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Avant-propos

Ce manuscrit de thése s’adresse a des lecteurc@mpétences aussi variées que la chimie, les
immunodosages ou 'immunologie.

Sa lecture doit ainsi étre compréhensible par €aride de ces lecteurs. C’est pourquoi certainglsiéta
peuvent paraitre anodins, mais sont présents @wanty la cohérence du manuscrit.

Tous les dérivés de la vitamine D décrits dans émaire sont des composés dont la chaine latérale a
éte tronquée. Ainsi, sauf les cas précisés da@hagitre | — Bibliographie, par souci de simplifioa

de la nomenclature de ces produits, il est faitrabson du suffixe « 23,24,25,26,27-pentanor » ou
« 24,25,26,27-tétranor » du nom des molécules.

Par conséquent, la 20-COOH-23,24,25,26,27-pentdtamine ; s'appellera donc « 20-COOH
vitamine D » et la 22-COOH-24,25,26,27-tétranoatwiine 3 s’appellera donc « 22-COOH
vitamine D »
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vitamine D3 22-COOQOH-24,25,26,27-tétranor-vitamine D3

cholecalciferol 20-COOH-23,24,25,26,27-pentanor-vitamine D3 22-COOH vitamine D

20-COOH vitamine D

HO"

Le terme vitamine D désigne indifferemment la vitaenD, et la vitamine [, il en va de méme pour
les métabolites 25-hydroxylés et,25-dihydroxylés.
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Liste des abréviations

. acétate d’éthyle
: acide acétique
: albumine
:a-foetoprotéine
: albumine de serum bovin
: chromatographie sur couche mince
: chromatographie liquide haute pression
: hémichlorhydrate de carboxyméthoxylamine
: carboxyméthyloxime

,,,,,

. « vitamin D — binding protein »

: 1,3-dicyclohexylcarbodiimide

: 1,3-dicyclohexylurée

. diméthylsulfoxyde

: diméthylformamide

. 1-(3-dimethylaminopropyl)-3-ethylcarbodiimidhydrochloride
. « enzyme immunoassay »

. équivalent

: triéthylamine

. éthanol

: hypoxanthine, aminopterine et thymidine
. acide 2-iodoxybenzoique

: méthanol
: masse molaire

: méthyltert-butyle oxyde

: N-hydroxysuccinimide

: “non-specific binding” : liaisons non-spéqifies
: ovalbumine

: pyridinium dichromate

: température ambiante

: fluorure de tétrabutylammonium

- tert-butyldiméthylsilyl

: tétrahydrofurane

: temps de rétention

: réaction croisée

: rendement

. « radioimmunoassay » : radioimmunodosage
: résonance magnétique nucléaire du proton

: résonance magnétique nucléaire du carbone (13)

: conjugué streptavidine - horseradish perasgd
: serum de veau foetal

> ultra-sons

vitamine D

: récepteur nucléaire de la vitamine D



Glossaire

Adjuvant :

Substance qui amplifie non spécifiguement
réponse immunitaire a un antigene. (Adjuv
complet ou incomplet de Freund, hydroxy
d’aluminium ...)

L'hydroxyde d'aluminium est un adjuvant prés
dans de nombreux vaccins injectables.

Adjuvant incomplet de Freund :
Mélange d’huile minérale et d’émulsifiaf
permettant apres meélange avec lantigd
d’obtenir une émulsion de la solution aquel
d'immunogene.

Adjuvant complet de Freund :
Contient, en plus de l'adjuvant incomplet, d
mycobactéries tuées.

Anticorps :

Immunoglobulines produites en réponse a
antigéne particulier et ayant la propriété de se
spécifiguement avec cet antigéne. Ce sont
effecteurs de la réponse immunitaire humoi
qui participe a I'élimination des microorganisn
pathogenes extra-cellulaires.

Anti-anticorps :
En plus des anti-anticorps produits lors ¢
immunisations elles-mémes (cascs
immunitaire), des anti-anticorps peuvent &
obtenus en réponse a linjection d'un antico|
d'un animal appartenant a une espece différen
Les anti-anticorps marqués (par un fluorochrof
une enzyme, une molécule radioactive) s
utilisés comme marqueurs pour visualiser
fixation d'un anticorps sur un antigéne.

Anticorps monoclonal :
Anticorps produit par un clone d’hybridome
dirigé contre un seul déterminant antigénique.

Apoptose :

(Grec : apopiptein = tomber de)

Mort cellulaire programmeée.

Le terme fait référence a la chute des feuilles
automne, modele de mort programmée ...

Clone :
[Bopulation de cellules identiques dérivant d’'une
amhéme cellule initiale.
de
Compétition (dosage par) :
biMéthode de dosage qui, le plus souvent, met en
jeu la compétition entre un antigéne a doser et un
traceur vis-a-vis d'un anticorps.

ntConjugué :

cridolécule résultant du couplage covalent entre

Isieux molécules : par exemple un antigéne ou un
anticorps couplé a un marqueur.

ELISA:
e4¥Enzymelinkedimmunosorbenassay”.
Désigne les méthodes d'immunodosage en phase
hétérogene utilisant des antigenes ou des
anticorps couplés a une enzyme comme systeme
ude détection ; I'EIA désigne des dosages faisant
lintervenir cette méthode de détection en phase
leemogene ou hétérogene.
ale
eBpitope :
Zone de la molécule d’antigene reconnue par
I'anticorps.

lddapténe :
iJdBubstance chimique de faible poids moléculaire,
tppossédant une spécificité antigénigue mais
repourvue  de  pouvoir  immunogénique.
te’haptene seul n'induit pas de réponse
manmunitaire : pour ce faire il doit étre couplé a
oonhe substance elle-méme immunogénique.
la
Hybridome :
Cellule hybride obtenue par la fusion d'une
cellule de myélome, choisi pour ne pas produire
etl'anticorps, et d'une cellule B de la rate d'un
animal immunisé contre un antigene donné. La
cellule hybride acquiert I'immortalité de la cedul
cancéreuse et conserve la capacité de produire un
anticorps monoclonal.

en
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Concentration d’analyte pour laquelle 50%
liaison du traceur a I'anticorps est mesurée sy
courbe d’étalonnage.

Immunogeéne :
Se dit d'une substance capable de provoquer
réaction immunitaire.

Immunoprécipitation :

Méthode de séparation par formation d
précipité suite a la réaction d'un anticof
spécifique avec l'antigéne correspondant en pl
liquide. Cette réaction n’est possible que dan
cas d’'un antigene multivalent ou par I'additi
d’un anti-anticorps ;

Immunserum (antiserum) :
Serum contenant des anticorps dirigés contrg
antigéne suite a l'injection de cet antigene.

Marqueur :

Composé fluorescent, radioactif ou enzyme fix|
un antigene ou un anticorps permettant de mg
en évidence révéler leur présence.

Méthode sandwich double anticorps (IRMA) :

chaine polypeptidique (pont intracaténaire) ou
dentre deux chaines polypeptidiques (pont
ritgercaténaire).

Dans les immunoglobulines, les chaines légeres
et lourdes sont réunies entre elles par des ponts
disulfures.

Weaque domaine d'une chaine posséde un pont
disulfure qui lui confere une structure globulaire
compacte.

uRrotéine A :

pBrotéine de la paroi d&taphylococcus aureus
naswlogue a un récepteur d'lgG qui peut fixer des
5 IigG par leur fragment Fc.

DN

Rate :

Le plus volumineux des organes lymphoides
secondaires.

un

Réaction croisée :

Réaction d'un anticorps avec un antigene différent
de celui qui en a induit la formation et due a des
grarentés antigéniques entre les molécules. Pour
pttess anticorps anti-stéroides, la référence est le
stéroide et non I'antigene.

RIA :

Technique permettant de doser un antigene apf&adiammunassay”.

l'avoir retenu par un premier anticorps fixé sur
support solide par réveélation avec un deuxig
anticorps marqué, complémentaire, reconnais
un autre épitope de l'antigéne que celui reco
par le premier anticorps.

Monoclonal :

Qui est dérivé dun clone. Par exemple
anticorps monoclonaux sont tous produits pa
méme clone.

Plasmocytes :

Cellules matures issues de la transformation
lymphocytes B présentes dans le tissu lymphd
et responsables de la production et de la sécré
des immunoglobulines.

Pont disulfure :
Liaison covalente établie entre les atomes

ubDésigne les méthodes immunologiques d'analyse
nu&ar compétition faisant appel a des antigénes ou a
salgs anticorps, marqués radioactivement dont la
nmadioactivité est mesurable quantitativement.

Spécificité :

La spécificité refléte la capacité d’'un anticorps a
ledistinguer un déterminant antigénique (épitope)
r ke structures chimiques proches.

Titre :

Inverse du facteur de dilution pour laquelle on
dekserve 50% de liaison de l'antigene marqué,
pidans les conditions du dosage et en absence
stobantigéne froid.

Traceur :
Molécule (antigéne ou anticorps) contenant un

soufre de deux résidus cystéine dans une m

aearqueur.
éme
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Introduction

L’objet des recherches présentées dans ce ménmif®lgention d’anticorps monoclonaux anti-25-
hydroxyvitamines DR et D; par immunisation d’animaux par des hapténes vitarbi de synthese
conjugués sur une protéine immunogénique. De tdlsaaps sont destinés a la mise au point d'une
trousse d’immunodosage simultané des deux 25-hyditaxnines D et Ds.

La vitamine D, essentielle pour le maintien de I'dmstasie phosphocalcique, existe sous deux
formes : la vitamine P(ou ergocalciférol) et la vitaminesou cholécalciférol). Les deux vitamines

D se différencient par la présence supplémentairia d®uble liaison carbone-carbone 22(23) et du
meéthyle 28R) pour la vitamine R Alors que la vitamine Pest d’origine végétale exclusivement, la
vitamine B est synthétisée par la peau par irradiation déiadrocholestérol (provitamine D) par les
ultraviolets (UV). La concentration en vitamine Br& donc dépendante des apports alimentaires
d’origine végétale (vitamine [pou animale (vitamine §) et de I'exposition au soleil (vitaminesD

7-deshydrocholestérol

vitamine D, .
. \
calciferol HO'
ergocalciferol

vitamine D3

HOY cholécalciferol

Figure 1 : Numérotation des carbones sur le sgealet 7-déhydrocholestérol, de la vitamineeDde
la vitamine B

Le dosage de la vitamine D circulante est effeqiagé mesure des concentrations plasmatiques ou
sériques de ses deux principaux métabolites piesams I'organisme aussi bien sous la forme de 25-
hydroxyvitamine B que sous la forme de 25-hydroxyvitaming BEn effet, le taux sanguin des 25-OH
vitamines D et D; est un bon reflet des réserves circulantes ermiui@D. Un tel dosage est
indispensable pour le dépistage d’hypovitaminosguDse produit dans des pathologies telles que le
rachitisme, I'hyperparathyroidie secondaire ouésie des voies biliaires, mais aussi pour le silgvi
patients souffrant d’hypoparathyroidie qui sonitéspar des apports massifs de vitamine D afin de
maintenir ’homéostasie phosphocalcique.
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préhormones
N

\_HO" 25-OH vitamine D5
calcifédiol

r
0
Q
5
g <
o)
e

\_HO"™ HO™

1la,25-(0OH), vitamine D, 1la,25-(OH), vitamine D3

calcitriol

Figure 2 : Métabolites et forme hormonale des vites I et D;

Dans le but daccéder a un radioimmunodosage (Rdkect et simultané des deux 25-
hydroxyvitamines D et D; (Figure 2), il a été prévu d’obtenir des anticonpslyclonaux et
monoclonaux reconnaissant simultanément ces dewéddle vitamine D ainsi que des traceurs iodés
radioactifs adaptables a ces anticorps.

L’'immunisation avec des molécules de petite tdadlées que les stéroides ne produit pas d’anticorps

Pour franchir cet obstacle, il est nécessaire siedeipler de maniéere covalente a une molécule ule ha

poids moléculaire par exemple une protéine d'upees animale donnée. Puis un animal d’'une autre
espece est immunisé pour qu’il se défende contte agression en produisant des anticorps dirigés
contre la protéine inconnue ainsi que contre I'Baptconjugué a sa surface.

Dans le cas de la vitamine ou D), la chaine latérale peut étre transformée chinmcpn pour
permettre son couplage covalent, soit a une proiéimeunogénique (p. ex. serumalbumine bovine
"BSA") afin d’obtenir un immunogene susceptible déclencher une réaction immunitaire chez
'animal (Figure 3), soit a une molécule marquaklkdectivement par l'iode radioactif (p. ex.
histamine) afin d’obtenir un traceur.

Le principe de base retenu pour obtenir des amcaeconnaissant également les deux 25-OH
vitamines B} et D; est d’employer des hapténes ne conservant quartie gtructurale commune aux
deux vitamines Pet D; qui ne dépasse pas le carbone C-22 de la chd@raléaen 17. La stratégie
consiste a faire varier la structure des chainorsodplage courts introduits a partir de I'extrén@ité

22 ou C-23 de la chaine latérale pour décelerdescteristiques des hapténes vitamine D susceptible
d'améliorer la reconnaissance immunitaire préféeb@tdu squelette de la vitamine D par rapporaa s
chaine latérale en position 17. Puis, dans un setnps, l'interaction de I'anticorps avec les idigs
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structures de traceurs iodés radioactifs dérivda g¢#amine D, couplées aussi en position C-2Zeu
23 devra étre optimisée afin d’atteindre les ca&réstiques requises par le dosage.

De plus, cette stratégie pour induire la reconaaiss préférentielle du squelette devrait éviter
l'interférence des métabolitesizhydroxylés dont 'hormone.

i Hg%y — anticorps
A ’ £ —

—— monoclonaux

Transformation
) . chimique
Vitamine Dz e |5 vitamine D

—_—
—_— >

(Ergocalciférol)

Couplage
alaBSA )
T Vit. D > «
n

Immunisation ’x %
= RN

HOY

R = groupement fonctionnel
couplable a la BSA

anticorps
polyclonaux

Figure 3 : Schéma d’obtention d'anticorps antingitee D

Ce manuscrit se divise en 4 chapitres :

Le chapitre | de ce mémoire rassemble les données bibliogragbigelatives a la vitamine D. Il
comprend d’abord un historique de sa découvertes, laudescription de son métabolisme, son role
dans I'organisme et de son transport par la « wtdbabinding protein ». Par la suite, les principles
base des immunodosages d’haptenes seront présauntés,des différentes méthodes de dosage des
25-hydoxyvitamines P et Ds. Puis, les haptenes de la vitamine D ayant déjiiped’obtenir des
anticorps seront décrits en fonction de leur positie couplage. Enfin, les méthodes de synthése
chimique de dérivés de la vitamine D modifiés suthaine latérale seront discutées.

Le chapitre Il décrit les travaux de synthése organique de chdesiihapténes dans le but de préparer
les immunogeénes et les dérivés de la vitamine Beuint marqués.

Le chapitre 11l présente les résultats obtenus concernant lesmisations des animaux et les tests de
leur immunsera qui contiennent des anticorps éHinglroxyvitamine D. Les deux fusions de rats
immunisés par le®limmunogéne ont permis la sélection de plusieutsitigmes dont 'un d’eux, le
clone 4D5 est un candidat potentiel pour la mispant du dosage.

Enfin, le chapitre IV compare les immunsera des souris immunisées par legs immunogenes
synthétisés pour évaluer si d’'autres réponses irtaitgs issues des derniers immunogenes sont
susceptibles d’étre intéressantes pour dévelopmeranicorps monoclonaux de qualité supérieure a
ceux décrits dans le chapitre 1l1.

La conclusionde ce travail est suivie d’'urpartie expérimentaleregroupant les modes opératoires et
les données analytiques pour la plupart des corspmgéentés dans le chapitre 1.
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Chapitre | — Bibliographie
.1 Vitamine D

Durant la révolution industrielle du XX siécle, la concentration de la population dangtesdes
villes industrielles peu ensoleillées augmenta icdmablement l'incidence des pathologies liées a un
défaut de minéralisation des o0s, telles que le tiaainé.

Des 1800, I'exposition au soleil mais aussi I'hude foie de morue furent utilisées pour traiter le
rachitisme. Sir Edward Mellanby, en 1919, obsemna kg rachitisme est di a une carence d'origine
alimentaire, ce qui I'amena & isoler une substéiposoluble & partir de I'huile de foie de poissoBie
n’est que dans les années 1930 que le facteuaemtique fut identifie comme étant la vitamine D.

Le terme générique « vitamine D » inclut deux dtrees découvertes a quelques années d’intervalle et
possédant les mémes activités antirachitiquesitdenine ) et la vitamine Q.

La structure de la vitaminey@lérive de I'ergostérol présent dans les végétadxt €lucidée en 1931
par Askewet al? (Figure 4)

La synthese du 7-déhydrocholestérol par Windgual. en 1936, puis la confirmation que ce dérivé
peut étre transformé photochimiquement en une anbstanti-rachitique, ont abouti a la découverte
de la structure de la vitamine B(Figure 4)

/
A\

.,
\
19
9

=

10

3 5‘ BH‘ . .
HO X7 vitamine D,
° ergostérol . calciferol
provitamine D, HO" ergocalciferol

22

/14, r
o

vitamine D3
cholécalciferol

7-déhydrocholestérol
provitamine D5

HO™

Figure 4 : Photoclivage du cycle B des provitamiDegboutissant aux vitamines Bt D;

bY

Les structures de la vitaming Bet de la vitamine P sont apparentées a celle de I'ergostérol
(provitamine B) et celle du 7-déhydrocholestérol (provitaming @ont elles dérivent, a la différence

Mellanby, E.Lancet1919 1, 407-412.
2 Askew, F. A.; Bourdillon, R. B.; Bruce, H. M.; Jen&irR. G. C.; Webster, T. Rroc. R. Soc. Lond. B Biol. S&931, 107, 76-90.
3 Windaus, A.; Schenck, F. R.; von WerderZFPhysiol.1936 241, 100-103.
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prés que le cycle B du stéroide est ouvert ensectgbones 9 et 10 par action d'un processus
photolytique dans la peau, conduisant & un 9,10sséidé’. (Figure 4 et Figure 5)

La vitamine B differe de la vitamine P par la présence d'un groupement méthyle RR8(
supplémentaire porté par le carbone 24 et parédsgpice d’'une double liaison entre les carbones 22 e
23. (Figure 4)

[.1.1 Meétabolisme de la vitamine D

Des expérimentations visant a étudier et a soitggeicauses du rachitisme ont montré deux voies
distinctes de traitement de la maladie :
» soit par exposition au soleil qui stimule la proglue par 'organisme de sa propre vitamine D,
(endogéne),
» soit par des apports alimentaires riches en sulstamaachitique, (voie exogene).

1.11.1.1 Voie endogene : production photochimique de vitamine D 3

La peau exposée au soleil et plus précisémentzania des UV B du spectre (290-315 nm), surtout de
mai a septembre dans I'hémisphére nord pour queayennement soit suffisant, entraine la
photoconversion du 7-dehydrocholestérol, contenwpreportions identiques dans I'épiderme et le
derme, en prévitaminesDCette derniere est isomérisée thermiquement, tanigpérature du corps
humain (37°C), en vitaminegD Des étudesin vitro ont montré un rapport vitamineD/
prévitamine Q@ de 8/ 1 a I'équilibre atteint en 2 a 3 jours.

Cette synthese endogene cutanée de la vitamjngoDs I'action des ultraviolets, dépend du phqety

et de la qualité générale de la peau (moins bohee tes sujets agés), mais aussi des possibilités
d’exposition solaire.

7-déhydrocholestérol
provitamine D5

//l,, M /1,
anH H

lumistérol

OH HOY vitamine Dj
tachystérol cholécalciferol

Figure 5 : Production de vitamine;Bans la peau par irradiation UV du 7-dehydroctiéles

4 Holick, M. F.; Frommer, J. E.; McNeill, S. C.; Rieimid, N. M.; Henley, J. W.; Potts, J. T.,Biochem. Biophys. Res. Commun.
1977, 76, 107-114.
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L'organisme est naturellement protégé d’une intatiam par la vitamine Pprovenant par exemple
d'une trop forte dose de rayonnement UV par le dai¢ la pré-vitamine Pformée en exces peut
absorber les UV et se convertir en tachystérohetimistérol biologiquement inactif{Figure 5)

Une seule exposition au soleil sur I'ensemble dpsojuste suffisante pour provoquer un érythéme,
produit 10000 IU (250 pg) de vitamineg.d1 pg = 40 1U)

.1.1.2 Voie exogene : absorption alimentaire des v itamines D , et D3

La vitamine DB, d'origine exclusivement végétale et la vitamingdorigine animale sont les deux
principales formes de la vitamine absorbées chiexrime et chez I'animal, avec un apport journalier
recommandé de 400 IU/jour (10 pgl/jour) (USA) mobldaen fonction de I'exposition au soleil
(Figure 6)° Les produits alimentaires naturels représententsonece limitée d’apport en vitamine D
(huiles de poissons, foie, jaune d'ceuf, ...). Dantages pays, quelques aliments courants tels des
produits laitiers, des céréales, ... sont supplénesreé@ vitamine D pour éviter les carences a I'nagi

du rachitisme.

Alimentation
végétale I:D

(voie exogene)

HOY vitamine D, HOY HO
calciferol
ergocalciferol foie rein
— E—
ﬁ cytochrome cytochrome
» P450C25 ", P450C1
' 25-hydroxylase i \ 1a-hydroxylase
Exposition
ausoleil
(voie endogéne)
Alimentation
animale ) )
(voie exogéne) HO" HOY HO™
vitamine D3 25-OH vitamine D3 1a,25-(OH), vitamine D
cholécalciferol calcifédiol calcitriol

Figure 6 : Sources de vitamine D

La quantité de vitamine D disponible dans I'orgamésdépend donc a la fois des sources endogenes
(exposition au soleil) et exogénes (apport alimes)ta sachant que les apports exogenes sont
généralement insuffisants pour couvrir les besdaborganisme.

