raifort ; 200 plL d’acétonitrile ; 370 uL

d’eau.

Réactivité du mélange atranol/chloroatranol (66/67) vis-a-vis du glutathion

Conditions expérimentales

Atranol : 0,9 mg (6 umol) ; chloroatranol : 1,1 mg (6 umol) ; GSH : 1,8 mg (6 umol) ; H,0, :
10,2 pL (2 %, 6 umol) ; HRP : 18 pL (37 unités, 2000 unités/mL) ; CH3CN : 200 pL ; eau : 370

ML.

Adduits issus de la réactivité de I’atranol dans le mélange :

Aucun adduit issu de la réactivité de I’atranol avec le glutathion n’a pu étre observé lors
de I'étude de ce mélange. Cependant, un ion moléculaire a été identifié dans le cas ol

I'atranol se trouve seul en solution avec le glutathion. Celui-ci pourrait correspondre a 82.

82:

HO OH

SG

m/z = 458,12
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Adduits issus de la réactivité du chloroatranol dans le mélange :

m/z = 624,10 m/z = 640,10 m/z = 642,10
84 : 87 :
0 OH 0 OH
HO o} HO o}
~0 o
HO OH Cl OH
SG SG
m/z =624,10 m/z = 642,10

Ces ions moléculaires sont identiques a ceux observés dans le cas ou le chloroatranol se

trouve seul en solution avec le glutathion.

Réactivité du mélange atranol/chloroatranol (66/67) vis-a-vis du peptide

cystéine

Conditions expérimentales

Atranol: 0,9 mg (6 umol); chloroatranol: 1,1 mg (6 pmol); Pep-Cys: 4,5 mg (6
umol) ; H,0, : 10,2 ulL (2 %, 6 umol) ; HRP : 18 L (37 unités, 2000 unités/mL) ; CHsCN :
200 plL ; eau: 370 pL.
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Adduits issus de la réactivité de I’atranol dans le mélange :

Aucun adduit issu de la réactivité de I'atranol avec le peptide cystéine n’a pu étre observé
lors de I'étude de ce mélange. Cependant, deux ions moléculaires ont été identifiés dans

le cas ol I'atranol se trouve seul en solution avec le peptide cystéine.

88:

HO. OH

S-Cys-Pep

m/z = 901,39 (+ H")

m/z = 451,20 (+ 2 H)

Adduits issus de la réactivité du chloroatranol dans le mélange :

89 :
O

HO. OH

cl S-Cys-Pep
m/z = 935,35 (+ H")

m/z = 468,18 (+ 2 H)

Ces ions moléculaires sont identiques a ceux observés dans le cas ou le chloroatranol se

trouve seul en solution avec le peptide cystéine.
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Réactivité du mélange atranol/chloroatranol (66/67) vis-a-vis du peptide

lysine

Conditions expérimentales

Atranol: 0,9 mg (6 umol); chloroatranol: 1,1 mg (6 umol); Pep-Lys: 4,7 mg (6
umol) ; H,0, : 10,2 pL (2 %, 6 umol) ; HRP : 18 L (37 unités, 2000 unités/mL ) ; CHsCN :
200 pL; eau: 370 pL.

Adduits issus de la réactivité de I’atranol dans le mélange :

97 :

N-Lys-Pep

m/z = 924,46 (+ H')

m/z=462,73 (+ 2 HY)

Lorsque I'atranol se trouve seul en solution avec le peptide lysine, deux ions moléculaires

différents de ceux observés lors de I'étude du mélange ont pu étre identifiés.

90 : 91: 92:
AP 0
HO o o
OH
N-Lys-Pep
N-Lys-Pep NH-Lys-Pep
m/z = 1074,49 (+ H) m/z = 1074,49 (+ H) m/z =1074,49 (+ H")

m/z =537,75 (+ 2 H') m/z =537,75 (+ 2 H') m/z =537,75 (+ 2 H')
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Adduits issus de la réactivité du chloroatranol dans le mélange :

En plus d’un ion moléculaire de m/z de 1080,45 dont la structure n’a pas pu étre élucidée,
un adduit issu de la réactivité du chloroatranol a pu étre identifié lors de I'étude de ce

mélange.

95:

Cl N-Lys-Pep

m/z = 958,42 (+ H')

m/z=479,71 (+ 2 H)

Lorsque le chloroatranol se trouve seul en solution avec le peptide lysine, deux autres

ions moléculaires ont pu étre identifiés.

96 :
/O 0
HO 0] \O
HO ql OH
N-Lys-Pep

m/z = 1124,44 (+ HY)

m/z=562,73 (+ 2 HY)






Placez votre main sur un poéle une minute et ¢ca vous semble durer une heure. Asseyez-
vous auprés d'une jolie fille une heure et ¢a vous semble durer une minute. C'est ¢a la

relativité. A. Einstein
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7 Evaluation du pouvoir allergisant de mélanges
complexes :
étude de la réactivité de molécules
sensibilisantes en mélanges envers des peptides
nucléophiles.

Résumeé

L'allergie de contact est une pathologie trés répandue. Il n'existe cependant aucun traitement
permettant de la soigner. L’éviction de l'allergéne reste a ce jour reste le seul moyen de la prévenir.
De nombreux tests visant a déterminer le pouvoir allergisant des molécules ont été développés. L'un
de ces tests est le Direct Peptide Reactivity Assay (DPRA), une méthode chimique visant & mimer
une étape clé du mécanisme immunitaire menant a l'allergie de contact : la formation d’'un complexe
antigénique par réaction entre l'allergéne et une protéine cutanée. Dans le cadre de la |égislation
actuelle sur les cosmétiques, il pourrait étre intéressant d’adapter ce test aux mélanges complexes.

Le but de ce travail de thése a été d'étudier la réactivité de différents mélanges d’allergénes connus
vis-a-vis des trois peptides utilisés dans le DPRA et de la comparer a celle de chague composant
seul.

Trois types de mélanges ont étés étudiés. Un mélange d’isothiazolinones utilisées comme
conservateurs, trois mélanges binaires de trois aldéhydes utilisés comme parfums et enfin un
mélange des deux responsables majeurs de l'allergie a I'absolu de mousse de chéne, un extrait
utilisé en parfumerie.

Résumé en anglais

Contact dermatitis is one of the most common health problems. It has unfortunately no cure yet. The
only way to prevent it is to avoid contact with the allergen. Numerous tests have been developed in
order to evaluate the allergenic potency of the tested chemical. One of these tests is the Direct
Peptide Reactivity Assay (DPRA) which aim is to mimic one of the key steps leading to sensitisation:
the formation of an antigenic complex by reaction between the allergen and a cutaneous protein.
Due to the recent legislation on cosmetic which ask to test every chemical used in the formulation of
cosmetics it could be interesting to adapt the DPRA to complex mixtures.

The aim of this PhD work is to study the reactivity of some known mixtures of allergens towards the
three peptides used in the DPRA and to compare it with the reactivity of each compound alone.

In this approach three different types of mixtures have been studied. The first one concerns two
isothiazolinones used as preservatives the second one three different aldehydes used as fragrance
and the third one concerns the main responsible of contact dermatitis to oak moss absolute a natural
extract used in perfumery.