L’ergocalciférol (vitamine R) et le cholécalciférol (vitamined) sont classées dans le groupe des
vitamines par le fait qu'en I'absence d’expositim soleil (voie endogéne), I'apport alimentaire en
vitamine D est indispensable (voie exogene). PHeuas, leurs meétabolitesa]25-dihydroxylés,
(Figure 6), sont classés parmi les hormones dudgieurs modes d’action et de leurs implications
dans de nombreux mécanismes cellulaires. (voit.8 Fonctions de la vitamine D)

5  Webb, A. R.; DeCosta, B. R.; Holick, M. E.Clin. Endocrinol. Metahl989 68, 882-887. Holick, M. F.; MacLaughlin, J. A;;
Doppelt, S. HSciencel981, 211, 590-593.

5 Barger-Lux, M. J.; Heaney, R. P.Clin. Endocrinol. Metal2002 87, 4952-4956. Guinot, C.; Malvy, D.; Preziosi, Pgl&h, P.:
Chapuy, M.; Maamer, M.; Arnaud, S.; Meunier, P.;iathler, E.; Hercberg, 8nn. Dermatol. Venerea200Q 127, 1073-1076.
Holick, M. Am. J. Clin. Nutr1995 61, 638-645.
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La vitamine D, tres hydrophobe, peut étre stockéel@et des mois voire des années dans les tissus
adipeux, mais est trés peu présente dans la diaiulsanguine. En revanche, ses métabolites sont de
moins en moins hydrophobes au fur et & mesure wehigroxylation. La 25-OH vitamine D est le
métabolite circulant majoritaire.

1.1.1.3 Concentrations plasmatiques en 25-OH vitami  ne D et ses métabolites

La 25-hydroxylation de la vitamine D est un mécams physiologiqguement peu régulé. La
concentration en 25-OH vitamine D augmente en ptapoavec celle de vitamine D. C’est pourquoi
le taux de 25-OH vitamine D circulante est génénalet admis comme un bon indicateur des réserves
de vitamine D de I'organisme.

Les taux plasmatiques circulants de 25-OH vitambinge situent habituellement entre 25 et
100 pmol/mL soit entre 10 et 40 ng/mL (Tableaumgjs les taux moyens trouvés dans les diverses
tranches d’age d’'une population normale varient gdags a l'autre. Cela peut s’expliquer par des
différences alimentaires (supplémentation vitamiajqégime riche en poissons gras), ainsi que par le
degré d’ensoleillement et la durée d’expositiorsaleil (latitude, travail en exterieur, ...).

Les taux de 25-OH vitamine D observés chez lesgsggrencés sont en général compris entre 0 et
15 pmol/mL (0 et 6 ng/mL). Inversement, des taugésieurs a 250 pmol/mL (100 ng/mL) ont été
constatés en cas d’intoxication alimentaire paitimine D.

Dans la population de sujets ageés, les taux somesbassez bas (10 a 12,5 pmol/mL), mais restent
difficilement interprétables du fait de 'absencammalies cliniquement décelables.

25-OHD | 25-OH Dy | 24,25-(OH)D; | 25,26-(OH)D; | 1,25-(OH} D; | 1,24,25-(OH) Ds
ng/mL ng/mL ng/mL pg/mL pg/mL pg/mL
Valeurs 15 5-40 0,2-3,8 56-450 22-59 4-8
usuelles
Moy. 19 1,6 276 42 6

Tableau 1 : Concentrations sérigues moyennes diebaties de la vitamine D pour un adulte
britannique

La vitamine B3 et ses métabolites circulent a des concentraptasnatiques tres supérieures a celles
de la vitamine D et ses métabolites. Ce facteur (de 5 a 8 fois tafd®bleau 1 mais pouvant aller
jusqu’a 20 fois) dépend des habitudes alimentaires. métabolites de la vitamine Bont par ailleurs
difficiles a quantifier de par leurs faibles concatibns.

La demi-vie de la 25-OH vitaminesDdans la circulation sanguine de sujets en bonnéé sest
d’environ 2 semaines, durée tres supérieure a della I,25-dihydroxyvitamine B (6 a 8 heures).
Ces propriétés refletent le réle de chacun de étabnulites :

» vitamine D : réserve,
» 25-OH vitamine D (préhormone) : mise a disposiponr I'organisme,
> 1la,25-dihydroxyvitamine D : hormone, action a trébl&aconcentration.

L’action hormonale de la d,25-dihydroxyvitamine D est particulierement impmtie dans la
régulation de ’homéostasie phosphocalcique eadvision cellulaire.
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.1.2 Fonctions de la vitamine D

.1.2.1 Bioactivation et dégradation

Biologiquement inactive, la vitamine D est actiygas dégradée au travers de I'action de 3 enzymes
hydroxylases de type cytochrome P450.

Sa bioactivation passe par l'intervention du cytoaine P450C25 du foie qui hydroxyle le carbone 25
pour conduire a la 25-hydroxyvitamine D, le priradipnétabolite circulant. Ensuite, I'hydroxylation
par le cytochrome P450C1, dans le rein, engendrerrione biologiquement active : lax,25-
dihydroxyvitamine D (calcitriol}. (Figure 7)

La la-hydroxylase P450C1 est contrélée par une stintugtiar la PTH et un taux plasmatique trop
bas en calcium. Inversement, elle est inhibéegam R5-dihydroxyvitamine D. (Figure 9)

P450C25 : préhormone
25-hydroxyvitamine D5

T

|
|
E;{ P450C1 : activation en hormone
HO' OH

1la,25-dihydroxyvitamine D5 (calcitriol)

Figure 7 : Sites d’activation de la vitamine D

L’inactivation de la #,25-dihydroxyvitamine D s’effectue par hydroxylatioet oxydation des
carbones 23 et 24 de la chaine latérale par I'eazymiltifonctionnelle : cytochrome P450C24 pour
donner des métabolites hydrosolubles et clivédéacalcitroique) qui pourront étre éliminés par le
rein® (Figure 8)

OH P450C24 : inactivation

H O\\“ H O\\‘.

10,24,25-trihydroxyvitamine D 10,25(S)-dihydroxyvitamine D3 acide calcitroique
26,23-lactone

HO

Figure 8 : Inactivation de la vitamine D et catdtes!

7 Kumar, R.Physiological Review$984 64, 478-504.
8 Reddy, G.S.; Tserng, K. Biochemistry1989 28, 1763-1769. Zimmerman, D. R.; Reinhardt, T. A.; KeenR.; Beitz, D. C.;
Reddy, G. S.; Horst, R. lArch. Biochem. Biophy2001, 392, 14-22.
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Les deux cytochromes P450C1 et P450C24 sont dgsneszZfortement régulées dont I'expression est
contrdlée en réponse a de nombreux facteurs (Fyuremme par exemple :

» I'hormone parathyroide (PTH) et I'hormone thyro@ddcitonine qui maintiennent

I’'homéostasie calcique,
» linterféron gamma,
> le calcium, le phosphore,
> les hormones hypophysaires,
> la 1a,25-dihydroxyvitamine D elle-méme.

1.1.2.2 Réle dans I'organisme

lumiere UV
chaleur

(=

) . PEAU
7-dehydrocholesterol lipoprotéines
FOIE

PTH

lipoprotéines

alimentation  se——

préhormone

. HO™ 25-hydroxyvitamine Dy
HO'
OH
ORGANES CIBLES +
oH (y compris les reins) /—\
CYP450C24
24-hydroxylase
4—_.4

inactivation

1a,25-dihydroxyvitamine D3

S (calcitriol)
HO

R=H : 24,25-dihydroxyvitamine D3
R=OH : 1a,24,25-trihydroxyvitamine D3

HO™

oS

HO™ HO™
R=H R=H

homéostasie

R=OH : 1a,25(S)-dihydoxyvitamine D; R=OH : acide calcitroique phosphocalcique

26,23-lactone

élimination des catabolites

Figure 9 : Métabolisme et fonction homéostatiquéadgtamine D dans le systeme endocrinien
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Le role de la vitamine D dans l'organisme fait jetbde beaucoup de recherches. Son mécanisme
d’action complexe et ses multiples applicationgoer un sujet d’étude trés vaste.

La vitamine D a pu étre localisée dans différeissuss, principalement dans le foie, I'intestin, dems
et les os a l'aide de vitamine D marquée radioantient:’
Les vitamines b et D; et leurs dérivés 25-hydroxylés n'ont pas d'effetnhonal mais sont les
précurseurs de I'hormonex R25-dihydroxyvitamine D qui a été découverte péatutde des métabolites
radioactifs** Ainsi, en plus d'étre une vitamine, la vitaminegdt aussi une préhormone de type
stéroide.
Apres la fixation de I'hormone al25-dihydroxyvitamine D sur le noyau (caractériséqd’'une
hormone stéroide), puis l'activation de la trangon d’ADN et la synthese d’ARNm, l'action
hypercalcémiante peut s’observer a 3 niveaux dargahisme (Figure 9) :

» Intestinal : stimulation de I'absorption digestohe calcium et des phosphates.

» Osseux : participation au remodelage osseux enlstitnles ostéoblastes et la formation
d’ostéoclastes.

» Rénal : augmentation de la réabsorption tubulaireaditium et contrdle indirect de celle des
phosphates.

L’hormone Tn,25-dihydroxyvitamine D régule plus de 60 génefédints associés avec ’homéostasie
phosphocalciqué& la réponse immunitair€,la croissance cellulaire, la différentiation epoptose?
Ainsi, elle favorise la minéralisation osseuse emnaentant les concentrations en calcium et
phosphates dans les fluides extracellulaires ehlgibant la production d’hormone parathyroidienne
(PTH). La Tn,25-dihydroxyvitamine D agit sur la différenciatides ostéoblastes et des chondrocytes.
Elle favorise aussi les processus d'ostéoinductbnsemble étre localement impliquée dans la
minéralisation de la dentine et de I'émail.

Les recherches de nouveaux dérivés de la vitamipeud des applications cliniques tendent de plus
en plus a dissocier l'activité hypercalcémiante @dfets sur la différentiation cellulaire (anti-
canceéreux).

|.2 Protéine de transport de la vitamine D

La 25-OH vitamine D est transportée dans la cittadasanguine par la « Vitamin D-Binding
Protein » (DBP), appelée aussi « group-specificpmmmant » (Gc-globulin).

Cette protéine spécifique possede un site de tigisoir les 25-hydroxyvitamines,@t Ds. Elle assure
leur solubilisation, leur transport ainsi que lewwdisponibilité pour les organes cibles d’'une reami

° Omdahl, J. L.; Morris, H. A.; May, B. KAnnu. Rev. Nutr2002 22, 139-166. Jones, G.; Strugnell, S. A.; DeLucakHrhysiol.
Rev.1998 78, 1193-1231. Brown, A. J.; Dusso, A.; SlatopolskyAl. J. Physiol. Renal Physidl999 277, F157-175. Ross, T. K;
Darwish, H. M.; DeLuca, H. F/itam. Horm.1994 49, 281-326. Brown, A. J.; Dusso, A.; SlatopolskylfEThe Kidney :
Physiology and Pathophysiologgecond Edition ed.; Seldin, D. W., Ed.; Raven &rk&l: New York, 1992, p 1505-1552. Bikle, D.
D. Endocr. Rev1992 13, 765-784.

10" Norman, A. W.; DeLuca, H. Biochemistryl963 2, 1160-1168.

1 Haussler, M. R.; Myrtle, J. F.; Norman, A. W.Biol. Chem1968 243 4055-4064. Fraser, D. R.; Kodicek,Nature197Q 228,
764-766. Lawson, D. E.; Fraser, D. R.; Kodicek,Noyris, H. R.; Williams, D. HNature1971, 230, 228-230. Holick, M. F.;
Schnoes, H. K.; DeLuca, H. F.; Suda, T.; Cousinsl. Riochemistryl971, 10, 2799-2804.

12 Deluca, H. FFASEB J1988 2, 224-236. Walters, M. REndocr. Rev1992 13, 719-764.

13 Deluca, H. F.; Cantorna, M. FASEB J2001, 15, 2579-2585.

4 sutton, A. L. M.; MacDonald, P. Mdol. Endocrinol.2003 17, 777-791. Christakos, S.; Dhawan, P.; Liu, Y.; RetigPorta, AJ.
Cell. Biochem2003 88, 695-705. Brown, A. Nephrol. Dial. Transplantl999 14, 11-16. Boland, REndocr. Rev1986 7, 434-
448.

15 Bouillon, R.; Okamura, W. H.; Norman, A. \Endocr. Rev1995 16, 200-257. Walters, M. REndocr. Rev1992 13, 719-764.
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similaire a la « Sex Hormone-Binding Globulin » &6) pour les androgénes et cestrogenes et la
« Corticosterone-Binding Globulin » (CBG) pour testicostéroides.

I.2.1 ROle biologique de la DBP

La protéine de transport de la vitamine D (« vitarbl—binding protein », DBP) est une protéine
polymorphique sérique (plus de 120 variants désecteez 'homme) exprimée par le foie a forte
concentration plasmatique (400 mg/L; 4 a 8'f)M et possédant de multiples fonctions. Elle est
codée par un géne unique situé sur le chromosonh@ MDBP fait partie de la méme famille que
I'albumine (ALB) et l'a-feetoprotéine (AFP) avec lesquelles elle présente farte homologie de
structure primaire. Aucun sujet humain n’a été détgusqu’a présent avec absence totale de séctrétio
de DBP, ce qui laisse penser qu’un tel individisemit pas viabl&’

La DBP lie le principal métabolite circulant devidamine D : la 25-hydroxyvitamine D (calcidiol) et
aussi I’hormone biologiquement active : la,25-dihydroxyvitamine D (calcitriol). La DPB lie de
dérivés suivants de la vitamine D par ordre d'@iirdécroissant : 25-(OH)VD= 24,25-(OH)VD3; =
25,26-(OH)VD3; > 1,25-(OH)VD3 > vitamine . Ainsi les métabolites 24, 25, et 26 hydroxyléstson
mieux reconnus par la DBP que I'hormone. Mais clastitamine @@ qui a le moins d’affinité. La
DBP humaine reconnait la vitamine Be la méme maniere que la vitaming € qui n’est pas le cas
de la DBP aviaire.

L’'une des fonctions principales de la DBP est der, lisolubiliser et transporter les 25-
hydroxyvitamines D et D; vers les organes cibles et les récepteurs tissslajui contrélent la
calcémie. La DBP a aussi été présumée avoir undéleéserve pour une distribution rapide de
I'hormone aux tissu¥’

Des souris « knockout » du gene de la DBP ont réanie celle-ci protege d’une carence alimentaire
en vitamine D en augmentant sa demi-vie dans liosgae. Les concentrations plasmatiques de 25-
hydroxyvitamine D et &,25-dihydroxyvitamine D de ces souris sont en gifes faibles que pour des
souris normales. Mais, inversement, une intoxicatipar la vitamine D ne provoque pas
d’hypercalcémie chez ces soulfis.

La DBP circule dans le plasma a des concentratRihdois supérieures a la concentration de
'ensemble des métabolites de la vitamine D. Cgelaxces, inhabituel pour une protéine de transport
d’hormones ou de vitamines, peut s’expliquer pardatres fonctions de la DBP. En patrticulier, la
DBP a une forte affinité avec I'actine monomériguaeir laquelle elle possede un site de liaison.

Dans des conditions physiologiques normales, uaadg partie des métabolites de la vitamine D
circule sous forme liee a la DBP : la DBP lie 88&02b-hydroxyvitamine D avec une forte constante
d'affinité (Ka=5 x 10 M) et 85% de la &,25-dihydroxyvitamine D avec une constante d’aféri0

fois plus faible (k=4 x 1d M™Y. Ainsi, seulement 0,40% des métabolites de viten) sont sous
forme libre. Le reste, non lié a la DBP et nondibest lié a d'autres protéines sériques telles
I'albumine et les lipoprotéines.

[.2.2  Structure de la DBP

La DBP est principalement sécrétée par le fomous forme d'une glycoprotéine monomérique
d’approximativement 58 kDa comprenant 458 acidemésn dont 28 cystéines, toutes formant des

1 Hillman, L. S.; Haddad, J. Q. Clin. Endocrinol. Metahl1983 56, 189-191.

17" Cooke, N. E.; Haddad, J. &ndocr. Rev1989 10, 294-307.

18 gafadi, F. F.; Thornton, P.; Magiera, H.; HolBs,W.; Gentile, M.; Haddad, J. G.; Liebhaber, S.@ooke, N. EJ. Clin. Invest.
1999 103 239-251.

1% McLeod, J. F.; Cooke, N. H. Biol. Chem1989 264, 21760-21769.
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ponts disulfured’ Elle est constituée de trois domaines indépend#mtsructures similaires : 1-191,
192-378 et 379-458, comme les autres protéinegttie famille. (Figure 10)

La DPB et les autres membres de cette famille pant avoir évolué a partir de la triplication d’'un
géne ancestral constitué d’'une séquence de 198saaidinés formant 10 hélicas Dans la DBP, le
1* de ces trois domaines est relativement bien présBar contre, dans IE™ domaine, I'hélice 7 est
remplacée par une structure inorganisée alors qué&™° domaine est tronqué dans sa partie
C-terminale et contient seulement les hélices 1 a 4.

Vitamin D-binding region

u@(mmmm -
Em{tm“@fmemﬂm
0000 VEOPONOVOD®

Domain | RUO0G0, CUOH
LO0° ©ROELE EOLDEE
@oc\o:mrmmxmﬂ °@: - 00008

EE 300 | HOOCOECUEEBU G O
S0u. ﬂﬂ@@l’ -—Actm -binding region

E- 6

Domain I Gm) atw BOOEERORA®.,
000000 CORUNC

mﬂiﬂiﬁ}(ﬁcmﬂ

treant% i Endocrinology and Metabolsm

Figure 10 : Séguence d’acides amines et strucaa@nslaire présumée de la DBP hum&ine

petit cercle «o» : acides aminés absents dans Ri@Brésents dans I'albumine (ALB) etla
foetoprotéine (AFP); entre les cystéines 13 et 59 absent dans I'ALUB\EP, qui
forme une boucle contenantdige de liaison en vede la vitamine D;
, lesacides aminés conservés en rougmse les DPB des 6 especes (humaine, lapirsaatis,
tortue et poulet) onomologues en rose

Deux sites de liaison ont été trouvés sur la DB, pour la vitamine D se situant dans le domaine |
entre les hélices 2, 3 et 4 principalement (Fidurk I'autre pour I'actine se situant dans le doredil
entre les résidus 373 et 483,

20 White, P.; Cooke, NTrends Endocrinol. Metal200Q 11, 320-327.
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L'étude du site de liaison de la 25-hydroxyvitamimé& DBP a fait I'objet de nombreux marquages
d’affinité a l'aide de photomarqueurs ou de chimémqueurs de la vitamine D fonctionaliées dans
diverses positions (4232120 dg 21cdqq 21d 1 gPleq

Figure 11 : Vue stéréo du site de liaison de lamibe D sur une partie du domaine | de la B'BP

21a gwamy, N.; Dutta, A.; Ray, Riochemistryl997, 36, 7432-7436.

21b Haddad, J. G.; Hu, Y. Z.; Kowalski, M. A.; LarareglC.; Ray, K.; Robzyk, P.; Cooke, N.Bochemistry1992 31, 7174-7181.
Kutner, A.; Link, R. P.; Schnoes, H. K.; DeLuca,FHBioorg. Chem1986 14, 134-147. Link, R. P.; Kutner, A.; Schnoes, H. K;
DelLuca, H. FBiochemistryl987 26, 3957-3964. Ray, R.; Bouillon, R.; Van Baelen, H.; ElgliM. F.Biochemistry1991, 30, 7638-
7642. Ray, R.; Bouillon, R.; Van Baelen, H.; Holick, MBiochemistry1l991, 30, 4809-4813. Ray, R.; Holick, S. A.; Hanafin, N.;
Holick, M. F.Biochemistryl986 25, 4729-4733. Swamy, N.; Ray, Rtch. Biochem. Biophy4996 333 139-144. Swamy, N.;
Ray, R.Arch. Biochem. Biophy4995 319, 504-507.

2lc Addo, J. K.; Swamy, N.; Ray, Bteroids1999 64, 273-282.

21d gwamy, N.; Addo, J.; Vskokovic, M. R.; Ray, Rch. Biochem. Biophy200Q 373 471-478.

2le Addo, J. K.; Ray, RSteroids1998 63, 218-223.
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A l'inverse du site de liaison de lar R5-dihydroxyvitamine D au récepteur nucléairealgitamine D
(VDR), qui est enfoui dans une cavité, le siteidsdn de la vitamine D a la DBP est situé en serfa
comme cela a été montré récemment par les travauxistallisation et d’analyse par rayong®_Les
acides aminés constituant le site de liaison conéat principalement des résidus hydrophobes,
compatibles avec I'hydrophobicité des ligands viterD. La In,25-dihydroxyvitamine D est
susceptible de former les mémes liaisons hydrogéone la 25-hydroxyvitamine D mais
'encombrement stérique de I'hydroxyle axial &n face de la Met 107 peut expliquer la plus &ibl
affinité de I'hormone pour la DBP. Il semble augsie la conformation du cycle A de la,25-
dihydroxyvitamine D dans le site de la DBP et diensite du VDR soit différente : I'hydroxyle 3 est
éguatorial dans le site de la DBP (hydroxytedkial, chaise A) et I'hydroxyle 3 est axial dapssite

du VDR (hydroxyle &x équatorial, chaise B). Par ailleurs, I'angle desitm C5-C6-C7-C8 a une
valeur de 149° pour la DBP et de -149° pour le VE#Rdis que les angles de torsion responsables de
I'orientation de la chaine latérale différent ayssir les deux types de sites (angle C13-C17-C2D-C2
de -77° pour la DBP et de 89° pour le VDR ; angler{20-C22-C23 de -70° pour la DBP et de -
156° pour le VDR). L'orientation de laa]25-dihydroxyvitamine D dans la DBP et dans le VDR
differe donc essentiellement par la conformatiortytle A (hydroxyle 3 équatorial ou axiale) et de la
chaine latérale.

1.3 Geénéralités sur les immunodosages des stéroides

Les immunodosages correspondent a 'ensemble dimdes analytiques quantitatives mettant en jeu
la réaction antigene-anticorps. La plupart d’erdgtex utilisent un troisieme élément, le marqueur
(radioélément, enzyme, luminophore).

Les stéroides sont des petites molécules hormgnaitésentes dans les fluides biologiques sous
plusieurs formes :

> libres

» conjugués a des protéines

» liés aux protéines avec différentes affinités §p. serum albumine (SA)) ou protéines
plasmatiques de transport spécifiques

La quantification est effectuée par déplacement lpamalyte d’une quantité fixe d’'un traceur, de
structure identique ou trés proche de l'analyteygmé par un radioélément, une enzyme ou un
luminophore.

[.3.1 Obtention d’anticorps

Le faible poids moléculaire des stéroides engendreertain nombre de particularités propres aux
immunodosages stéroidiens.

Les molécules de faible poids moléculaire (MM <@@0mol') étrangéres & un organisme ne sont pas
reconnues par les lymphocytes B. De plus, beaudeusiéroides font partie du soi. Il n’est donc pas
possible, d’obtenir par immunisation directe dedcanps contre des petites molécules (hapténes)
telles que les stéroides. Il faut donc, dans umgaretemps, les coupler de maniere covalente a des
molécules immunogéniques de haut poids molécutaineme des protéines (albumine bovine BSA,
ovalbumine OVA, thyroglobuline TG, hémocyanine, ypgdine, ...) puis, dans un deuxieme temps,
immuniser un animal (rat, souris, lapin, moutorgwi, ...) d’'une autre espéce que celle a laquelle

2 Verboven, C.; Rabijns, A.; De Maeyer, M.; Van Baeldn,Bouillon, R.; De Ranter, Qlat. Struct. Biol2002 9, 131-136. Swamy,
N.; Head, J. F.; Weitz, D.; Ray, Rrch. Biochem. Biophy2002 402, 14-23. Head, J. F.; Swamy, N.; Ray,BRchemistry2002
41, 9015-9020.
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correspond la protéine employée. Ce procédé pedmegproduire des anticorps dirigés contre la
protéine inconnue et contre I'haptene couplé dessus

La spécificité des anticorps anti-stéroides estctiiment liée a la structure de I'immunogene igjéct
I'animal et plus particulierement a la positionlatstructure du chainon de couplage introduit par
synthése sur le squelette du stéroide.

Les immunisations de gros animaux (lapin, moutonevee, ...) permettent des préléevements
conséquents d’antisera qui fournissent généralesgffisamment d’anticorps polyclonaux pour les
utilisations ultérieures. Ces anticorps sont iskiplusieurs clones de lymphocytes qui chacun &acré
un anticorps (monoclonal) dirigé contre un épitdpd'immunogéne.

A l'inverse, chez le rat et la souris, les préleeats sanguins et donc d'immunsera sont trop faibles
pour une exploitation a grande échelle de leurcamis polyclonaux. En revanche, il est possible
d'immortaliser les lymphocytes B, sécréteurs d@onps, localisés dans leur rate en fusionnant les
cellules splénigues avec un myélome. Chaque hybedainsi obtenu conserve la capacité de sécréter

un anticorps monoclonal tout en se multipliantirfinhi.

1.3.2 Techniques de couplage

Pour qu'un hapténe puisse étre couplé de maniaralesie a une macromolécule porteuse, il doit
posséder un ou plusieurs groupements fonctionnefsplEmentaires de ceux présents sur cette
structure. S’il n’en posséde pas, il est nécessérerajouter par le biais de la synthese organique
Les macromolécules porteuses les plus utilisés desmtprotéines comme I'albumine bovine, facile a
obtenir, ou la thyroglobuline, tres immunogénigke. pratique, le schéma général d’obtention d’'un
immunogéne comporte donc deux étapes :

» synthese d’un dérivé de I'haptene,

> fixation covalente de ce dérivé a la protéine patea I'aide d’'un agent de couplage.

Ce couplage s’effectue le plus souvent par formatiame liaison peptidique entre un groupement
carboxyle de I'hapténe et une fonction amine dprtaéine. Mais d’autres types de liaisons peuvent
étre utilisées.

Le procédé de formation d’'un dérivé de I'haptengeté de la structure chimique de ce dernier. Il est
donc trés variable.

1.3.2.1  Couplage au moyen de carbodiimides
La réaction générale de couplage est la suivante :

hapténe i
. Hap /\
Hap~ “OH ) . O O
p o &O\ (* , HoN— )k ) RL. k R2
+ — > 0O *C=N-R® ——————> gp~ "N N~ "N’
HN protéine H + H H
RM—N=C=N-R? RL immunogénique , , ,
A conjugué urée

carbodiimide

Les carbodiimides solubles dans l'eau les plugsagk sont le 1-éthyl-3-(3-diméthylaminopropyl)
carbodiimide (EDCI) et le methptoluénesulfonate de 1-cyclohexyl-3-(2-morpholino-
éthyl)carbodiimide (CMC). L'exces de réactif estréhé par dialyse. Cette méthode est tres employée
pour coupler des petits peptides, des hormonesnddicaments, de ’AMP cyclique...
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.3.2.2 Couplage au moyen d’ester de N-hydroxysucci  nimide

La fonction acide carboxyligue de I'haptene estdamsée avec le N-hydroxysuccinimide par
l'intermédiaire de la dicyclohexylcarbodiimide (DE@our donner un ester activé plus stable que celui
de la précédente technique de couplage :

il ne réagit pas sur les hydroxyles,

il ne s’hydrolyse pas rapidement,

il peut étre purifié avant le couplage,

il réagit spécifiguement sur les amines primaires encombrées telles que ¢eamines de
lysines.

Y V V V

hapténe O
Hap)k OH >f ;\j 0] Q O
k PN ri L

2
R
+ —% > Hap”™ "O—N + N~ °N
1 2 N H H
R —N=C=N-R Rl 4 Urée
/ ester de
carbodiimide N-hydroxysuccinimide
iﬁ\
. o
HoN—
Hap™ (CO-N 2 > )k
protéine Hap~ N
O immunogénique H
conjugué

.3.2.3 Couplage au moyen de diisocyanate

Le plus commun, le toluéne 2,4-diisocyanate, pededter deux fonctions amines de deux molécules
différentes. Le schéma de la réaction est le stiivan

o H H
Hap~NHz + O=C=N + HoN— —_— N N
g U A Hap” [ .
haptene / protéine 5
toluéne N, immunogénique HNT:(N
diisocyanate QO coniugué

Il est possible de réaliser cette réaction en deonps : I'haptene réagit avec un excés de diisatgan
puis aprés elimination de I'exces de réactif, lenoysocyanate formé est mélangé avec la protéine.
Cette méthode s’applique surtout au couplage datides.

1.3.2.4  Couplage au moyen d’anhydride mixte

Un anhydride mixte peut étre obtenu par exempleent dérivé hémisuccinate d’haptene et un dérivé
chlorocarbonate ou chloroformate. Cet anhydridelsten milieu non aqueux et a basse température,
réagit ensuite avec une fonction amine de la pretdie schéma de la réaction est le suivant :
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O O
Hap)k/gkR

‘) chloroformate

ou —> ou O

O

Hzi\l.*Prot
O Pr
)Q protéine Hap)kN o

A R Hap)to:) O/R immunogénigue H

hapténe . .
P chlorocarbonate conjugue

Cette méthode sert a préparer des conjugués therdhe avec des vitamines, des médicaments, des
hormones...

1.3.2.5 Couplage au moyen d’'un sel de diazonium
La réaction est schématisée ci-dessous :

NaNO,

Hap—NH, H—CI> Hap— N N +

Hap< _N
Prot PN~ N Prot
Hy NH»

hapténe sel de diazonium
groupement tyrosyle

de la protéine
immunogénique

conjugué

Un sel de diazonium de I'hapténe a fonction amstaéalisé par action du nitrite de sodium en milie
acide et a basse température. Ce sel est aloremsddur les groupes phénoliques des tyrosines de |
protéine.

1.3.2.6 Couplage au movyen du glutaraldéhyde

Le glutaraldéhyde est une molécule bifonctionnglie permet de coupler entre elles deux fonctions
amine primaire. Le glutaraldéhyde est aussi tréis@iians le couplage des enzymes aux protéines.

Hap—NH,
. H H H H hapténe H T' l\_| Prot
HoN—Prot + m —_— W P —_— ap< PN, - PTO
protéine glutaraldéhyde base de Schiff conjugué

immunogénique imine

Toutes ces méthodes permettent de résoudre larptiggaproblemes de couplage.

1.3.3 Immunodosages
Il existe de nombreuses méthodes d'immunodosagépequent étre regroupées en deux catégories
(Figure 12) :
> Les méthodes dites « en défaut d’anticorps » dihadé par compétition entre I'analyte et un
traceur,

> Les méthodes dites « en exces d’'anticorps » ddrdeie la méthode sandwich qui utilise la
complémentarité de fixation de deux anticorps serm@me molécule d’analyte.
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Compeétition Sandwich
(:) 125 *
©® s (3) e —< A
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. Y Y Y Y Y Y
T phase " phase

Figure 12 : Schéma réactionnel d'une compétitioiwt sandwich

Pour les hapténes, trop petits pour l'utilisatiomuethodes sandwich avec deux anticorps, la méthode
usuelle est le dosage par compétition.

L’'analyte a doser (S), I'analyte préalablement rmér(S* : traceur) ainsi que I'anticorps spécifiqle
cet analyte (Ac) sont mis en présence dans un &ilda.concentration en anticorps est limitanteste’
a-dire lorsqu’elle est inférieure a la concentraten analyte marqué, il se produit une compétition
entre le stéroide de I'échantillon et le stéroicerqué vis-a-vis des sites de l'anticorps. Il semi@r
deux complexes : S-Ac et S*-Ac selon les réactmrigantes :

S fa S-A Kq = 1S-Ac]
+ -Ac CE——
SJ[A
[SIIA] avec K, = K,« lorsque [S] = [S*]
Ac
+ S* Ka* S*-Ac K.x = w
T [SMIAC]

L’égalité des constantes d’équilibre n’est vraie gaes le cas d’'un traceur de méme structure que
'analyte, c'est-a-dire constitué de radioélémeels que le tritium ou le carbone(14). Dans le das
traceurs iodé(125) ou enzymatiques, la modificatientaille, de polarité et de structure induit des
différences de constantes d’équilibre. Il faut sladapter la structure du chainon pour obtenir une
reconnaissance aussi proche que possible de eellandlyte et éviter une reconnaissance trop daibl
ou trop forte du traceur.

La détection de la radioactiviiéde I'iode(125) par rapport a la radioactividedu tritium permet, en
plus du gain en sensibilité lié a l'activité spapie élevée de I'iode(125), une plus grande faciie
détection et de préparation du traceur.

Si les concentrations en anticorps et en analyt@ugasont connues et maintenues constantes, toute
augmentation de la concentration d’analyte a destainera une augmentation de la concentration du
complexe S-Ac, diminuant ainsi la proportion d’apalmarqué lié a I'anticorps (S*-Ac). Il est alors
possible de déterminer grace au signal délivrdepararqueur, soit la concentration d’analyte marqué
libre, soit la concentration d’analyte marqué li€aaticorps. Ceci peut étre réalisé si I'on dispos
d’'une méthode de séparation entre la fraction Idiréa fraction d’analyte complexé sans modifier
I'équilibre de la réaction.

En utilisant une gamme de concentrations connussatiite (concentrations standards), il est possible
d’établir une courbe d’étalonnage dans laquelkdaal mesuré a partir du marqueur lié aux antgorp
est inversement proportionnel a la concentratiamalyte a doser. (Graphique 1)
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Graphique 1 : Exemple de courbe d’étalonnage &t IC

Les méthodes de dosage direct par compétition siéeeisque plusieurs conditions soient réunies :

» Un nombre constant de sites anticorps pour avarbamne reproductibilité. Ainsi, la quantité
d’anticorps introduite ou la qualité du « coatingesces anticorps sur les tubes doit étre
constante,

» Une constante d’affinité élevée pour permettrelimitge de détection trés basse,
extraction des échantillons ni séparation chronrafdgque. En effet, il est nécessaire que
I'anticorps soit capable de discriminer I'analytes @eitres métabolites ou molécules de
structures proches. Les réactions croisées dommespercu des interférences possibles.

.4 Méthodes de dosage de la vitamine D

Dans un article, Porteowet al. dressent la liste des méthodes de dosage dealainég D et de ses
métabolites jusqu’a 1987.Un article plus récent passe en revue les techsiguieousses existantés.

Les vitamines B et D; ne sont pas de bons indicateurs. De par leur foytirophobicité, leur
distribution dans l'organisme est assez inégales ede retrouvent principalement dans les tissus
adipeux et peu dans la circulation sangdhe.

Les autres fluides biologiques ne contiennent pastdmine D ou seulement les catabolites. En effet,
la 25-OH vitamine D n'a pas été détectée danslieedatandis que I'urine n’est censée contenir que
les métabolites hydrosolubles de la vitamine D tdlanide calcitroique.

Il est donc plus intéressant de doser les deuxy@fekyvitamines R et D; connues pour étre un bon
indicateur de la totalité de la vitamine D dispoeilslans I'organism€. Le dosage de la 25-OH
vitamine D est effectué exclusivement dans le ptasmle serum.

2 Porteous, C. E.: Coldwell, R. D.; Trafford, D. J.akih, H. L.Journal of Steroid Biochemist®y987, 28, 785-801. Seamark, D. A,;
Trafford, D. J.; Makin, H. LJournal of Steroid Biochemistd981, 14, 111-123.

2 Pernod, J.; Rousseau-Tsangaris, M.; Dubois, Dllofa\. Imnmuno-analyse et biologie spécialigé94 9, 308-312.

% Clemens, T. L.; Adams, J. S.; Nolan, J. M.; Holiek,F. Clin. Chim. Actal982 121, 301-308.

% Trafford, D. J.; Makin, H. LClinica Chimica Actal983 129, 19-25.

%7 Haddad, J. G.; Stamp, T. C.8m. J. Med1974 57, 57-62.
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[.4.1 Chromatographie liquide haute pression

D'anciennes méthodes de détermination de la corat@nt sérique en 25-OH vitamine D existéht.
La méthode par chromatographie liquide haute preg€LHP) de ImmunoDiagnostik (ref. KC 3400)
permet de doser un seul échantillon a la fois awedélai d’injection de 20 mn sur la colonne CLHP
de silice « phase normale » en isocratique.

L’échantillon de 0,5 mL de serum est précipitéaadtonitrile, extrait sur une cartouche C18, év@por
sous azote, puis injecté en CLHP. La limite de i&ie a 264 nm est de 4 pmol/mL (1,6 ng/mL) et la
réponse est linéaire jusqu’a 1250 pmol/mL (500 ng/rCette méthode est longue et consommatrice
en serum, mais a I'avantage d’étre linéaire surgamme trés large de concentrations.

1.4.2 Déplacement DBP-traceur

La simplification des méthodes de dosage de lamiita D; dans le plasma a commencé avec I'emploi
d’'une DBP d’origine animale pour la quantificatide la 25-OH vitamine Ppar compétition avec le
traceur tritié [26,27-methylH]-25-OH vitamine Q. La DBP reconnait sans distinction les deux 25-
OH vitamines D et D; et lie correctement les métabolites hydroxyléslalehaine latérale. En
revanche, 'hormonedthydroxylée est moins bien reconnue. Ces caratitpres reflétent la fonction
de la DBP (voir § 1.2.1).

Les dosages directs des sera par compétition ddBRavaient la facheuse tendance a surestimer de
l'ordre de 20% la quantité de 25-OH vitamine D d&es échantillons de serum par rapport aux
méthodes par extraction, & cause des liaisons périfsjues sur la DBP®

Ainsi, I'extraction des composés hydrophobes pamétange de méthanol et de chloroforme (2:1,
vIv),*® suivie d’une prépurification mettant en ceuvre skgsarations chromatographiques par Lipidex-
5000 et CLHP améliorent I'exactitude des résultats.

Ce type de méthode de détermination de la condamirsérique en vitamine D est long et fastidieux
et nécessite de grandes quantités de serum. Desphigperformances sont limitées du fait des
nombreuses interférences liées au manque de gjtécifie la DBP qui croise avec les substances
hydrophobes contenues dans les échantillons deséru

32 33
b I

Des améliorations a cette méthode de dosage oappttées par Hollist al.’* et Lamberet a
diminuent les interférences et la quantité de seraoessaire qui passe de 5 mL a 250 pL :

qui

28 Jones, G.: DelLuca, H. Monogr. Endocrinofl988 30, 95-139. Eisman, J. A.; Shepard, R. M.; DeLucd; Hinal. Biochem1977,
80, 298-305. Horst, R. L.; Littledike, E. T.; Riley,L1; Napoli, J. L.Anal. Biochem1981, 116 189-203. Hollis, B. W.; Franck, N.
E. J. Chromatogrl985 343 43-49. Mawer, E. B.; Hann, J. Journal of Chromatograph¥987, 415, 305-316.

2 Bouillon, R.; Van Herck, E.; Jans, |.; Tan, B. K.;nVBaelen, H.; De Moor, FElin. Chem. (Washington, DC, U. 3984 30, 1731-
1736. Belsey, R. E.; DelLuca, H. F.; Potts, J.TClin. Endocrinol. Metahl974 38, 1046-1051. Offermann, G.; Dittmar, Horm.
Metab. Resl1974 6, 534. Garcia-Pascual, B.; Peytremann, A.; Couregiél.; Lawson, D. EClinica Chimica Actal976 68, 99-
105.

30 Bligh, E. G.; Dyer, W. JCan. J. Biochem. Physidl959 37, 911.

st Belsey, R. E.; DelLuca, H. F.; Potts, JJTEndocrinol. Metab1971 33, 554. Horst, R. L.; Reinhardt, T. A.; Beitz, D. Cittledike,
E. T.Steroids1981, 37, 581-591.

%2 Hollis, B. W.; Roos, B. A.; Lambert, P. \8teroids1981, 37, 609-620.

33 Lambert, P. W.; Syverson, B. W.; Arnaud, C. D.; Spetg, T. CJournal of Steroid Biochemistty977, 8, 929.
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> [l'extraction de la vitamine Pest modifiée (méthanol/dichlorométhane, 2:1, v/v),
I’échantillon est débarrassé des lipides par séparaur colonne Lipidex-5000,

> la sensibilité est augmentée par I'utilisation@€LHP comme méthode de séparation de la
vitamine B} des autres dérivés de vitamine D,

» la quantification se fait au moyen d’'un « nonedpilim assay » sur un serum de rat dilué
contenant de la DBP,

> la détection se fait toujours au moyen du tracet.t

A\

Un autre type de dosage est I'ELISA commercialigéBiamedica (ref. BI-20442) pour le dosage des
25-OH vitamines P et D; plasmatiques ou sériques dans des concentratioAbde 100 ng/mL, en
plaque 96 puits, avec une limite de détection depfél/mL (0,6 ng/mL). Les protéines de
I'échantillon (50 puL) sont préalablement précipitépar ajout d'éthanol. La 25-OH vitamine D,
contenue dans I'échantillon a doser, entre en cttigré avec une 25-OH vitamine D biotinylée,
« coatée » dans les micro-puits, vis-a-vis de l&DRiputée. Cette DBP restée fixée par I'intermégiai
du traceur vitamine D immobilisée est détectée ypamanticorps de lapin spécifique anti-DBP puis
révélé par un anticorps de chévre anti-immunogiabsl de lapin marquée par la horseradish
peroxydase.

Kamiya Biomedical Company commercialise une trosasaaire.

L’utilisation d’anticorps anti-hapténes de hautén#tkE et de spécificité élevée est une alternative
dosage de la 25-OH vitamine D par compétition ale®BP, long et fastidieux car nécessitant
obligatoirement une extraction ou une précipitatierf’échantillon.

1.4.3 Différents types d'immunodosages

1.4.3.1 Traceur tritié

Les premiers dosages de la 25-OH vitamine D dévém@vec des anticorps spécifiques faisaient
appel au traceur tritié de la 25-OH vitaminé’D.

1.4.3.2 Traceur iodé

Le remplacement du traceur tritié par un tracedéid’affinité compatible avec I'anticorps augmente
la sensibilite.

L’émissiony du traceur iodé est facile a détecter par rapptatradioactivitdd du tritium qui nécessite
I'ajout de liquide scintillant pour sa détection.

Par contre, la demi-vie du traceur iodé (60 joest)tres inférieure a celle du traceur tritié (h2)ace
qui nécessite de renouveler fréquemment le travais qui facilite la gestion des déchets radiogctif
simplement placés en vieillissement et jetés ladqiseuil de radioactivité réglementaire est mtttei

Les premiers radioimmunodosages employant un tragmlé radioactif faisaient appel a une
chromatographie préliminaire et ne dosaient qua5kDH vitamine @ et non la 25-OH vitamine D
ce qui limite leur utilité dans le cas de régimimentaires suppléés en vitamine.

3 Hollis, B.; Napoli, J. LClin. Chem. (Washington, DC, U. 3985 31, 1815-1819.
35 Hummer, L.; Nilas, L.; Tjellesen, L.; Christianseh,Scand. J. Clin. Lab. Invest984 44, 163-167. Bouillon, R.; Van Herck, E.;
Jans, I.; Tan, B. K.; Van Baelen, H.; De Moor(n. Chem. (Washington, DC, U. 2984 30, 1731-1736.
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1.4.3.3 Traceur enzymatique

Le principal avantage d'un immunodosage enzymatgpreun radioimmunodosage est I'absence de
déchets radioactifs. Par exemple, le traceur enfelét étre constitué d’'un dérivé de I'analyte gti e
biotinylé.

La détection est basée sur la forte affinité dbitdine pour I'avidine ou la streptavidine (4 sitds
liaison pour la biotine) couplée a une enzyme. Eaélation colorimétrique de I'horseradish
peroxydase ou la phosphatase alcaline conjugukeesti@eptavidine (ou avidine) par le substrat (TMB,
OPD) permet un grand débit d’échantillons en géregrgplaque de 96 puits.

[.4.4 Immunodosages commerciaux de la 25-hydroxyvit  amine D

Il n’existe pas de méthode RIA direct de la 25-Otamwiine D. La seule méthode direct est un ELISA
commercialisé par IDS Itd mais qui ne reconnaitlpasleux 25-OH vitamines,[®t D; de la méme
maniéere (Tableau 2). Les autres dosages font taes/enir une étape supplémentaire de précipitation
des protéines interférant avec le dosage, en phgti¢ca DBP.

Il n'existe pas a ce jour d’anticorps monoclonank-25-OH vitamine D utilisés dans un dosage de la
25-OH vitamine D.

.4.4.1 Trousse de dosage DiaSorin :

Cette trousse de dosage requiert une précipitatemn protéines de I'échantillon par I'acétonitrile.
L’échantillon est alors centrifugé et le surnaggaaté en compétition avec un anticorps polyclaieal
chévre spécifique de la 25-OH vitamine D en présation traceur iodé. La séparation de la fraction
de traceur libre de la fraction liée a I'anticoggsfait par immuno-précipitation au moyen d’antsor
de mouton anti-anticorps de chevre. La détectiomadedioactivité se fait sur la fraction décantée
apres centrifugation. Sa sensibilité est inférieudel pmol/mL (2,8 ng/mL) et le dosage effectugsda
une gamme de 5 a 150 ng/mL. Les réactivités creiseépt indiquées dans le Tableau 2.

1.4.4.2 Trousse de dosage IDS (ref. AA-35F1) :

Cette trousse de dosage requiert une précipitatemn protéines de I'échantillon par I'acétonitrile.
L’échantillon est alors centrifugé et le surnaggaaté en compétition avec un anticorps polyclaieal
mouton spécifique avec un traceur iodé. La sémarate la fraction de traceur libre de la fractide |

a I'anticorps se fait au moyen d’anticorps antii@rps de mouton fixés sur cellulose. La détectien
la radioactivité se fait sur la fraction décantgmea centrifugation. La sensibilité est infériedre
3 pmol/mL (1,2 ng/mL).

Une autre trousse est commercialisée sous liced8epar Nichols Institute Diagnostics (ref. 40-
6095). Les réactivités croisées sont indiquées dahableau 2.

.4.4.3 Trousse de dosage IBL (Immuno-Biological La  boratories) :

Cette trousse dose la 25-OH vitamingudiquement. Les échantillons sont extraits paréfanitrile

de la méme facon que les autres trousses. L'ofiina@ent du fait que c’est la seule trousse dans
laguelle I'anticorps est immobilisé sur des tubessiidues (tubes « coatés »). Il n'y a plus d’étape
supplémentaire d'immunoprécipitation comme dansl@s< trousses précédentes. Cette trousse utilise
aussi un traceur iodé radioactif et la séparatiofadiaction libre de la fraction liée a l'anticarp
s’effectue par simple aspiration du milieu d’inctiba.
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1.4.4.4 Trousse de dosage ELISA de IDS :

La trousse de dosage direct en ELISA de IDS fonogoen format 96 puits. L'ajout d'un tampon
dissociant permet de s’affranchir des interférendess a la DBP. Sa sensibilité est inférieure a
6 pmol/mL (2,4 ng/mL) et sa gamme d’utilisation @ea 360 pmol/mL (2,4 a 144 ng/mL). Les
réactivités croisées sont indiquées dans le Taldeau

C’est la seule trousse de dosage de la 25-OH vimDiqui procéde sans extraction ni précipitation.
Les dosages directs sont plus rapides que lessautéthodes de par I'absence de toute étape
supplémentaire de précipitation, d’extraction owdépurification.

Le dérivé biotinylé de la vitamine D nécessairandal dosage n’est pas décrit.

1.4.5 Conclusion sur les méthodes de dosages dela  25-
hydroxyvitamine D
La grande majorité des méthodes de dosage de @GH2Gitamine D requiert une précipitation des

protéines sériques (ou plasmatiques) par l'acétlenibu I'éthanol afin d’éliminer les interférences
avec la DBP contenue dans les échantillons.

Les méthodes les plus anciennes (CLHP et compétdaimt la DBP) procedent avec une étape
supplémentaire :

» soit une extraction par un solvant organique,

> soit une séparation des lipides.

Un seul dosage EIA de la 25-OH vitamine D existenmercialisé par IDS Itd.

Des comparaisons des différentes méthodes de dasadge 25-OH vitamine D ont été réalisé®s.
Elles aboutissent a la conclusion que les méthatksant la CLHP sont plus précises mais que les
trousses commerciales RIA ou ELISA sont plus fréguent utilisées en routine en raison de leur
facilité d’empiloi.

Hollis, qui est a l'origine de la trousse de DiaSpa montré que cette derniére reconnait de facon
équivalente les deux vitamines Bt Ds. A linverse, la trousse IDS reconnait moins bliar25-OH
vitamine b et donc sous-estime la quantité totale de vitaDinersque la quantité de 25-OH
vitamine D circulante est significativ¥.

%6 Hollis, B. W.Clin. Chem. (Washington, DC, U. 200Q 46, 1657-1661. Lindback, B.; Berlin, T.; Bjorkhem(lin. Chem.
(Washington, DC, U. S1987, 33, 1226-1227. Lips, P.; Chapuy, M. C.; Dawson-HugBesPols, H. A.; Holick, M. FOsteoporos.
Int. 1999 9, 394-7.

37 Hollis, B. W.Clin. Chem. (Washington, DC, U. 800Q 46, 1657-1661.
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Réactions croisées

Immunogene 20-CO-BSA Vit. D 3-(hémisuc-BSA)-25-OH VD 3
Dtirggzsr?n I;Z;?:n Biotrrr10eLiiSiZ - trous_se IDS et Bcég:?;ézgil' Bouil_lon etal. Bouil_lon etal.
Hollis Hollis Kamiya Nichols DBP Anticorps 1 Anticorps 2
RIA - tritié RIA - iodé ELISA RIA et ELISA [ompétition - tritié  RIA - tritié RIA - tritié
VD, 10% 0,8% <1% <0,3%
VD3 10% 0,8% <1% <0,01% 4% 8,0% 0,5%
25-OH VD, 100% 100% 100% 75% 105% 11% 0,8%
25-OH VD3 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%

100%
100%
100%
100%

100%
100%
100%
100%
100%

24,25-(OH); VD,
24,25-(OH), VD3
25,26-(OH), VD,
25(S),26-(0OH), VD3
25-OH VDj3-26,23-lactone
23,25-(OH), VD3
1a,25-(0OH), VD,
1a,25-(OH),; VD3

Cholestérol
DHT

100% >100% 106% 26% 7%

102%
95%

21%
4%

53%
0,6%
100%

5%
5%
<1%

2,5%
2,5%

18%
270%

0,6%

<1% 8% 40%

<0,1%

Tableau 2 : Réactions croisées des différentes méshide dosage de la 25-OH vitamine D pour les
dérivés de vitamine D et pour deux stéroides

Il existe aussi un dosage par compétition sur tepteur de la vitamine D (VDR), mais il reste
anecdotiqué®

[.4.6 Solubilité de la vitamine D et de ses dérivés

L'un des problemes majeurs rencontrés lors des ciitopé aussi bien avec la DBP qu’avec un
anticorps est le manque de solubilité de la 25-Gmine D. Lorsque le milieu d’incubation du
dosage n’est pas adapté, la 25-OH vitamine D,hyésophobe, s’adsorbe sur les parois en plastique
ou en verre, entrainant ainsi des erreurs de dosagkes liaisons non-spécifiques anormalement
élevées?

L’adjonction au milieu d’incubation du dosage d’agent de solubilisation adéquat revét alors un
caractere essentiel.

Parmi les solubilisants (BSA, ovalbumine, gélatifacool polyvinylique (PVA), polyéthylene glycol
(PEG), Tween 80, Triton X-10@, 3, y-cyclodextrines, lipoprotéines de beceuf), tous nendot pas

les mémes résultats en termes de récupération melizactivité du traceur tritié [26,27-methyA-
25-OH vitamine R et de maintien de la reconnaissance antigéneoapic

Les travaux de Kobayastdt al®® indiquent que laB-cyclodextrine (0,1%) ainsi que la M-
cyclodextrine (0,1%) donnent de tres bons résuliatsolubilisation du traceur tritié (récupération
>95%), mais engendrent une perte de reconnaissariceyclodextrine solubilise tres mal le traceur
probablement du fait de la trop faible taille decsaité. Les meilleurs résultats sont obtenus avec
I'ajout d’alcool polyvinyliqgue (PVA) (>1%) a un tamon gélatine (récupération >87%). Le Tween 20
et les PEG ne donnent pas de résultats aussi bons.

% Koyama, H.; Prahl, J. M.; Uhland, A.; Nanjo, Mhaba, M.; Nishizawa, Y.; Morii, H.; Nishii, Y.; Delca, H. FAnal. Biochem.

1992 205, 213-219.
Kobayashi, N.; Ueda, K.; Shimada, ®linica Chimica Actal992 209, 83-88.
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.5 Haptenes a l'origine des anticorps anti-vitamin e D

La position de couplage du dérivé de vitamine D lauprotéine
immunogénique ayant une grande importance sur #itgude
reconnaissance des anticorps, I'ensemble des grgianti-25-
OH vitamine D recensés dans la littérature sorgséla ci-dessous
en fonction de la position de couplage des haptgitamine D.
Les réactions croisées (RC) vis-a-vis des autres/éde de la
vitamine D sont aussi mentionnées dans la mesupeshible.

Il faut aussi noter que de nombreux travaux exisgant des
anticorps anti-@,25-dihydroxyvitamine D utilisés pour Ies\ .
dosages dans des sera humains de ce métabolftepaesient en HO'
trés faible quantité par rapport & son précursa@5-hydroxyvitamine O

I.5.1 Hapténe couplé par la position 3

Le couplage de dérivés de la vitamine D a
partir de I'nydroxyle 3 est celui qui est le plus
facilement réalisable.

Bouillon et al. ont décrit un
radioimmunodosage de la 25-OH vitaming D
ainsi qu’'un dosage par compétition avec la

DBP de rat. Le radioimmunodosage utilise des o 3-hémisuccinate
anticorps polyclonaux de lapins dirigés contre HON o 25-OH vitamine Dy
'immunogéne 3-hémisuccinoyloxy-25-OH o

vitamine B (dérivé 3-hémisuccinate de la 25- o N

OH vitamine B) conjugué sur la BSA. Les o) 0 EY 3-hémiglutarate
réactions croisées de ces anticorps sont w 25-OH vitamine D3
indiquées dans le Tableau 2 (anticorps 1 et 2).

Les deux anticorps polyclonaux croisent .
significativement  avec  I'hormone a1 0 o ij/s'g'mamglyc.me
hydroxylée, mais peu avec les metabolltggjﬁNwo\“ 25-OH vitamine Ds
hydroxylés de la chaine latérale.

Kobayashiet al*? ont décrit une série de trois hapténes de la 25widinine 3 comportant des
longueurs différentes de bras en position 3 quiét@étemployés pour I'immunisation de lapins (3-
hémisuccinate 25-OH vitamineg;D3-hémiglutarate 25-OH vitamine;®t 3-glutarylglycine 25-OH
vitamine 3, couplés a la BSA). Les réactions croisées somt tfortes avec la al25-
dihydroxyvitamine @ (80-230%) et faibles avec la 25-OH vitaming Dhe montrant aucune
discrimination pour la position 1 mais une bonremmaissance des différences des chaines latérales
des vitamines P et D;. Le métabolite 24,25-dihydroxyvitaming st mal reconnu (8-26%). Ces

40 voir par exemple : Holick, M. F.; Holick, S. A.;dlokovic, M. R.; Baggiolini, E. G.; Meng, X.; Henders S.; Clemens, T. L.
Steroids1983 42, 503-508. Mawer, E. B.; Berry, J. L.; Bessone, Jar§hsS.; Smith, H.; White, ASteroids1985 46, 741-754.

4 Bouillon, R.; Van Herck, E.; Jans, |.; Tan, B. K.;nVBaelen, H.; De Moor, FElin. Chem. (Washington, DC, U. 3984 30, 1731-
1736.

42 Kobayashi, N.; Ueda, K.; Kitahori, J.; Shimada Steroids1992 57, 488-493.
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anticorps ont été développés pour un dosage de5d@H2 vitamine @ en EIA mais avec un
prétraitement par colonne d’immunoaffinffé.

Kobayashi et al. ont aussi décrit des anticorps monoclonaux dirigemtre la #,25-
dihydroxyvitamine @ préparés entre autres a partir de I'hapténe 3dw@tinate @&,25-
dihydroxyvitamine @ conjugué avec la BSX. D'autres anticorps polyclonaux ont été obtenus par
immunisation avec un conjugué de 3-hémiglutarate24i®),25-dihydroxyvitamine B couplé a la
BSA pour doser la 2&),25-dihydroxyvitamine B Ces anticorps polyclonaux croisent peu avec les
dérivés de la chaine latérale (8425-dihydroxyvitamine B (<3%), 25-hydroxyvitamine §(<0,3%),
25,26-dihydroxyvitamine B (<0,53%) mais beaucoup avec les dérivéshydroxylés (>68%f°
Cependant, ces réactions croisées montrent quandre Ir,25-dihydroxyvitamine B ne pourrait
interférer que de facon limitée dans le dosagead®R),25-dihydroxyvitamine B puisqu’elle est 25
fois moins concentrée en moyenne dans les sera.

L’ensemble des anticorps issus d'immunisationsdeer dérivés de la vitamineg @onjugués par la
position 3 sur la BSA montre les mémes types deticdes croisées, ceci quelque soit le bras espaceur
employé. Les métabolitesnihydroxylés sont reconnus au méme titre que lesupséurs nond-
hydroxylés. De ce fait, ces anticorps ne sont pgsmlales de faire la différence entre la 25-OH
vitamine B; et 'hormone &,25-dihydroxyvitamine B ce qui n’est pas trés génant, compte tenu des
concentrations beaucoup plus faibles de 'horm&merevanche, ces anticorps croisent peu avec les
meétabolites hydroxylés de la chaine latérale. liecral inconvénient de ces anticorps est qu’ils ne
reconnaissent que la 25-OH vitamingrBais pas la 25-OH vitamine,D

Des conjugués de la vitamine D par la position 3soet par conséquent pas intéressants pour un
dosage simultané des 25-OH vitamines & D; destiné a donner un apercu des réserves en
vitamine B et Ds.

[.5.2 Hapténe couplé par la position 4

Des anticorps polyclonaux de lapin anti-vitamingdht été obtenus dans le but de développer un
dosage de la vitamines@ans le lait suppléé en vitaming. 'immunogéene est préparé par couplage
de la vitamine B en position 4, par l'intermédiaire de formaldéhydede la BSA dont les acides
carboxyligues (-COOH) ont été convertis préalablemen amides par condensation de la
diéthylamine en présence 'EDCF Cette méthode de couplage est incertaine. Deatelsorps ne
permettent que le dosage de la vitamigerBais pas des 25-OH vitamines D.

[.5.3 Hapténe couplé par la position 11 «

L'équipe de Kobayashi a préparé le conjugué de $A Bavec la 1lai-hémiglutaroyloxy-25-OH
vitamine .*" L'immunisation de lapins a permis d’obtenir desi@ips polyclonaux anti-25-OH
vitamine B;. A l'inverse des anticorps obtenus a partir d'inlmogenes couplés en position 3 qui ne
reconnaissent pas le cycle A, les immunogenes ésuph position Id montrent une bonne
reconnaissance du cycle A et de la positian(RC 1a,25-dihydroxyvitamine B (0,1-2,4%), 25-OH
vitamine 3 3(S) (<0,3%)), mais une mauvaise discriminatios detabolites de la chaine latérale
(RC 24,25-(OH) vitamine 1} (110-120%), 25,26-(OH)itamine 1} (66-130%)).

43 Kobayashi, N.; Ueda, K.; Tsutsumi, M.; Tabata, Shimada, KJ. Steroid Biochem. Mol. Bial993 44, 93-100.

4 Kobayashi, N.; Sato, A.; Takagi, K.; ShimadaBol. Pharm. Bull.1997, 20, 948-953.

45 Kobayashi, N.; Higashi, T.; Saito, K.; Murayama, Douya, R.; Shimada, K. Steroid Biochem. Mol. Bial997, 62, 79-87.
46 Jean, J.; Turcotte, C.; Simard, R. E.; Flisg, Immunol. Method$999 223 155-163.

47 Kobayashi, N.; Hisada, A.; Shimada, X.Steroid Biochem. Mol. Bial994 48, 567-572.
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'immunogéne 1&-hémiglutaroyloxy-,25- . .
dihydroxyvitamine @ couplé a la BSA, préparé par (OH
I'équipe de Kobayashet al. a permis d’obtenir desHOMO//,

anticorps monoclonaux reconnaissant lax,25- 0 0

dihydroxyvitamine @ et croisant beaucoup avec
d’autres dérivés d-hydroxylés différant par la chaine
latérale mais trés peu avec les dérivés- 1
déhydroxyléd?®

HO"
De méme, limmunogene #ihémiglutaroyloxy- 134 hémiglutaroyloxy-25-OH vitamine Dy
24(R),25-dihydroxyvitamine B couplé a la BSA a
permis d’obtenir des anticorps pour le dosage d&{R),25-dihydroxyvitamine B qui, a I'inverse de
ceux obtenus suite a un couplage sur la positione3croisent que trés peu avec les dérivies 1
hydroxylés (<0,69%) mais croisent avec la Q45-dihydroxyvitamine B (>67%), la 25-
hydroxyvitamine B (>14%) et la 25,26-dihydroxyvitamine; [>23%)*°

En conclusion, les immunogenes des dérivés dddanine I3 couplés par la position @lsur la BSA
permettent d’obtenir des anticorps reconnaissant la cycle A et les chaines latérales des vitasnine
D, et D;, mais qui ne distinguent pas les dérives hydrexgé la chaine latérale de la vitaming D
entre eux.

1.5.4 Hapténe couplé par la position 22

Une équipe japonaise a déposeé un brevet pour degsie2-COOH-25-OH vitamine D dont la chaine
latérale est toujours présente, dans le but d’obts anticorpa’

Hollis est le premier, en 1985, a proposer descars polyclonaux contre la 25-OH vitamine D
capables de reconnaitre sans distinction les deariies D et D; et donc de déterminer la quantité
totale de vitamine D circulant@.

Le traitement au rivanoldes immunsera de lapins immunisés par I'équipeHd#is avec un
immunogéne obtenu par couplage a la BSA de la 20i@@3,24,25,26,27-pentanor-vitaming ént
montré des titres au 1/15000 pour le traceur tBiEiéOH-FH]cholécalciférol et des réactions croisées
identiques pour le 25-hydroxycholécalciférol eREhydroxyergostérol. Les réactivités croisées sont
indiquées dans le Tableau 2.

Les faibles réactions croisées de la vitamipeeDde la vitamine Psont attribuées a leur manque de
solubilité dans les milieux aqueux employés posregsais de compétition avec le traceur triti€26,
methylH]-25-OH vitamine B. Les vitamines Pet D;, trés hydrophobes, s'adsorbent dans les tubes
et ne sont que trés peu solubilisées par les pegéblasmatiques. L'anticorps devrait pouvoir les
reconnaitre, mais leurs propriétés physico-chinsqrapéchent de quantifier leurs réactions croisées.

La méthode de dosage implique une précipitation mtegines par de l'acétonitrile. La séparation
entre la fraction libre de [26,27-metti{#]-25-OH vitamine I ou de 25-OH vitamine D de la fraction
liée a l'anticorps polyclonal de lapin se fait p@munoprécipitation au moyen d’un second anticorps
polyclonal de chevre anti-anticorps de lapin.

48 Kobayashi, N.; Imazu, T.; Ebisawa, A.; ShimadaJKSteroid Biochem. Mol. Bial997, 63, 127-137.

4% Kobayashi, N.; Higashi, T.; Saito, K.; Murayama;, Douya, R.; Shimada, K. Steroid Biochem. Mol. Bial997, 62, 79-87.
0 Oshida, J.-I.; Nishikawa, O.; Ishimaru, K.; Tsarut.; Takeshita, T.; Yamamoto, |. EP00920982

1 Hollis, B.; Napoli, J. LClin. Chem. (Washington, DC, U. 3985 31, 1815-1819.

" Le rivanol est utilisé pour débarrasser les imrammslesi-globulines, dont fait partie la DBP qui interfdoes du dosage.
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La limite de détection est évaluée a 3,0 ng/mL 8P vitamine R et seulement 1 puL de plasma
serait nécessaire par tube. Par commodité, la glessai est plus importante.
La synthése et la caractérisation structurale ligptene ne sont pas décrites dans l'article méis fa
référence a la voie classique de photoclivage dledg, méthode difficilement transposable pour la
synthése de nombreux dérivés de la vitamine D résddur la chaine latérale.

Plus tard, Holliset al. proposent une version
ameliorée de ce dosage par le remplacement du
traceur triti€é par un traceur iodé obtenu par
couplage du réactif de Bolton-Hunter (N-
succinimidyl-3-(4-hydroxy-3-
[**I]iodophenyl)propionate)) déja radioactif sur
lamine de la 20-CO-NH-(3-amino-propyl)
vitamine D avec une limite de détection de
2,8 ng/mL de 25-OH vitamine{DLes anticorps
utilises pour ce dosage proviennent de
limmunisation de chévres par le mémeo’
immunogéne que précédemmé&nt.a gamme de calibration est préparée dans desdéptétés en
vitamine D. Les autres parametres restent inchangés

25|

OH

[.5.5 Hapténe couplé par la position 24

De méme que pour la position 22, une autre éqaipenjaise a déposé un brevet COOH
sur des hapténes 24-COOH-25-OH vitamineddur le dosage de la 25-OHI,,_2‘ 2
vitamine 3.>® o V\ﬁH
Il faut noter que Kobayaslet al. ont aussi décrit des anticorps monoclonaux dirggedre la &,25-
dihydroxyvitamine @ préparés, entre autres, a partir de I'haptene Q®8-25,26,27-trinor-a-
hydroxyvitamine R conjugué avec la BSX.

[.5.6 Conclusion sur la position de couplage de la 25-hydroxyvitamine D

Les travaux de ces différentes équipes pour I'dlerd’anticorps anti-25-OH vitamine D montrent
gu’il est difficile de trouver des anticorps recorssant la totalité de la structure de I'hapténe.

Le probléeme de reconnaissance ambivalent des dédrai déja été rencontré dans le laboratoire dans
le cas d’anticorps anti-oestradiol. Quelque soipdaition de couplage, il est impossible d’isoles de
anticorps monoclonaux reconnaissant a le fois ldecA phénolique et le cycle D hydroxylé en
position 17%°

Ainsi, des haptenes conjugués a la BSA par laipasi de la 25-OH vitamine Dou D; engendrent
des anticorps incapables de discriminer les démeéslo-hydroxylés des métabolitesizhydroxylés
tels que I'hormone, la position de couplage enr3lesweycle A étant trop proche de la position 1. En
revanche de tels anticorps reconnaissent les @ifé&s de structures entre les vitamingeDD; au
niveau de la chaine latérale portée par le cycle D.

Les mémes problemes de spécificité sont rencomtvés un couplage par la positionadte la
24(R),25-dihydroxyvitamine B Ces anticorps croisent peu avec les métabolgehdrmone, mais
les dérivés de la chaine latérale ne sont pastises.

52 Hollis, B. W.; Kamerud, J. Q.; Selvaag, S. R.; Lareh D.; Napoli, J. LClin. Chem. (Washington, DC, U. 3993 39, 529-533.

53 Oshida, J.-I.; Nishikawa, O.; Ishimaru, K.; Tsarutl.; Takeshita, T.; Yamamoto, |. EP00920082

54 Kobayashi, N.; Sato, A.; Takagi, K.; ShimadaBfol. Pharm. Bull.1997, 20, 948-953. Kobayashi, N.; Takama, A.; Shiomura, K;
Tabata, Y.; Takagi, K.; Shimada, Bteroids1994 59, 404-411.

% Coulon, S.; Pellequer, J. L.; Blachere, T.; Charfiér,Mappus, E.; Chen Sw, S. W.; Cuilleron, C. Y.; BalyJ. Mol. Recognit.
2002 15, 6-18.
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L’hapténe de Hollis, couplé par la position 22, emdye aussi des anticorps qui ne reconnaisseté pas
chaine latérale mais reconnaissent bien le sqee®&ftO-seco-stéroide de la vitamine D sans la
confondre avec les métabolites de I'hormone.

.6 Chimie de la chaine latérale de la vitamine D

Le couplage de la vitamine D a partir de sa ch#dtérale implique la fonctionnalisation de cette
partie. De nombreuses méthodes sont possibledafoplus fréquentes sont regroupées ci-dessous :
» syntheses totales,
» méthodes par ouverture du cycle B des dérivés astegols,
» meéthodes par hémisynthese a partir de la vitampne D

1.6.1 Syntheses totales

De nombreux dérivés de la vitamine D sont accessiplar synthese convergente de 2 fragments
disjoints :

Le cycle A peut étre obtenu par synthese totalgucgermet un contrdle de la stéréochimie de tous
les centres stéréogéniques, en particulier cellihgidroxyle la dont I'obtention par hémisynthése sur
la vitamine D est assez difficile. L'autre avantapt de permettre aussi de synthétiser des stesctur
plus élaborées pour la recherche de nouveaux dédwétérét biologique de la vitamine D par des
variations de substituants sur le cyclé®A.

Le groupe des deux cycles C et D peut étre obtanozonolyse puis réduction de la vitaminerion
protégée. Toutes les doubles liaisons sont paréguest coupées pour donner des cycles C et D
hydroxylés en position 8 et 22, conduisant & unpasé appelé diol de Lythgoe-Inhoffn(Figure

13)

Une synthese des cycles C et D par une réactid@alsen stéréospécifique et une réaction de Diels-
Alder intramoléculaire a par ailleurs été décrite\pélson et al®®

diol de Lythgoe-Inhoffen

HO"
Figure 13 : Préparation du diol de Lythgoe-Inhoffiam ozonolyse de la vitamine D

La molécule de vitamine D peut étre obtenue paplege des fragments A et C/D par une réaction de
Wittig-Horner entre des dérivés du diol de Lythdokeffen, oxydés en cétone en position 8 et un
oxyde de phosphine & I'extrémité 7 du synthot figure 14)

56 Hatakeyama, S.; Okano, T.; Maeyama, J.; EsumHiyamizu, H.; lwabuchi, Y.; Nakagawa, K.; Ozona; Kawase, A.; Kubodera,
N. Bioorg. Med. Chen001, 9, 403-415.

5" Inhoffen, H. H.; Quinkert, G.; Schiitz, S.; Frietri G.; Tober, EChem.Ber1958 91, 181-191. Mascarenas, J. L.; Sarandeses, L.
A.; Castedo, L.; Mourino, ATetrahedronl 991, 47, 3485-3498.

%8 Wilson, S. R.; Jacob, L. Org. Chem1992, 57, 4380-4385.
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n-BuLi

o) POPh, THF H
|

‘ L
Po““ a1 pO™ R

Figure 14 : Couplage de Wittig-Horner

T

La réaction de couplage des cycles C/D et d’'unyvs&eir du cycle A est aussi possible par la méthode
de Trost catalysée par un complexe du palladfughigure 15)

1. (dba)gpdchC|3
PhsP, Et3N / toluene
120°C, 2,5h

2. CSA/MeOH, Ta, 1nuit

Y

///,

RZ

Hy
Pd Lindlar

NS
\. PO
PO" R!

Figure 15 : Couplage par catalyse au palladium

Une autre méthode faisant aussi intervenir un @ggptatalysé par un complexe du palladium met en
ceuvre un vinyle triflate et un ényne (couplage deogashira) qui donnent un dieneyne avec environ
86% de rendement. Il faut ensuite réduire sélecterd la triple liaison sur le catalyseur de Lindlar
empoisonné par la quinoléine pour donner la préita D correspondante (Ret 95%) qui est
ensuite isomérisée thermiquem&nt.

% |ythgoe, B.; Moran, T. A.; Nambudiry, M. E. N.; Bswell, J.; Wright, P. WI. Chem. Soc., Perkin Trans1278 590-595.
Sardina, F. J.; Mourino, A.; Castedo,d..Org. Chem1986 51, 1264-1269. Lee, N. E.; Williard, P. G.; Brown, A; Campbell, M.
J.; Koeffler, H. P.; Peleg, S.; Rao, D. S.; ReddySGsteroids200Q 65, 252-265.

5 Trost, B. M.; Dumas, J. Am. Chem. So&992 9836-9845. Takayama, H.; Konno, K.; Fujishimg,Maki, S.; Liu, Z.; Miura, D.;
Chokki, M.; Ishizuka, S.; Smith, C.; DeLuca, H. Fakdgawa, K.; Kurobe, M.; Okano, $teroids2001, 66, 277-285.

51 Mascarenas, J. L.; Sarandeses, L. A.; CastedMdurino, A. Tetrahedrorl991, 47, 3485-3498. Castedo, L.; Mascarenas, J. L.;
Mourino, A.; Sarandeses, L. Aetrahedron Lett1988 29, 1203-1206. Granja, J. R.; Castedo, L.; Mourina).A0rg. Chem1993
58, 124-131. Sestelo, J. P.; Mascarenas, J. L.; GadtedMurino, A.J. Org. Chem1993 58, 118-123.
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1.6.2 Irradiation UV d’un dérivé d’ergostérol

La voie de synthése de dérivés de la vitamine Ddem dérivés de I'ergostérol (provitamine D) est le
procédé industriel breveté employé pour obtenirrande échelle la vitamine,D I'ergostérol
provenant par exemple des champign®ascharomyces cerevisiaeSaccharomyces uvarum

Cette méthode de synthése s'inspire directemeria de@osynthese de la vitamine D. (voir §1.1.1.1
Voie endogene : production photochimique de vitanidg)

L’irradiation UV de la provitamine D a -40°C simaifttment par des longueurs d’onde dans la
fourchette 285-300 nm et supérieures a 330 nm @gampapeur de mercure haute pression TQZ1)
engendre la prévitamine D. Le processus de phatgersion doit étre stoppé a 60% de conversion et
les produits obtenus séparés par chromatograplaeprévitamine D est par la suite isomérisée
thermiquement pour donner les dérivés de la vitarbiret la provitamine D peut alors étre recyclée.
Les rendements ne sont généralement pas trés ans®gtimisation des conditions réactionnelles, en
particulier des longueurs d’ondes du photo-clivdgeycle B%

1.6.3 Hémisynthese a partir de la vitamine D

La chimie de modification structurale de la chailsérale de la vitamine D implique la
fonctionnalisation de cette derniére qui pour lesixdeitamines D et D; est completement
hydrocarbonée. Les seuls dérivés naturels foncilises sur la chaine latérale sont les métabaliges

la vitamine D 24 ou et 25 hydroxylés qui sont eudmme obtenus par synthese pour préparer de
grandes quantités.

En partant de la vitamine,l@omme produit de départ, il est possible de cliaatouble liaison 22(23)
par ozonolyse, mais le groupement fonctionnel &jgrius sensible, doit étre protégé. (voir 8l11.1.
Protection du triene et de I'alcool)

Les méthodes de protection du triene sont asséegamais n'ont pas toutes la méme facilité de mise
en ceuvre. Andrewst al. ont décrit plusieurs de ces techniques pour léhege de la vitamined{a
partir de la vitamine R°3

1.6.3.1 Protection par le fer nonacarbonyle :

Le triene de la vitamine D peut étre protégé souné¢ d'un complexe
de fer carbonyle par l'action du fer nonacarbonyle. triene de la
vitamine D, riche en électrons, peut complexer aftel que le fer et
agir en tant que ligand. La déprotection s’effeqiae ajout de chlorure

ferrique®3©4

Les complexes métalliques sont sensibles aux oxgdaintsont trés
toxiqgues de méme que le monoxyde de carbone.

HOY

62 Scheddin, D.; Mayer, H.; Wittmann, S.; SchonecBerGliesing, S.; Reichenbacher, Bteroids1996 61, 598-608. Scheddin, D.;
Mayer, H.; Schonecker, B.; Gliesing, S.; ReichenbgdiieSteroids1998 63, 633-643. Gliesing, S.; llge, H.-D.; Reichenbaecher
M.; Fassler, DZ. Chem1984 24, 150-151. Reichenbéacher, M.; Gliesing, S.; Lange@0nschior, M.; Schonecker, B. Prakt.
Chem.1996 338 634-641.

3 Andrews, D. R.; Barton, D. H. R.; Hesse, R. H.; PedideM. J. Org. Chem1986 51, 4819-4828.

64 Barton, D. H. R.; Patid. Chem. Soc., Perkin Trans1276 829.
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1.6.3.2 Protection sous forme de 6(R)-hydroxy-3,5-c ___yclovitamine D :

Les dérivés de la vitamine D protégés sous formé(Rehydroxy-3,5-cyclovitamine D sont obtenus
par solvolyse du tosylate en position 3 dans lawétaqueus®:®® La déprotection en milieu acide
régénere le triene sous forme de mélange de segrigsr(6)rans et 5(6)¢€is avec des rendements
modestes. Ce type de protection permet toutefoidaldydroxylation par I'oxyde de sélénium,
intéressante pour synthétiser I'hnormone activeeaetnpt aussi la fonctionnalisation du carbone 6.

acétone / eau

ou R=H _ ro
MeOH / NaHCO ag.
R = Me 5

AcO™

Figure 16 : Protection sous forme d&®pBhydroxy-3,5-cyclovitamine Pet déprotection

.6.3.3 Protection par réaction de Diels-Alder :

La vitamine D forme des adduits avec la 4-phéngl4ttriazoline-3,5-dione (PTAD) par réaction de
Diels-Alder avec un rendement de 85%4.a réaction donne deux épiméres sur le carbori2as
'acétate d'éthyle a 0°C le rapport entre les atddast de 95:5 et dans le dichlorométhane a 0°C, ce
ratio est de 3:13°° La déprotection s’effectue en présence de potdass un mélange d’éthyléne
glycol et d’eau, mais ne donne pas de bons rendsmen

KOH

-

éthyléne glycol / eau

85 Sheves; Mazud. Am. Chem. So&975 97, 6249. Sheves; Mazdetrahedron Lettl976 1913-1915. Sheves; Mazlietrahedron
Lett. 1976 2987-2988. Sheves, M.; et dlChem.Soc.Chem.Comm#878 554-555. Addo, J. K.; Swamy, N.; Ray, Reroids
1999 64, 273-282. Kutner, A.; Perlman, K. L.; Lago, A.cBiski, R. R.; Schnoes, H. K.; DeLuca, HJFOrg. Chem1988 53,
3450-3457.

5 Aberhart; Hsul. Org. Chem1976 41, 2098. Reischl, W.; Zbiral, Bustus Liebigs Ann. Chet978 745-754. Kratky, C.; Reischl,
W.; Altmann, E.; Zbiral, EMonatsh.Chenl 982 113 439-448.
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HO c—H—cl
a’ o«
CH,Cl, / K,COj aq.

La phthalazine-1,4-dione réagit dans les mémes tiondi avec un rendement de 82%. La
déprotection de I'adduit est plus complexe. Danpnemier temps la partie phthalhydrazide est clivée
par I'hnydrazine puis dans un deuxiéme temps, drrdaigir I'oxyde de tellure dianisyle dans un milie
biphasique de 1,2-dibromotétrachloroéthane dardidlelorométhane et de carbonate de potassium
aqueux pour donner la 5(6gnsvitamine D avec un rendement de déprotection 86350

1.6.3.4 Protection par formation d’adduit de I'anhy dride sulfureux :

La premiére utilisation de I'anhydride sulfureuxupda protection du triene de la vitaming Bst
décrite par Zbiral par barbotage de ,S@ans un mélange de benzéne et d’eau sous agitation
vigoureusée” L'alcool en 3 est ensuite protégé par le chlodedriéthylsilyle avec un rendement sur
les deux étapes de 77%. Les améliorations sucessdi ce protocole de protection et 'emploi de
chlorure deert-butyldiméthylsilyle ont permis d’obtenir un rendem global quantitatif®

“,, N

1. SO,, CH,CI, -10°C
2. TBDMSCI, imidazole,

CH2C|2 0°C NaHCO3
> B —
EtOH reflux
HO™
Vitamine D,
(Ergocalciférol)

La déprotection de I'adduit s’effectue thermiquem@ar reflux dans I'éthanol en présence de
bicarbonate de sodium en suspension pour donntariae 5(6)trans vitamine D comme produit
principal avec un rendement de déprotection atler80 a 90% ainsi que des traces de l'isomére 5(6)-
cis. Le bicarbonate de sodium agit en tant que bass da solvant protique afin d’éviter les
problemes de réarrangements non-concertés du tleservés par Zbiral dans le benzene a reflux qui
aboutissent aux formes iso-vitamine D ou iso-targs dans le cas de la déprotection de la
vitamine .%" Dans un solvant protique (méthanol, éthanol, ...)eetprésence de base (KOH,
NaHCQ;, ...), ce réarrangement par catalyse acide ne psuvmar lieu®®

®7" Reischl, W.; Zbiral, EHelv. Chim. Actd 979 62, 1763.
% Ando, K.; Koike, F.; Kondo, F.; Takayama, Ehem. Pharm. BullL995 43, 189-192.
8 Inhoffen, H. H.; Quinkert, G.; Hess, J. J.; Erdmald. M. Chem.Ber1956 89, 2273.
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///’

\O\ =
OH OH

iso-vitamine D3 iso-tachystérol

C’est cette derniére méthode de protection quiaeptus efficace pour effectuer des hémisyntheses a
partir de la vitamine B substrat commercial. En effet, la protection digne par addition
chéléotropique de I'anhydride sulfureux est d’'unisaren ceuvre facile et la déprotection I'est toute
aussi.

|.7 Stratégie

Nos travaux visent a obtenir des anticorps sanfrdiice de reconnaissance des deux 25-
hydroxyvitamines D et D;. L'étude bibliographique des hapténes de la vitenid couplés par leur

chaine latérale tronquée révele, comme attendu, legieanticorps correspondants n'ont pas de
spécificité pour des dérivés de la chaine latétldaeconnaissent une grande partie des métadolite
hydroxylés de cette derniere et croisent peu aagmiétabolites de I’'hormone. (Tableau 2 ; Figure 17)

53



Chapitre | — Bibliographie

" OH
22 5 5
N ‘s TN R R
2 OH
7]
O
)
B <
©
HO' HO' R’=HouOH HO' R°=H ou OH
vitamines D, et D3 pré-hormones pré-hormones inactivées
\_ non-circulante circulante circulante
e OH
22
4, N R5 RS
" & OH
(D)
‘O
3
? <
c
o
c
5_
HO' OH R’=HouOH HO' OH R®°=H ou OH
hormones hormones inactivées
\_ circulante circulante
22(23) , R”"=Me : dérivé de la vitamine D,

= H : dérivé de la vitamine D3

Figure 17 : Vitamine D et ses métabolites

La stratégie suivie dans ce travail consistera wiét I'influence de diverses modifications de
chainons de couplage introduits sur la chainedmtéle la 23,24,25,26,27-pentanorvitamine D et
24,25,26,27-tétranorvitamine D afin d’obtenir deptbaes susceptibles de conduire a des anticorps
capables de reconnaitre également les deux 25-@irhivies D et D; qui ne different que par la
structure de la chaine latérale. (Figure 18)

BSA

HO
Figure 18 : Métabolites de la chaine latérale detéamine D dans la zone de couplage de la BSA
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Les caractéristiques requises pour notre dosageltaimé de la 25-OH vitamine,let de la 25-OH
vitamine B3 nous aménent donc a mettre en ceuvre, dans ungoreanips, une stratégie d’obtention
d’haptenes de la vitamine D modifiés sur la chdatérale. La voie de syntheése retenue est une
hémisynthése a partir de la vitaming ddnt le triene sera protégé sous forme d’addultasdrydride
sulfureux.

L’hapténe 20-COOH-23,24,25,26,27-pentanorvitamingella la premiére cible & synthétiser et nous
servira de référence pour la préparation et I'évalnale nouveaux immunogenes et traceurs.

Les hapténes seront couplés sur la BSA et les imganmas ainsi synthétisés serviront, dans un
deuxieme temps, pour des campagnes d'immunisationdes lapins, des souris et des rats.

Dans le cas des souris et des rats immunisésettbpst d’accéder a des anticorps monoclonaux a
partir des animaux dont les immunsera testés em #t en déplacement présenteront des
caractéristiques similaires pour les deux gammasatytes a doser : la 25-OH vitaming & 25-OH
vitamine B.

Les concentrations sériques en 25-OH vitamingstlD; se situant de 2 ng/mL a des concentrations
au-dela de 100 ng/mL, une concentration en 25-Otamine D de 20 ng/mL permettant un
déplacement de 50% de la radioactivitésg)Gerait un bon compromis.

Enfin, il faudra envisager les problemes d’inhifnitides interférences liees a la DBP sérique des
échantillons a doser qui lie trés fortement la 2%5\@amine D lors de dosages directs.
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Chapitre Il — Synthese organique : préparation des haptenes,
immunogenes et traceurs

Afin de préparer des haptenes de la vitamine D sgront couplés soit sur une protéine
immunogénique, soit a une molécule précurseur ptibte d’étre marquée radioactivement, ou qui
pourront étre transformés en marqueurs d’affiniéé chaine latérale de la vitamineg Doit étre
fonctionnalisée chimiquement.

La méthode proposée est une hémisynthese directénpamtir de la vitamine D1, commercialement
disponible en grande quantité. Comme cela a étéséxgans la bibliographie (voir § 1.6.1 Syntheses
totales), une synthese totale serait possible, avais un trop grand nombre d’étapes.

La voie proposée a l'avantage de conserver de rewsbs étapes de chimie communes ou
transposables entre les haptenes ou autres désnamnnalisés sur la chaine latérale.

.1 Voies d’acces aux 5 immunogenes préparés

[I.L1.1 Voie commune et étapes transposables

La fonctionnalisation de la chaine latérale de tarwine D passe par le clivage de la double liaison
22(23) de la vitamine Ppar une réaction d’ozonolyse sélective. Or cetiebte liaison est moins
réactive que le triene de la vitamine D, ce quigabh protéger ce dernier ainsi que I'alcool seamed
présent en position 3.

La déprotection du triene pour revenir a une géoede type vitamine D, nécessite deux étapes :
» la déprotection thermique qui donne des dérivéypetransvitamine D pour lesquels le
triene, a nouveau visible en UV a 271 nm, et comepardouble liaison 5(6) de géométrie
transouE,
» une réaction de photoisomérisation pour réegéné&=ddrivés de structure vitamine D,
absorbant dans 'UV a 264 nm.

D’autres détails liés a la synthese de produitsiquaiiers seront explicités au fur et a mesure ale |
description du déroulement des syntheses des hapdéra vitamine D.

[1.1.1.1 Protection du triene et de I'alcool

La fonctionnalisation de la chaine latérale a dtéctiée par une étape d’'ozonolyse sélective de la
double liaison 22(23). Pour cela, il faut auparavamtéger le triene constitué des double liaisons
10(19),5(6),7(8) et protéger I'alcool secondairet@par le carbone 3. (Figure 19)
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chaine latérale

! anH
H H
5 7
|
S
1
HO'

Figure 19 : vitamine pP(ergocalciférol)

Pour ces deux protections « one-pot », les réactomployées sont décrites dans la littérature [@our
vitamine D..”° Le blocage du triéne est réalisé par cycloaddi#eri] de I'anhydride sulfureux (S
liquide a -10°C dans le dichlorométhane anhydre lsudiene 10(19),5(6). Le produit brut de la
réaction est ensuite soumis a une silylation ded@ a 0°C par le chlorure dert-butyldiméthylsilyle

en présence d'imidazole pour donner I'adduit$iylé en position 3 avec d’excellents rendement
(>96%). Le produit obtenu se présente sous formded& isoméres en raison de la régiosélectivité de
la cycloaddition de I'anhydride sulfureux sur lefa2es présentées par la vitaming (Bigure 20)

Ces 2 épimeres ) et 6[R) sont obtenus dans des proportions équivalenteés amalyse des spectres
RMN 'H de ces adduits en série vitaming @ingulet, 18-CH: 6(S) ; & 0,66 et 6R); d 0,57),
conformément aux données de la littérature. llsspputoutefois étre séparés sur colonne de sitice e
par CCM, l'isomére &) 2a étant moins polaire que I'isoméreRpb."

Les premiéres syntheses, au laboratoire, a paria ditamine R protégée ont été réalisées sur un des
deux isomeres purifies par flash-chromatographresdice afin de pouvoir facilement controler la
structure des produits par CCM et par RMN. Paulgeslorsque les produits des différentes réastion
sont bien identifiés, les syntheses sur des plasdgs quantités sont effectuées sur le mélange des
épiméres des adduits-g@our lesquels aucune différence de réactivitépn’étre décelée.

“w,, e

1. SO,, CH,Cl, -10°C
2. TBDMSCI, imidazole,

H CH,Cl, 0°C
.
| one-pot
96%
HO"" 1 TBDMSO" TBDMSO™
Vitamine D,

(Ergocalciférol) 2a 2b

Figure 20 : Protection de la vitaming D

11.1.1.2 Clivage oxydatif de la double liaison 22(2 3)

L’ozonolyse est une méthode de clivage oxydatifdimsbles liaisons carbone-carbone engendrant une
coupure entre les deux carbones. Les conditioneatipees les plus utilisées consistent a faireiréag

70 Choudhry, S. C.; Belica, P. S.; Coffen, D. L.; Focela Maehr, H.; et alJ. Org. Chem1993 58, 1496-1500. Andrews, D. R.;
Barton, D. H. R.; Hesse, R. H.; Pechet, M.JMOrg. Chem1986 51, 4819-4828. Ando, K.; Koike, F.; Kondo, F.; Takea H.
Chem. Pharm. Bulll995 43, 189-192.

L Calverley, M. JTetrahedronl 987, 43, 4609-4619.

60



Chapitre 1l — Synthese organique : préparationhdggenes

l'ozone (@) a —78°C dans le dichlorométhane ou le méthanal plmnner deux aldéhydes ou/et
cétones en fonction des substituants présentsasdiolible liaison, aprés réduction de lI'ozonide
intermédiaire par le zinc, la triphénylphosphirediméthylsulfure ou d’autres réducteurs (Figurg 21

R Rs 5 R1 R3
ii O3 Rl\/OvRs Réducteur —o0 O:<
< -78°C AA
Ry Ry Rz 0-0 Ra Rz Ry

Figure 21 : Ozonolyse classique

Les aldéhydes sont souvent des produits instaltlesffeciles a conserver sans dégradation. Des

variantes d’ozonolyse existent, aboutissant a @eools au lieu de deux aldéhydes ou/et cétones par
une réduction supplémentaire au borohydrure deusodbar exemple ou encore a deux esters

méthyliques par utilisation de soude méthanoliqus dle la réactioff. (Figure 5)

Réducteur 1

Ry R3 (@) R R Réducteur 2 Ry Rs
(e DK T o+ o
R, Ry R; 0-0 Ra Rz R4
Ry 05 : NaOH/MeOH Q O
3
. 1 N
"R, 78°C Rl)kOMe Rz)kOMe

Figure 5 : Autres ozonolyses

Le choix parmi I'une de ces réactions s’effectudosmation du produit désiré.

L'ozonolyse de la vitamine Dprotégée2a et 2b, pose un probléme supplémentaire, trois double
liaisons sont présentes dans la molécule (Figurel2)lus réactive est bien la 22(23) du fait de la
perte de conjugaison du triene de la vitamine Dlpa®Q qui donne des adduits dont les double
liaisons 7(8) et 5(10) sont probablement moinstiées grace a l'effet électroattracteur du,S8 de
'encombrement qu’il géneére.

La réaction nécessite un suivi attentif pour ne @a®r les deux autres doubles liaisons. Un aifeét
'ozonolyse lorsque le milieu réactionnel se coloea bleu (une solution d’ozone dans le
dichlorométhane est bleue) signifierait que la bicemétrie est dépassée suite a I'ozonolyse compléte
de toutes les double liaisons du produit.

2 Marshall, J. A.; Garofalo, A. Wl. Org. Chem1993 58, 3675-3680. Trost, B. M.; Ariza, X.. Am. Chem. Sot999 121, 10727-
10737.
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2a:6(S)

TBDMSO" 2b : 6(R)

Figure 22 : Double liaisons de la vitaming [otégée sensibles a I'ozonolyse

La quantité d’'ozone ajoutée est difficile a ma@rissa concentration dans l'air a la sortie dedioeur

est approximative. Une élégante alternative & uvi &§CM long et fastidieux consiste a introduire
dans le milieu réactionnel un colorant changeardadgeur a la fin de I'ozonolyse de la double lais
22(23) mais avant I'ozonolyse des autres doubisdies’ Cette méthode n’a jamais été décrite dans
le cas de la vitamineDLe « Reactive Blue 2 » (C.l. 61211, Procion BHE, Figure 23) remplit ces
conditions ; de plus, sa forte polarité permet’ééniner par une filtration sur silice en fin déaction

ou lors des extractions. Bleu en solution aqueusaéthanolique, il vire au jaune lorsqu’il réagiea
I'ozone, d’ou une couleur de virage verte.

O NH,
‘ N /g/SOQ,Na
| <N
O HN — N
H N—/< —
\

Figure 23 : Structure du Reactive Blue 2 (ProcitueB1B)

Trois produits issus des trois types d’ozonolysentitoanés précédemment ont pu étre isolés :
I'aldéhyde 3, 'alcool 4 et I'ester5, soit sous forme d’'un seul isomére qu b) soit sous forme de
mélange d’épiméres de I'adduit-5@ etb). (Figure 24)

" Veysoglu, T.; Mitscher, L. A.; Swayze, J. 8ynthesi498Q October 807-810.
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O

3a: 6(S)
3b : 6(R)

OH
- atH
TBDMSO' 4a: 6(S)

4b : 6(R)

(i) . Ha67 S0,

2a: 6(S) (iii)
2b : 6(R)

TBDMSO"

TBDMSO"

5a: 6(S)
TBDMSO"" 5b : 6(R)

() 1. O3, Reactive Blue 2/MeOH, CH,Cl, -78°C. 2. PPhs. (ii) 1. O3, Reactive Blue 2/MeOH,
CH,Cl, -78°C. 2. PPhs. 3. NaBH,, MeOH, eau. (iii) 1. O3, NaOH/MeOH, CH,Cl, -78°C. 2. PPhs.

Figure 24 : Méthodes d’ozonolyse et produits ob$enu

L’étape d’ozonolyse de la double liaison 22(23p# fobjet d’optimisations au fur et a mesure de |
repréparation de I'aldéhyd® de I'alcool4 ou de 'esteb. Ainsi, 'aldéhyde3 a pu étre préparé avec
des rendements supérieurs a 91% et I'aldanlec des rendements quasi quantitatifs.

L’analyse RMN plus approfondie des produits d’odgse en présence de soude méthanolique a
révélé que le produit secondaire obtenu lors aédation n’est pas I'épimére en 20 de I'eS@rmais
I'aldéhyde3a, probléme souvent rencontré avec ce mode opédfeigure 25)*

™ Griesbaum, K.; Neumeister,Ghem.Ber1982 115, 2697-2706.
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. e

O3, NaOH/MeOH

H., .
“<S0, - +
- CH,Cl, -78°C
TBDMSO" 2a:6(S) TBDMSO" 5a:6(S) TBDMSO"
2b : 6(R) 5b : 6(R)

Figure 25 : Ozonolyse en présence de soude méthaeol

De plus, l'indicateur de fin de réaction ne peut &mployé du fait du jaunissement du milieu
réactionnel en présence d’'ozone. Cette méthod®dadyse n’est pas exploitée pas la suite.

[1.1.2.3  Utilisation de I'alcool 6

L’alcool 4 ne peut pas étre directement couplé a la BSA.tiIdopretenue est un rallongement de la
chaine impliquant soit I'alkylation de I'alcodlsoit une {2 sur le tosylaté de I'alcool4 avec un thiol
par exemple. Le tosylate est obtenu par réactiochdorure depara-toluenesulfonyle g-TsClI) sur
I'alcool 4 dans la pyridine. (Figure 26)

OH X
=
p-TsCl
H., T H.
6 pyridine 0°C 6
85%
TBDMSO" 4a: 6(S) TBDMSO" 6a: 6(S)
4b : 6(R) 6b : 6(R)

Figure 26 : Tosylation de I'alcoél

Les essais d'alkylation par déprotonation de lal@bavec I'hydrure de sodium ou I'hydroxyde de
tétrabutylammonium puis condensation avec le chloftate de sodium, I'acide iodoacétique ou
I'iodoacétate de lithium n’ont abouti a aucun résuéxploitable, probablement a cause du manque de
solubilité des sels dans le THF et de la déprairaties adduits-SQors de tout chauffage du milieu
réactionnel qui donnent des mélanges inextricat#gsroduits.
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OH

1. NaH 0°C
2. Chloroacétate
de sodium

o 4a: 6(S)
TBDMSO 4b : 6(R)

L'utilisation du tosylate6 pour des réactions dey& pose le méme probleme que pour I'alcool
précurseur : I'adduit-S©se déprotege si le milieu réactionnel est chaufée.S2 par I'acide 4-
mercaptobenzoique, composé suffisamment réacipieranis d’accéder au thioéther correspondant,
détecté par spectroscopie de masse.

Les réactions d’alkylation ou de,&sur des substrats du type adduits-80nt pas été poursuivies de
par leur instabilité thermique. En revanche, lestiéns de § sur un tosylate de la vitamine D seront
décrites plus loin sur un produit plus en aval @eynthese, ayant déja été déprotégé au niveau du
triene mais aussi photo-isomerisé.

[1.1.1.4 Déprotection du triene et photo-isomérisat  ion

La déprotection du triene sur un dérivé de type aellD, 7 par chauffage dans I'éthanol en présence
d’'une suspension de bicarbonate de sodium ne @Essdgprobleme avec I'alcoél En revanche, on
observe I'apparition de nhombreux sous-produits dadehyde3, malgré l'utilisation d’éthanol pour
limiter I'’épimérisation au niveau du carbone20.

Sur l'alcool 4, la déprotection du triene engendretidanstrienol 8 (R = CHOH) qui peut étre
photoisomérisé par irradiation a l'aide d'une lardpeapeur de mercure au travers d’'un tube Corex
filtrant une partie des UV de basses longueur désngbour donner le trien®d (R = CHOH) de
stéréochimie identique a la vitamine D. (Figure 27)

R /,,,'1 R
WH H
NaHCOs Anthraceéne, Et3N
_— -
6 N
EtOH reflux 1o Toluene
a hv UV, 0°C
TBOMSO™ 7 8 OTBDMS TBDMSO"

Figure 27 : Déprotection du triene et photo-isosaion

Chacun des isomeres du triene de la vitamine Dgoessn maximum d’absorptiofq(ay dans l'ultra
violet qui lui est propre et reflétant la planéai’enchainement des trois doubles liaisons. léewéls
de méme structure que la vitamine D onf\yg, a 264,4 nm, alors que les isomerds)§6(6)trans),

obtenus apreés la déprotection thermique du trieémeynAmaxa 271,1 nm.

s Calverley, M. JTetrahedronl 987, 43, 4609-4619.
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11.1.1.5 Déprotection de I'alcool

Les groupements protecteurs tert-butyldiméthylsilgeuvent étre sélectivement clivés par l'ion
fluorure pour redonner I'alcodlO (Figure 28). Les sources de fluorure les plus amwmnent utilisées
sont le fluorure de tétrabutylammonium (TBAF), @& fluorhydrique aqueux concentré mis en
solution dans un solvant (acétonitrile, THF pamegke), le fluorure de pyridinium, ...

Le choix de l'utilisation de HF par rapport au TBAEt lié a la stabilité des produits a déprotégér.

est un acide faible, donc en équilibre avec sa déoionique, ce qui a pour conséquence de le rendre
moins nucléophile et donc moins réactif que le TBAI; lui, est basique.

HF devra étre utilisé plus concentré dans le THF.

., R

H

TBAF / THF
—_—
ou
HF 48% ag.
THF ou MeCN

TBDMSO" 9 HO"

Figure 28 : Déprotection de I'alcool

Sauf dans le cas particulier des produits trésineslahistaminés) et donc peu solubles dans les
solvants d’extraction tels que I'acétate d’'éthjgediéthyloxyde ou méthytert-butyle oxyde (MTBE),

il est préféerable d'utiliser le fluorure de tétr&fdammonium (TBAF) qui réagit rapidement et sans
dommage sur I'éther dert-butyldiméthylsilyle a déprotéger. En effet, letssie tétrabutylammonium

ne sont pas solubles dans ces solvants d’extraetisont éliminés dans les phases aqueuses lors des
extractions. Dans le cas de produits trés polaipgisne sont solubles que dans le dichlorométhane qu
solubilise également les sels de tétrabutylammonliemploi de l'acide fluorhydrique entraine une
déprotection plus longue, mais le traitement du f@actionnel est plus simple.

11.1.2 Immunogéne de la 20-COOH vitamine D

Le premier immunogene ciblé est le conju@2éde la 20-COOH de la vitamine D avec la BSA. La
structure de son hapténe est la plus courte pesstldervira de référence par la suite pour compare
les anticorps obtenus aprés les immunisations.

Pour accéder au dérivé 20-COOH, plusieurs voie$ possibles, toutes en partant d’un produit
d’ozonolyse de la double liaison 22(23), c'est+&-dine vitamine D protégée dont la chaine latérale
tronquée est terminée soit par une fonction alcmt,par une fonction aldéhyde, soit par une fionct
ester méthylique.

Il faut noter la description dans la littératurei’composé similaire allhapténe envisagé : la 20-
COOMe vitamine DL2.”° Elle est obtenue avec un rendement global de 15%hmro-conversion de
I'acide 3B-acétoxy-22,23-dinor-5-cholen-24-oiqug (Figure 29), selon une approche beaucoup moins
polyvalente que celle choisie dans ce travail.

8 Kutner, A.; Perlman, K. L.; Lago, A.; Sicinski, R.; Schnoes, H. K.; DeLuca, H. &.0rg. Chem1988 53, 3450-3457. Kutner, A.;
Perlman, K. L.; Sicinski, R. R.; Phelps, M. E.; ScbsoH. K.; DeLuca, H. Fletrahedron Lett1987, 28, 6129-6132.
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n, _COOMe
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Figure 29 : Voie d’accés a I'ester méthylididu " hapténe par ouverture du cycle B

[1.1.2.1 Oxydation de I'alcool 4

Afin d’atteindre l'acidel3a (ou 13b), I'alcool 4a (ou 4b) doit étre oxydé en acide carboxylique
correspondant (Figure 30).

13a: 6(S)

o 4a: 6(S) S
TBDMSO 4b : 6(R) TBDMSO 13b : 6(R)

Figure 30 : Oxydation de l'alcodlen acidel3

Diverses méthodes d’oxydation ont été testées :
& KMnO, (1 éq.), H,SO, 33% (1gtte) ; acétone, c=0,2 M, 0°C->Ta
& KMnOy, (1 éq.), 18-crown-6 (1 éq.), $5O, 33% (1 gtte) ; ChCl,, c=0,2 M, 0°C->Ta, 24 h
@ Réactif de Jones (2 & 4 éqg.pcétone, c=0,1 M, -10°C, 10 mina 1 h
@ PDC (2,2 éq.); CHCl,, c=1 M ; pyridine, c=0,1 M, 0°C->Ta
= PDC (5 éq.) ; DMF, ¢=0,2 M, -5°C->Ta, 18 h

Les méthodes classiques d’oxydation (permanganapoi@ssium en milieu acide dans I'acétone ou
dans le dichlorométhane avec un éther couronne giemt sa solubilisatidf) n'ont pas donné de
résultat positif : le permanganate est réduit spuesl’alcool4 soit oxydé.

L'utilisation du réactif de Joné&s (oxyde de chrome CrOdans l'acide sulfurique aqueux) dans
'acétone donne un produit majoritaire trés polaineCCM qui aprés analyse par RMN révele la perte
du groupe protectetiert-butyldiméthylsilyle et un nombre trop importantecibones quaternaires.

Le dichromate de pyridinium (PDC), oxydant plus xlayue le réactif de Jones, ne donne aucun
résultat dans la pyridine et le dichlorométhane ro@nto-solvant. En revanche I'utilisation de DMF
comme solvant conduit & I'acid8a (ou 13b).”° Les conditions utilisées entrainent un traitenassez
lourd du brut réactionnel (fort exces de PDC diliaés le DMF). De plus, I'oxydation de l'alcool en

7 Sam, D. J.; Simmons, H. F.Am. Chem. So972 94, 4024-4025.
® Bowden; Heilbron; Jones, B.Chem.Soc1946 39.
® Corey, E. J.; Schmidt, Geetrahedron Lett1979 20, 399-402.
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acide se fait par le passage par I'aldéhyde, latickane peut étre suivie par la seule disparitien
I'alcool, mais par I'apparition de I'acide.

Une solution consisterait a oxyder d’abord I'alcdoen aldéhyde8 puis dans un deuxieme temps
I'aldéhyde en acide carboxylique3. Mais I'aldéhyde3 étant obtenu directement par I'ozonolyse, les
investigations sur I'oxydation de I'alcodln’ont pas été poursuivies.

11.1.2.2 Oxydation de I'aldéhyde 3

Parallelement aux essais d’oxydation de l'alcépodes essais d’oxydation de I'aldéhyBeont été
menés en tenant compte des résultats précédeigisrg(B1)

O O
H T OH
H /o H
" DMF %0
93% N
. 3a:6(S) 13a: 6(S)
TBDMSO" 3b : 6(R) TBDMSO' 13b : 6(R)

Figure 31 : Oxydation de 'aldéhy&en acidel3

Le réactif de Jones donne les mémes résultatsadélyde3 que sur l'alcoold : les signaux du
TBDMS disparaissent en RMN.

L’oxydation par le PDC dans le DMF stocké sur tamigléculaire donne comme pour l'alcogl
I'acide 13a (ou 13b). La réaction est rapide mais semble difficile aner a son terme : des traces
d’aldéhyde persistent méme lorsque le PDC estsétiin large exces (8 équivalents molaires). Le
traitement du milieu réactionnel est assez compiiextait de la présence d’'un large excés de PDC qui
forme une glue noire et de DMF qui nécessite dehmeux lavages des phases organiques afin d’étre
éliminé. Les rendements de I'oxydation s’élevef0go.

D’autres méthodes d’oxydation des aldéhydes ereaadt par la suite été testées, dont une oxydation
par le systéme chlorure de ruthénium catalytigpériodate de sodium stcechiométrifugui n'a pas
donné de résultat positif, probablement a causeddables liaisons présentes sur le substrat et une
oxydation au chlorite de sodium (NaG)3"' qui donne de trés bons résultats mais ne fonaticue

sur les aldéhydes mais pas sur les alcools.

8 carlsen, P. H. J.; Katsuki, T.; Martin, V. S.; Silass, K. BJ. Org. Chem1981, 46, 3936-3938.
81 Haffner, C.Tetrahedron Lett1995 36, 4039-4042. Myles, D. C.; Danishefsky, S. J.; Sehub.J. Org. Chem199Q 55, 1636-1648.
Dalcanale, E.; Montanari, B. Org. Chem1986 51, 567-569.
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O O
22 OH
NaCI02
2-méthyl-2-buténe
H. > H
. NaH,PO, 0,5 M ag. ﬁ SOz
tert-butanol X

3a: 6(S) 94% 13a: 6(S)
TBDMSO' 3b : 6(R) TBDMSO' 13b : 6(R)

Figure 32 : Oxydation de 'aldéhy&xpar le chlorite de sodium

L’oxydation de I'aldéhyde3 par le chlorite de sodium (NaClodans le dihydrogenophosphate de
sodium 0,1 M aqueux et tert-butanol en présence de 2-méthylbut-2-éne a peatioidenir, avec de
tres bons rendements de l'ordre de 94%, I'adi@egu’il faut alors purifier sur colonne de silice.
(Figure 32)

Lors de cette réaction, le chlorite de sodium ‘estytlant, qui change de degré d’oxydation au cours
de la réaction pour donner de I'hypochlorite deismd(eau de Javel). Du fait du pH Iégérement acide
de la réaction, il y a un risque de dismutationl’igpochlorite en chlore qui pourrait s’avérer
dangereux pour la molécule, c’est pourquoi un piége chlore est ajouté : le 2-méthylbut-2-éne.

La rapidité de réaction, la facilité du traitemelot milieu réactionnel et les trés bons rendements de
cette réaction rendent l'utilisation du chloritestelium préférable a tout autre type d’oxydation.

[1.1.2.3 Déprotection du triene de I'acide 13a (ou  13b)

Les conditions de déprotection utilisées pour dalct (voir § 11.1.1.4 Déprotection du triene et photo-
isomérisation) ont été transposées pour l'atRl€Figure 33)

COOH COOH

H AH

NaHCO,
H. —_— = + e
EtOH reflux 1o
19 19 /
TBDMSO" OTBDMS ‘ OTBDMS
138+ 6(S) OTBDMS
13b : 6(R) 14 15 16

Figure 33 : Déprotection du triene du 20-COOH atd83 13aet13b

Contrairement a la déprotection du triene de l'alep la réaction est délicate pour 'acitida et 13b.

La déprotection du triene a reflux de I'éthanol 96%ns une suspension de bicarbonate de sodium
donne des résultats aléatoires. En effet, I'analgpale des spectres RMN des produits de la réactio
montrent I'apparition en plus de l'acide d@nstriene 14, des régio-isomeres5 et 16 du triene,
respectivement de structures similaires aigamine D et a I'isetachystérol. (Figure 34)
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pré-vitamine D

HO" OH OH
vitamine D 5(6)-trans vitamine D iso-vitamine D
ergocalciférol (ou 5(6)-E-vitamine D)
calciférol
= =
= =
OH OH
tachystérol isotachystérol

Figure 34 : Régio-isomeéres du triene

Le temps de réaction minimum se situerait aux alestde 30 mn, il s’agit de la durée minimum pour
la disparition quasi totale de I'adduit-2Q@es rendements de déprotection sont trés bohgss'fait
abstraction de I'isomérisation du triene.

Andrews et al® excluent toute réaction parasite en milieu basigaes un solvant polaire et
expliqguent que la présence des régio-isom&best 16 par un réarrangement non-concerté par catalyse
acide®® Ces régio-isoméres avaient déja été observésaisctR et Zbiral lors de la déprotection dans
le benzéne & refluf’?

La présence de la fonction acide carboxylique deide 13 pourrait effectivement interférer en
I'absence d'un excés de base pour le déprotonete @icarbonate de sodium en suspension dans
I'éthanol est présent en exces (7 €g.) et aurgitedinettre I'obtention de l'acide dranstriénel4, ce

qui n’est pas tout le temps le cas.

Ces problemes d’isomérisations intempestives anténsa poser la question de I'influence d’un autre
facteur.

Les isomeres du triene ne sont pas séparables @il &s réactions sont donc menées en aveugle
avec un contréle par RMN apres traitement de letigga Parallelement, les chromatogrammes CLHP
sont enregistrés sur une CLHP a barrettes de dafttesle déterminer les conditions de séparation et
le Amax Caractéristique de la géométrie du triene de ahaspmere, et pouvoir par la suite suivre la
réaction par CLHP.

Ces problemes d’isomérisations rencontrés lorséd@ple de déprotection du triene mais aussi lors de
la photo-isomérisation duranstriene, engendrent des difficultés supplémentai@s de la

8 Andrews, D. R.; Barton, D. H. R.; Hesse, R. H.; PedfietM. J. Org. Chem1986 51, 4819-4828.
8 Inhoffen, H. H.; Quinkert, G.; Hess, J. J.; Erdmald. M. Chem.Ber1956 89, 2273.
84 Reischl, W.; Zbiral, EHelv. Chim. Actd 979 62, 1763.

70



Chapitre 1l — Synthese organique : préparationhdggenes

purification du produit. En effet, la pureté deptemes avant un couplage a la BSA (ou au précurseur
de marquage par l'iode radioactif) est trés impdetacar elle conditionne en partie la spécificies
anticorps qui seront obtenus.

La présence des isomeres du triene nécessite amegoe purification par flash-chromatographie puis
une deuxieme purification par CLHP préparative m#parer les isomeres.

L’analyse des bruts réactionnels par CLHP est wrmné méthode pour quantifier les isomeres du

triene. En effet, chaque configuration du trieneggale un maximum d’absorptiok,§,) propre : le
transtriene a 271,1 nm, le triene (cf vitamine D) a 264m et I'iso-triene a 287,7 nm. (Figure 35)

trans-triene triene iso-triene

OX X0"
Amax = 271,21 nm Amax = 264,1 nm Amax = 287,7 nm
1.20 20— 1.20-
1.104 1.104 1.10;
1.00] 27/{'1 1.00] 2%'1 1.00° 28‘77
0.901 0903 0.90: ““

[ N [ 3 |
0.804 [ o8of/| | \ 0.80- J|

0.704 [ | 0.70° [ W
| E

AU 0.60 AU 0.60= [

n / \ \/ - |
0.509/\ [ \ 0507 VY | 0.50- / |
[ | \ J /

|
|
| “\ : | |
0.40{ 0.407 \ 0.40° | |
\ | \ B / |
030 | / \ 0.304 \ 0.30= / |
\ / 3 / (
0.20] g \ 0.20] \ 0.20° \
\ \ b |
B \ \ - /
0.10 \ 0.109 \ 0.10-_ W, ‘
\ ]
0.007 S 0.00] — 0.00- —
250.00 300.00 350.00 250.00 300.00 350.0 250.00 300.00 35

Figure 35 : Maximum d’absorption de chaque confijon du triene

Cette méthode d’'analyse a permis de montrer qu'wdyir de configuration correcte en fin de
réaction (analyse CLHP) s'isomérise au contactdslice.

Cette observation confirme que I'acidité a une geanfluence sur la stabilité dtanstriene et améne

a se poser la question de I'efficacité de la dépration de I'acide carboxylique par le bicarborgae
sodium. La suspension de bicarbonate de sodiumldinanol 96% est préalablement portée a reflux
et dispersée par les ultra-sons, mais sans granéléaation.

Apres de nombreux tatonnements, la déprotectiomiéloe semble enfin maitrisée dans les conditions
opératoires suivantes (Figure 36) :

Les acides carboxyliques de I'adduit-SI3 sont dissous dans I'éthanol 96% et traités parsohgion
agueuse de bicarbonate de sodium pour former boxglate de sodiumi7, basique. La solution est
concentrée sous vide puis utilisée comme auparavant

Lorsque ces conditions sont réunies, I'iso-triese tees minoritaire et le produit obtenu est bien |
carboxylate de sodium dranstriénel8 dans la bonne configuration.
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Les différents produits de cette étape ne seram purifiés, mais utilisés en I'état pour la photo-
isomérisation pour limiter au maximum le risquesdinérisation.

u, _COOH

[
1. NaHCO3
B Eau / EtOH

H. 2. évaporation H..
4> 6

COONa ., COONa

aH

7

EtOH reflux 1

13a: 6(S) TBDMSO" OTBDMS

13b : 6(R) 17 18
Figure 36 : Déprotection du triéne

[ Y 6
|

TBDMSO"

De maniére générale, les méthodes usuelles detdépon du triene donnent des résultats aléatoires,
lorsque le substrat possede une fonction acideoggliue. Mais les meilleurs résultats sont obtenus
pour les dérives déja basiques (histaminé) ou adéprotonation préalable de l'acide par
transformation en sel de sodium. L'utilisation disa-sons avant le chauffage doit permettre deuxnie
disperser et solubiliser le bicarbonate de sodium.

[1.1.2.4  Photo-isomérisation de I'acide du trans-tr ___iene 14

La photo-isomérisation du 20-COQkhnstriene 14 en 20-COOH triend9 a été effectuée dans les
conditions déja expérimentées pour le passagérahsirienol au trienol, dans le toluéne a une
concentration de 0,05M et en présence de 0,4 &égmiv d'anthracéne servant de photo-
sensibilisateur. (Figure 37)

Anthracene, EtzN

y

Toluéne
hv UV, 8°C
91%

OTBDMS TBDMSO™
Figure 37 : Photo-isomérisation du 20-CO®&hs{rienel4

14

L’influence de I'acidité lors de la phase de prépian de la photo-isomérisation met en cause, comme
pour la déprotection du triene, I'extréme facititssomeérisation du triene par catalyse acide.

Lors de la photo-isomérisation, il est fréquentuquprécipité apparaisse. Il s’agit probablement de
I'anthracéne ajouté comme photo-sensibilisateur.

Pour les dérivés acides, la meilleure facon deduteccest la pré-solubilisation du sel carboxylae d

sodium obtenu en fin de déprotection du triene danméthanol ou I'éthanol & 96%, puis dans le
mélange de triéthylamine, d’anthracene et de t@uéretape de pré-solubilisation dans un alcool
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permet de conserver les traces basiques de bicaebdaesodium et de faciliter la solubilisation des
composeés polaires et des sels carboxylates derspdeu solubles dans le toluéne seul.

Lirradiation par la lampe & vapeur de mercure duiheures ou plus, en tube Cdtditrant les UV de
basses longueur d’ondes (<300 nm), et la températarréaction de 8°C évolue progressivement
jusqu’a 25°C en fin de réaction, de par I'échauffetrié a la lampe.

A la suite de I'étape de photo-isomérisation, ienie a repris une configuration semblable a cadlé&ad
vitamine D et il n’est plus sensible au phénomémdiérisation par catalyse acide.

[1.1.2.5 Déprotection de I'alcool

Les premiéres réactions de déprotection de 'alemoposition 3 sous forme d’éther silyl® par le
TBAF disponible dans le laboratoire se sont avél@sgues, probablement a cause de la désactivation
du TBAF par un séchage sous vide qui le dégradeffet) le TBAF n’est stable qu’en présence d’au
moins un équivalent d’eau : en dessous de cettetitgidl se décompo<B.

n,, _COOH /., _COOH

aH aUH

TBAF

THF
94%

TBDMSO" HOY
Figure 38 : Déprotection de I'alcool du 20-COO @19

La synthéese de la 20-COOH vitamine2Dterminée, celle-ci a été reprise sur une plusdgajuantité
de produit afin d’atteindre le but précédemmeneé fix'obtention en quantité suffisante du premier
immunogéne de la vitamine D pour une premiere cgmpa'immunisation de divers animaux (souris,
rats, lapins et si besoin chévres) a une écheallezdarge. L'idée est de disposer au plus viteedyaise
initiale de faisabilité de I'ensemble du projet @tp de la fonctionnalisation de vitamine D la glu
simple, avant d'évaluer des stratégies immunochiesiguus complexes.

11.L1.2.6  Activation de I'acide carboxyligue
Avant de le coupler a la BSA, I'acide doit étreia&t Deux voies sont possibles (Figure 39) :
» L’activation par le DCC et couplage direct a la B&Antermédiaire est trés réactif et
s’hydrolyse probablement partiellement dans les itimmd du couplage (THF / NaHGO
0,1 M aqueux). De plus on ne connait pas le corapwht du dérivé de la vitamine D dans ces
conditions. Il serait alors nécessaire de testprdduit de couplage avec I'histamine par

,,,,,

de cet immunogéne.

» Le passage par I'ester activé du N-hydroxysuccitémUne étape supplémentaire est
nécessaire. Le NHS est couplé a I'acide carboxglagtivé par le DCC. L’ester activé
intermédiaire peut étre isolé, purifié, caractéastesté, puis couplé a la BSA.

8 Sharma, R. K.; Fry, J. 1. Org. Chem1983 48, 2112-2114.
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OrwenD o

DCC HNBSS
Vit D~ “OH > Vit. D m* BSA
(o)
HON¢

9] H,N—BSA

I NHs i 2

DCC Vit. D7 “O—N

o)

Figure 39 : Voies d’activation de 'acide

La deuxieme voie est plus slre et a fait ses peedaas le laboratoire. L'ester activé est préparé a
partir des dérivés 20-COOH avant et aprés photosisation.

L’activation du 20-COOHtranstriene 14 conduit a 100% d'is¢riene aprés 1 heure de réaction
(analyse RMN), alors que le 20-COOH trierd® donne I'ester de N-hydroxysuccinimide
correspondant, sans apparition de sous-produiilgisn RMN.

Il s’est averé préférable de déprotéger I'alcobliéiavant la préparation de I'ester activé, cenkar
étant présumé non-réactif vis a vis des alcoolers#gires comme cela a déja été décrit pour d’autres
stéroided?®

L’activation de la 20-COOH vitamine PO sous forme de 20-CO-NHS vitamineZd est la derniere
étape de chimie avant le couplage peptidique s&SlAa (Figure 40). Il est préférable d'employer un
ester activé NHS (ester de N-hydroxysuccinimide) pbusieurs raisons :
» Un acide activé par le DCC seul, puis mis en présele BSA en solution aqueuse
s’hydrolyserait tres rapidement en ne donnant pagabetions reproductibles.
» Un acide activé sous forme d'ester NHS réagit enifg sur les amines primaires et ne
s’hydrolyse que trés lentement dans I'eau.
> L'ester activé de la 20-COOH vitamine2d peut étre purifié sur colonne de silice afin
d’éliminer les sous-produits de I'activation : l@ytlohexylurée et les excés de réactifs, puis
évapore et stocké sec a —18°C.

22 “OH

NHS, DCC 1 M / CH,Cl,

-
o

CH,Cl, 0°C
100%

20 HO\\"

Figure 40 : Ester activ®l de la 20-COOH vitamine RO

HO™

L’activation de la 20-COOH vitamine PO se fait facilement avec des rendements quansitatif

8 Pouzar, V.; Cerny, Collect. Czech. Chem. Commu895 60, 137-149. Idziak, |.; Gravel, D.; Zhu, X. Xetrahedron Lett1999
40, 9167-9170. Janout, V.; Lanier, M.; Regen, SJ.LAm. Chem. So&997, 119, 640-647.
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[1.1.2.7 Couplage a la BSA

La préparation du premier immunogene, le 20-CO-B@&amine D 22, par couplage de la 20-CO-
NHS vitamine D21 sur la BSA (Figure 41) a été faite dans des cmnditbien définies.

La BSA est préalablement dissoute dans un volumsotigion aqueuse de bicarbonate de sodium,
basique pour obtenir les epsilon-amines libre®attives des lysines de la BSA. En effet, sur fes 5
lysines présentes sur une BSA de 67000 Dalton ()mseulement 30 a 35 sont capables de réagir.
Simultanément, ce milieu basique déprotone aussadales carboxyliques. Un demi-volume de THF
est ajouté goutte a goutte, suivi de I'ester actligsous dans un demi-volume de THF. Le milieu
réactionnel final est donc constitué de 50% d’uoleiteon aqueuse de bicarbonate de sodium et de
50% de THF.

Un tel protocole a pour but de placer la BSA dassdonditions du couplage ou I'ester activé ne doit
pas précipiter par manque de THF pour le solubileteou la BSA ne doit pas étre dénaturée et
précipitée par un ajout trop brutal ou trop impottde THF.

La solubilisation de la BSA dans un milieu semiamgjue composé de 50% de THF, miscible a I'eau,
peut provoquer une dénaturation partielle de ladme en cassant les liaisons faibles, responsdbles
repliement’

Suivant les conditions de dilution du milieu réantiel en fin de réaction et au cours des dialyises,
dénaturation est plus ou moins importante (BSA g&géou dimérisée). La forme dénaturée est elle
aussi immunogénique mais dans de moindres propsytmobablement du fait de I'hétérogénéité des
structure<®

Pour la vitamine D, si le couplage est effectuécasatte méthode, le milieu réactionnel reste lirapid
et la réaction homogéene, ne donnant que peu odgpsotéine dénatureée.

(0]
2 N BSA
anH H
THF
NaHCO; 0,1 M
BSA

HO™ HO™ 22

n

Figure 41 : Couplage de la 20-CO-NHS vitamin2Th la BSA

8 Houen, G.; Svaerke, C.; Barkholt, Mcta Chem Scant999 53, 1122-1126. Damodaran, Biochim Biophys Acta987 914, 114-
121. Jacobson, A. L.; Krueger, PBiochim Biophys Acta975 393, 274-283.
8 Koch, C.; Jensen, S. S.; Oster, A.; HouenAmis1996 104, 115-125.
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Conditions Remarques

Ester activé45éq) ; THF, c=50mg/mL, 28°C Taux de couplage trop
BSA déminéralisée (1éq.) ; NaHG®,1M, c=25mg/mL ; THF, c=50mg/mL, 28°C 37,5h, 4F&;5h faible (3,4)

Ester activé45éq) ; THF, c=160mg/mL, 28°C Taux de couplage trop
BSA déminéralisée (1éq.) ; NaHE®,1M, c=80mg/mL ; THF, c=160mg/mL, Ta, 22h faible (12-13)

Ester activé (50€q.) ; THF, c=160mg/mL, Ta
BSA déminéralisée (1ég.) ; NaHG®,1M, c=80mg/mL ; c=160mg/mL, Ta, 48h

Ester activé (50éq.) ; THF, c=80mg/mL, Ta Taux de couplagel5
BSA déminéralisée (1éq.) ; NaH@®,1M, c=40mg/mL ; THF, c=800mg/mL, Ta, 45h

Tableau 3 : Conditions de couplage de la 20-CO-NitE#Bnine D21 sur la BSA

Les deux premiers essais de couplage mettent darée l'influence de la concentration d’ester activé
sur le taux de couplage, c’'est a dire le nombrendiécules d’hapténe couplées sur une BSA. Une fois
ces deux parametres ajustés, le couplage fonctmameencombre. (Tableau 3)

Le traitement du milieu réactionnel revét une im@oce particuliére, il faut purifier 'immunogene
afin d'éliminer, notamment, les molécules de dérae vitamine D non couplées de maniére covalente
et le solvant.

Le brut réactionnel en fin de réaction est compadsd’immunogéne, de NHS libre, d’ester activé
n'ayant pas réagi ou hydrolysé en acide, le tousaution dans un mélange 50/50de bicarbonate de
sodium 0,1 M et de THF. L'ensemble est dialyséstfois contre une solution aqueuse de bicarbonate
de sodium 0,1 M afin de séparer la protéine dedporité des molécules de faible taille.

Il est important de diluer le milieu réactionnelndaune solution de méme composition avant
d’effectuer la premiere dialyse. Un milieu trop centré provoque la dénaturation d’'une partie de
'immunogene lors de la premiére dialyse, se trsahti par I'apparition d'un colloide blanc a
I'intérieur des sacs.

Le contenu du sac de dialyse est alors déposérmrcelonne de Séphar6s€L4B pour séparer
'immunogene a la fois de 'immunogéne dénaturéet restes d’haptene non couplé de maniere
covalente mais adsorbé sur la protéine.

Une autre série de trois ou quatre dialyses calgréeau permet d’éliminer le bicarbonate de sodium
avant la lyophilisation de la solution d'immunogene

11.1.3 Immunogéene de la 22-CMO vitamine D

La préparation de dérivés 22-CMO vitaminedJ (22-carboxyméthoxyloxime vitamine D), par
condensation d’hémichlorhydrate de carboxyméthaxiyla sur le précurseur 20-aldehy8i€voir §
[1.1.1.2 Clivage oxydatif de la double liaison 22}, a pour but d’obtenir d’'un deuxieéme immunogene
couplé par un chainon court, rigide et non peptiejgpotentiellement plus immunogénique que le
dérivé initial.

11.1.3.1 O-Carboxyméthyloxime de I'aldéhyde 23 (22- CMO)

L'investigation d’un deuxieme immunogene, le 22-CNBGA vitamine D29, passe par la réaction de
I’'hémichlorhydrate de carboxyméthoxylamine surd&yde3 en présence d’'une base (la pyridine) et
dans le dichlorométhane anhydre. (Figure 42)
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22

0, O~ ~COOH

2
M~ 50 - A
2 Pyridine - CH,Cl,
O\) 97%
\Y
TBDMSO 3b - 6(R) TBDMSO 23b : 6(R)

Figure 42 : Préparation du dérivé CN2Qde l'aldéhyde3

La réaction donne rapidement et proprement les i088-CMO23 avec de trés bons rendements de
97%. Aucune épimérisation au niveau du carbone '26t wisible. L'isomere E) de I'oxime est
majoritaire (76% par intégration des signaux RMNhtee 24% du deuxieme isoméeid (e I'oxime
(voir 8 I1.5 Analyse par RMN des dérivés de la witae D).

[1.1.3.2 Déprotection et photoisomérisation du trie ne du CMO 23

Les étapes suivantes de déprotection thermique phaisomérisation du triene ont été effectuées
dans les mémes conditions que pour la préparation1® hapténe 20-COOH vitamine 20
précédemment décrit (voir 8 11.1.2.3 Déprotectientdéene de I'acide 13a (ou 13b) et 11.1.2.4 Photo-
isomérisation de I'acide du trans-triene 14). Lardéection thermique fournit, apres I'avoir débaéa
de I'exces de birabonate de sodium, le carboxgatsodiun4 qui est photoisomeérisé pour donner le
22-CMO triene26 dont la géométrie du triene est semblable a della vitamine D. (Figure 43)

O
71y, N0 COOH 1, N . X O
N O .~ O~ -COONa Ny QkOH
anH

AH auH

1. NaHCOg4
H, Eau / EtOH Anthracéne, EtzN

—_———— -

2. EtOH refux thL)JI{J/é?;Ec 5 §
§ 94% v UV, L 10

TBDMSO" ggz : 2(5) 24 OTBDMS RO"
o TBAF / THF E 26 : R = TBDMS
48% 27:R=H

Figure 43 : Déprotection et photoisomérisationrékne du 22-CMQ@3

Par la suite, I'hydroxyle en position 3 est dépgétdar le TBAF pour donner €™ hapténe : 22-
CMO vitamine D27.
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11.1.3.3 Activation de 'acide carboxyligue 27

O

oL,

3.

NHS - DCC

Y

| CH,Cl,
93%

HO™ 21 HO™

Figure 44 : Activation de l'acide de la 22-CMO vitme D27

L’activation de la fonction acide carboxylique déridé 22-CMO vitamine 27 a été effectuée dans
les mémes conditions que pour la 20-COOH vitamirgdFigure 44) :

A noter la présence systématique d’'un produit pplah CCM, méme apres purification sur colonne
de silice, qui pourrait étre un produit de dégramatétant donné que I'ester acti28 est plus réactif
car moins encombré que celui de la 20-COOH vitarDird ou plus simplement des restes de DCC
qui s’hydratent pour donner de la dicyclohexylurée.

11.L1.3.4 Couplage a la BSA

Les diastéréoisomeérds et Z de I'oxime ne n‘ont pas été séparés. Le couplagd'abter de N-
hydroxysuccinimid&8 a la BSA est dont effectué avec un mélabgede 76/26.

o O
\N/O%OfN

AH

O THE
NaHCO; 0,1 M

Y

HO™ 28 HO™

Figure 45 : Couplage de la 22-CMO-NHS vitamin2®a la BSA

H "
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Conditions Remarques

Ester activé (50 €q.) ; THF, c=160 mg/mL, Ta Milieu réactionnel

BSA déminéralisée (1 ég.) ; NaHe®1 M, c=80 mg/mL ; THF, c=160 mg/mL, Ta, 48h gélatineux, dénaturation
Ester activé (50 éq.) ; THF, c=80 mg/mL, Ta Probleme d’absorption UV
BSA déminéralisée (1 éq.) ; NaHe®1 M, c=40 mg/mL ; THF, c=80 mg/mL, Ta, 27h de l'immunogéne

Ester activé (50 €q.) ; THF, c=80 mg/mL, Ta
BSA déminéralisée (1 ég.) ; NaHe®1 M, c=40 mg/mL ; THF, c=80 mg/mL, Ta, 38h

Tableau 4 : Conditions de couplage de la 22-CM@mihe D28 a la BSA

Taux de couplage34

La préparation du deuxieme immunog@8gFigure 45) a été effectuée pour la premiére daiss les
mémes conditions que pour le premier immunogenebrle réactionnel gélatineux mais limpide en
fin de réaction suggére qu'il faut diluer davant@g@) pour obtenir le moins possible d'immunogéne
dénaturé et maintenir un taux de couplage suffigdableau 4)

La disparité des taux de couplage entres les demiprs immunogénes (15 et 34 mol/BSA), pourtant
préparés dans les mémes conditions, peut s’explipprel’encombrement des esters activés. La 20-
CO-NHS vitamine D21 comporte une fonction acide carboxylique « secwada et proche du
squelette, alors que la 22-CMO-NHS vitamine2B comporte une fonction acide carboxylique
« primaire » porté par un groupe CMO qui éloigmstér activé du squelette et le rend plus réaidif v
a vis des résidusamines des lysines.

[1.1.4 Etapes chimiques communes aux trois autres n ~ ouveaux haptenes
Le tosylate32 est un intermédiaire intéressant pour la préparatiautres haptenes.

La chimie des étapes de protection du triene dadenction alcool de la vitamine et de photo-
isomérisation du triene reste la méme. (Figure 46)

De légéeres optimisations ont été apportées a laysa-réduction, a la déprotection du triene et a |
photo-isomérisation, consécutivement aux travawcgaemment effectués sur les immunogénes 20-
COOH 22 et 22-CMO vitamine 29. La protection du triene et de I'hydroxyle 3 devitamine D
reste inchangé, les épimeéres de I'adduit-8©sont plus séparés.
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22

//,,

1. O3, Reactive Blue 2
MeOH, CH,Cl, -78°C
2. PPhs, CH,Cl,

1. SO,, CH,CI, -10°C
2. TBDMSCI, imidazole,

CH,CI, 0°C 3. NaBH, H
"one-pot" “one-pot”
96% #100%
. RE 2a: 6(S) 4a : 6(S)
HO" 1 TBDMSO" 2b : 6(R) TBDMSO' 4b : 6(R)
Vitamine D,
(Ergocalciférol)
NaHCO3
EtOH/eau reflux
22 N\ //O

pTs-Cl Anthracéne, EtzN
- <
pyridine 0°C Toluéne
hv UV, 0°C

62%

32 TBDMSO""

TBDMSO"
Figure 46 : Ensemble des étapes communes awntoigaux haptéenes

[1.1.4.1 Ozonolyse et réduction de I'aldéhyde « one _ -pot »

La seule amélioration de cette étape tient dangutadu borohydrure de sodium en poudre
directement sur le milieu réactionnel en fin d'ozigse des adduits-Sa et 2b aprés la réduction
des ozonides par la triphénylphosphine pour obte&tiool 22-OH adduits-S@4a et4b. (Figure 47)

- O3, Reactive Blue 2 O%/\‘)\ PPh3 o
2 : MeOH, CH,Cl, -78°C ", % o) CH,Cl, -78°C -> Ta " HL NaBH, , 2
> > 2 H

: e e om

“,,
23
R R

ozonides
4

[N)
w X
py)

I

of
TBDMSON

Figure 47 : Ozonolyse et réduction enchainées

11.L1.4.2 Déprotection du triene

En raison de la sensibilité de la réaction de déptimin du triene au pH acide, 'adduit-5€»t dissous
dans I'éthanol a 96% puis la solution aqueuse darbonate de sodium est ajoutée ; il s’en suit une
fine précipitation du sel qui reste en partie stdupour maintenir le milieu réactionnel basique.

(Figure 48)
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NaHCO,

Anthracene, EtzN

H > -
ﬁisoz EtOH/eau reflux Toluéne
N N i hv UV, 0°C
\\ \
TBDMSO 4a: 6(S) OTBDMS TBDMSO'
4b : 6(R) 30 31

Figure 48 : Déprotection et photoisomérisationrégne de I'alcool des adduits-$@

La quantité d’iso-triene détectée par CLHP a bterdé diode est infime par rapport ans-triénol
30 et laisse penser qu’il s’agit de traces déja pri&sedans le substrat.

1.1.4.3 Photo-isomérisation du triene

La photo-isomérisation duranstrienol 30 en
trienol 31 (Figure 48) a été facilitée par un nouveau
montage qui évite I'emploi de nombreux tube
CorexX’ : la double enveloppe réfrigérée a -15°Gyq0n
contenant la lampe a vapeur de mercure es%—
immergée directement dans le milieu réactionnel. \
L’irradiation est faite sur la totalité de la suda
(360°) et non plus sur un angle limité. Le milieu
réactionnel, constamment dégazé a l'argon, est
placé dans une éprouvette en verre entourée d'unej
feuille d’aluminium et agité.

La réaction est plus rapide et n’est plus limitée e
guantité de produit a photo-isomériser. La réaction
de photoisomérisation duanstrienol 30 peut ainsi

se faire a I'échelle du gramme. (Figure 48)

La filtration des UV de courtes longueur d’ondes
par le filtre en Pyrex disposé entre la lampe et la
double enveloppe réfrigérée semble suffisante pour
la photo-isomérisation du triéne.

De plus, pour éviter toute formation de la forme is

triene, letranstriene 30 est d’abord dissous dans
I'éthanol 96%, afin de solubiliser en partie lescts

filtre en Pyrex

éprouvette
en verre

double enveloppe
réfrigérée

lampe a vapeur
de mercure

réflecteur

milieu réactionnel

barreau aimanté

de bicarbonate de sodium qui stabilisent le produit

puis dilué dans le milieu de photo-isomérisation.

1.1.4.4 Tosylation du triénol 31

La fonction 22-hydroxy du trienaBl a été transformée en groupe partpsbluenesulfonate par
réaction du chlorure de tosyle dans la pyridineydrd a 0°C pour donner le tosyla@@ avec un

rendement de 93%. (Figure 49)

Le carbone 22 du tosylaf? ainsi obtenu est alors rendu électrophile pougiréavec les dérivés
nucléophiles (donneurs d’électrons) tels que lengge les amines, les alcoolates, les thiolates, un

azoture, ...
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pTs-Cl
—_—

pyridine 0°C

62% (f
31 TBDMSO" 32

Figure 49 : Préparation du tosy|&2

TBDMSO"

Lors de la réaction, il est préférable de ne pdiserttrop de chlorure de-toluénesulfonyle puisqu’en

fin de réaction il faut le détruire par hydrolyse milieu basique (p. ex. solution aqueuse saturée de
bicarbonate de sodium). En effet, sa polarité sabiela celle du produit, le tosylaB2, le rend
difficilement séparable.

Une réaction trop longue ou a température ambidégeade le 22-@QI's triene32 en 22-chloro triéne,

le chlorure libéré lors de la réaction ayant tewmda réagir par N2 pour donner le produit
thermodynamiquement le plus stable. Cette réagiarasite est surtout constatée lors de I'utilisatio
de dichlorométhane comme solvant.

Le tosylate32 sert de base a la synthese de trois nouveauxrespt@igure 50)

<H2N-OVCOOH> .HCl
2

37 :R=TBDMS

RO" 38:R=H

H 1~ OH

NaC|02

2-méthyl-2-Buténe
—_—

DIBALH
—

TBDMSO" :: 32 TBDMSO"

35: R =TBDMS
TBAF
36:R=H

COOH
el
1,
g

33 TBDMSO" 34 RO

Hs—<<:j>fCOOH

39:R=TBDMS
B TBAF
RO" 40:R=H

Figure 50 : Trois hapténes a partir d’'un intermigdiaommun, le tosylatg?
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Les préparations de ces trois nouveaux hapténes faibtiobjet d’aucune optimisation. Une quantité
suffisante de chaque hapténe est synthétisée afmodéder a un couplage. Les rendements ne sont
donc pas optimisés.

[1.L1.5 Immunogene de la 22-COOH vitamine D

Un troisieme immunogéne dont la dimension du bspaeeur serait intermédiaire entre la 20-COOH
vitamine D20 (pas de bras) et la 22-CMO vitamine&D(+3 atomes) serait intéressant.

Un tel antigéne permettrait de rester suffisamniknt sur la structure de la chaine latérale pour
obtenir une réponse immunogénique dirigée consreédeix vitamines pet Ds.

Une méthode simple a été mise au point pour hormelolg chaine latérale 20-COOH d’'un méthylene
(+1 groupement —CH) pour former la 22-COOH vitamine 5. (Figure 52)

A ce stade de la synthése (tosyl8®, il manque un carbone sur la chaine latérale poumer
'haptene 22-COOH vitamine [36. Celui-ci peut étre introduit classiquement deistrmanieres
possibles (Figure 51) :
> Le tosylate32, converti en 22-iodo trien#l par une réaction de Finkelstein est transformé en
magnésien puis mis en présence de @@ur donner directement le 22-COOH trigte

» Le tosylate32 est substitué par le cyanure lors d’'uf@ $our donner le nitril83 qui est
hydrolysé pour donner le 22-COOH triede

» Le tosylate32 est substitué par le cyanure lors d’'uR@ $our donner le nitril83 qui doit étre
réduit en aldéhyd@d4 par I'hydrure de diisobutylaluminium (DIBALH) ekgdé pour aboutir
au 22-COOH trien85.

Nal ™
acétone __--7" Mg / Et,0

T cOo,

_S .
o \©\ EN
nitrilase
. ou hydrolyse acide
CN ou hydrolyse basique
————————— > R e
TBDMSO" TBDMSO" TBDMSO"
H >
DIBALH g
N NaClO,
2-méthylbut-2-éne
TBDMSO" 34

Figure 51 : Voies d’accés envisagées pour le 22-8@@ne35
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La premiére voie semble donner de moins bons reediendans la littérature sur les stéroides que les
deux autre&? De plus, la derniére voie offre un panel de déripéus intéressants (nitrile, amine
aldéhyde, acide). La deuxiéme voie plus rapiderthgement, met en jeu une étape d’hydrolyse d'un
nitrile qui chimiquemerf est réalisée dans des conditions extrémes de pphiouoie enzymatique
faisant appel & des nitrilaSéslont la seule commercialisée a été retirée duméarc

Par contre, le tosyla2 par 2 avec le cyanure fournit le nitrig8,° qui par réduction par I'hydrure
de diisobutylaluminium (DIBALH) conduit & I'aldéhgd34,%® dont I'oxydation par le chlorite de
sodium (NaClQ) permet d’accéder a I'aci@b. (Figure 52)

TBDMSO"

DIBALH

", 23 OH

NaClO, 80%
2-méthylbut-2-ene

NaH,PO, / tBuOH

I8

TBDMSO" 35 TBDMSO" 34

Figure 52 : Voie d’acces retenue a la 22-COOHmwiitee D35

[1.1.5.1 Sn2 par le cyanure

La préparation du nitril&3 a d’abord été testée avec un sel de cyanure liglleol le cyanure de
tétraéthylammonium, mais la réaction en présencesaleants chlorés (dichlorométhane et 1,2-
dichloroéthane) s’est révélée plus rapide sur kesiges partants chloro- des solvants que sur le

8 Baine, N. H.; Owings, F. F.; Kline, D. N.; Resnidk; Ping, L.-J.; et alJ. Org. Chem1994 59, 5987-5989. Holt, D. A.; Levy, M.
A.; Ladd, D. L.; Oh, H.-J.; Erb, J. M.; et dl. Med. Chem199Q 33, 937-942. Lovely, C. J.; Bhat, A. S.; CoughenourPH.Gilbert,
N. E.; Brueggemeier, R. W. Med. Cheml997, 40, 3756-3764.

% pasique : Carroll, T. R.; Davison, A.; Jones, AJGMed. Cheml986 29, 1821-1826. Eguchi, T.; Sai, H.; Takatsuto, Sraal.;
Ikekawa, N.Chem. Pharm. Bulll988 36, 2303-2311.
acide : Trost, B. M.; Kulawiec, R. J.; Hammes,T&trahedron Lett1993 34, 587-590.

%1 Almatawah, Q. A.; Cowan, D. &nzyme Microb. Techndl999 25, 718-724. Osprian, |.; Jarret, C.; Strauss, U.utoW.; Orru,
R. V. A;; Felfer, U.; Willetts, A. J.; Faber, K. Mol. Catal. B: Enzyn1999 6, 555-560. Klempier, N.; de Raadt, A.; Faber, K;
Griengl, H.Tetrahedron Lett1991, 32, 341-344. Zanoni, G.; Vidari, G. Org. Chem1995 60, 5319-5323.

92 Ando, K.; Kondon, F.: Koike, F.; Takayama, EBhem. Pharm. Bulll992 40, 1662-1664. Ando, K.; Koike, F.; Kondo, F.;
Takayama, HChem. Pharm. Bulll995 43, 189-192. lkeda, M.; Takahashi, K.; Dan, A.; KoyarK.; Kubota, K.; Tanaka, T.;
Hayashi, M Bioorg. Med. Chen200Q 8, 1809-1817.

% Proudfoot, J. R.; Li, X.; Djerassi, G. Org. Chem1985 50, 2026-2030. Zoretic, P. A.; Zhang, Y.; Fang, Hhétio, A. A.; Duba,
G.J. Org. Chem1998 63, 1162-1167.
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tosylate32. Un mode opératoire plus standard a donc été gm@mplar la suite avec I'action du cyanure
de potassium dans le diméthylsulfoxyde (DMSO) pewolubiliser. Le nitrile83 est ainsi obtenu avec
des rendements quantitatifs (Figure %3fn effet, dans une telle réaction 'un des factdimitants

est la concentration en réactifs solubles : les sghnures de sodium et potassium n’étant pas tres
solubles dans les solvants organiques, il est sawesd’utiliser des solvants tres polaires (p. ex.
DMSO, DMF, ...) et de chauffer pour mieux solubilies sels.

KCN
| DMSO |
—_—
[j/ 100% |
TBDMSO" 32 TBDMSO" 33

Figure 53 : {2 du cyanure sur le tosylad@

H H

Les essais menés dans le DMSO sont traités parcérint au MTBE et de nombreux lavages a I'eau
sont nécessaires pour éliminer les dernieres taeE&MSO (B, : 189°C).

Afin de faciliter l'isolement du produit, la réagti peut aussi étre effectuée avec le cyanure de
tétraéthylammonium dans l'acétonitrile.

[1.1.5.2 Reéduction du nitrile 33 en aldéhyde 34

L’absence de réaction lors de la tentative d’hygelbasique du nitril83 en 'acide correspondant
oriente la synthése vers une voie indirecte. Limidiaire est I'aldéhyd&4 obtenu par réduction du
nitrile 33 & -78°C dans le dichorométhane anhydre par unuhganétallique suffisamment encombreé
(p. ex. DIBALH)*®°pour que la réaction s’arréte aprés consommatiom seul équivalent d’hydrure
(Figure 54). L’aldéhyd@&4 peut ainsi étre obtenu avec un rendement de 62%.

22

Al-H

Y DIBALH

| CH,Cl, -78°C

(f 62%
TBDMSO" 33 TBDMSO""

Figure 54 : Réduction du nitrifg3 en aldéhyd&4 par le DIBALH

34

% Ando, K.: Kondon, F.: Koike, F.: Takayama, Ehem. Pharm. Bulll992 40, 1662-1664. Ando, K.; Koike, F.; Kondo, F.;
Takayama, HChem. Pharm. Bulll995 43, 189-192. Ikeda, M.; Takahashi, K.; Dan, A.; KoyarK.; Kubota, K.; Tanaka, T.;
Hayashi, M.Bioorg. Med. Chen200Q 8, 1809-1817.

% Proudfoot, J. R.; Li, X.; Djerassi, @. Org. Chem1985 50, 2026-2030. Zoretic, P. A.; Zhang, Y.; Fang, Hbéio, A. A.; Duba,
G.J. Org. Chem1998 63, 1162-1167.
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Les conditions opératoires et le traitement du béattionnel sont simples mais le rendement reste
encore assez faible, comparable a ceux observédabiérature. Il faut noter que le nitrile n’gsas
purifié par chromatographie sur silice pour élimiless derniéres traces de DMSO.

Si le nitrile est pur, la réaction de réduction RIBALH ne nécessite pas de purification et son
rendement est meilleur.

Dans le cas d'une réduction d’'un nitrile par I'nydr de lithium-aluminium, la réaction se poursuit
jusqu’a l'obtention de I'amine, qui peut étre urtermédiaire intéressant pour la préparation de
marqueurs d’affinité ou de traceurs avec un brpaesur.

11.1.5.3 Oxydation de I'aldéhyde 34 en acide carbox vligue 35

L’oxydation du 22-CHO triene84 en acide35 a été effectuée dans les mémes conditions déja
employées pour la synthese du premier hapténe f/dirl.2.2 Oxydation de l'aldéhyde 3). Les
rendements sont quantitatifs et le produit de d&tién est pur. (Figure 55)

‘uy,, 23 H
m
NaClO,

2-méthylbut-2-ene

NaH,PO, / 'BuOH
100%
TBDMSO"

TBDMSO" 34

Figure 55 : Oxydation de 'aldéhy&d au chlorite de sodium

A l'inverse du 20-CHO, le 22-CH@4 ne peut pas s’épimériser lors de la réaction,guilsne
possede pas de carbone chiral en posdide I'aldéhyde.

11.1.5.4 Déprotection de I'alcool et activation de I'acide carboxylique

La fonction hydroxyle en position 3 est par la suieprotégée par le TBAF dans le THF comme
précédemment décrit (voir § 11.1.2.5) pour donmeeBT" hapténe : 22-COOH vitamine 86 avec un
rendement de 69%. L'acide carboxyligB@ est activé en ester de N-hydroxysuccinind@eavec un
rendement de 84%. (Figure 56)

n,, 23 _OH ,, 23 _O—N

H NHS, DCC 1 M / CH,Cl,

-
>

CH,Cl, 0°C
84%

36 H O\\"

THF
Q/ 69%
TBDMSO" 35

HO™ 42

Figure 56 : Déprotection de I'alcoBb et activation de 'acid86
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L’ester de N-hydroxysuccinimidd2 ainsi isolé, est utilisé dans les réactions depleme a la BSA
pour obtenir le 3" immunogéne et a I'histamine pour préparer le déiigder (DAI) correspondant.

11.L1.5.5 Couplage ala BSA

Le couplage de l'ester activé de la 22-COOH vitaidi2 a la BSA a été realisé dans les mémes
conditions précédemment décrites (voir § Il.1.26u@age a la BSA) (Figure 57). Il en est de méme
pour le traitement et la purification de I'immunoge

THF
NaHCO3 0,1 M

’

L\_B@

Figure 57 : Couplage de la 22-CO-NHS vitamindZhx la BSA

Ester activé (50 éq.) ; THF, c=80 mg/mL, Ta
BSA déminéralisée (1 éq.) ; NaHEO®1 M, c=40 mg/mL ; THF, c=80 mg/mL, Ta, 42 h

[1.L1.6 Immunogene de la 23-CMO vitamine D

Le £™ hapténe envisagé, 23-CMO vitamine8B est 'homologue (+1 groupement -gHde la 22-
CMO vitamine D27. Tout comme ce dernier, il devrait induire ungdaéponse immunitaire.

L’hapténe 23-CMO vitamine D38 provient de la condensation de [I'hémichlorhydrade

carboxymeéthoxylamine sur l'intermédiaire aldéhydie(Figure 58) servant déja a la préparation de la
22-COOH vitamine 386. (Figure 50)

7, 3 _0O

< HZNfO\/COOH> -HCI
2

Pyridine - CH,ClI,
90%

TBDMSO" 34 RN

TBAF / THF
84%

— 37:R'=0OTBDMS ; R? = OH

—> 38:R'=R?=0H
NHS / DCC / CH,Cl,
0°C 84%

> 44:R'=0H; R®=NHS

Figure 58 : Voie d’acces a la 23-CMO vitamin&88®
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La aussi, les réactions restent les mémes, seslisubstrats changent : pour obtenir la 22-CMO
vitamine D38, la condensation de la carboxyméthoxylamine éfééictuée sur I'aldéhyde des adduits,
alors que pour obtenir la 23-CMO vitamine3d3, la condensation est faite sur la vitamine déja
déprotégée et photo-isomeérisée, avec un rendere€d%.

La déprotection de I'éther silylé par le TBAF dales THF aboutit au 4" hapténe, 23-CMO
vitamine D 38 avec un rendement de 84% et un rapidn des diastéréoisomeres de I'oxime de
63/37, déterminé par intégration des signaux RMMctivation de ce dernier par le DCC en présence
de NHS donne l'ester de N-hydroxysuccinimide ayvecandement de 84%.

Les diastéréoisomerdset Z de 'oxime ne sont pas séparés. Le couplage &k @e I'ester de N-
hydroxysuccinimide de la 23-CMO vitamine42 est dont effectué avec un mélarig& de 63/37,
selon les mémes conditions précédemment décrit@s§VWol.2.7) (Figure 59). Il en est de méme pour
le traitement et la purification de I'immunogene.

o
H
,, N, O—N N, N BSA
THF
NaHCO3 0,1 M
BSA
HO™ 44 HO" 45 n

Figure 59 : Couplage de la 23-CMO-NHS vitamind4a la BSA

Ester activé (50 éq.) ; THF, c=80 mg/mL, Ta
BSA déminéralisée (1 éq.) ; NaHg®1 M, c=40 mg/mL ; THF, c=80 mg/mL, Ta, 42 h

11.1.7 Immunogene de la 22-S-Bz-COOH vitamine D

Le 5™ hapténe (dérivé acide 22-(4-mercaptobenzoique)niite D40) est assez novateur : le bras
espaceur acide 4-mercaptobenzoique est plutbt éeoinet rigide pour générer une zone de
reconnaissance susceptible de ne pas induire fédeatti€e de réponse entre les deux vitamines D.

La présence du noyau aromatique pourrait faciliter interaction avec des traceurs iodés aromatiques
modifiés dans cette méme position. Dans la littéeatil n’existe pas d’exemple d’haptenes couplés a
une protéine immunogénique par ce type de chaiigaercontenant un dérivé d’acide benzoique ou
d’acide phénylacétique.

11.1.7.1  Sn2 par un thiol et déprotection de I'alcool

La réaction d’un thiol sur un tosylate est plusléaque celle d’'un alcool. De plus le thiol de ide 4-
mercaptobenzoique posseéde un proton plus acide l&jughénol analogue ce qui facilite la
déprotonation et la réaction de I'anion ainsi forsug le tosylate82 par S2 pour donner le « 22-(S-
Bz-COOH) triene >89 avec un rendement médiocre de 35%. (Figure 60)
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32

TBDMSO" R

— 39:R'=OTBDMS ; R? = OH
TBAF / THF
50%

NHS / DCC / CH,Cl,
0°C 100%

—> 40:R'=R%?=0OH

L 46:R'=OH:; R?=NHS

Figure 60 : {2 par I'acide 4-mercaptobenzoique

Le bicarbonate de sodium dans le DMSO (qui améBarsolubilité), est une base suffisamment forte
pour déprotoner le thio-phénol.

La déprotection de I'éther silyl89 par le TBAF dans le THF aboutit ai™ hapténe, 22-(S-Bz-
COOH) vitamine D40 avec un rendement de 50%.

[1.1.7.2  Activation de 'acide carboxyligue et coup lage a la BSA

L’activation de la fonction acide carboxylique parDCC en présence de NHS a donné I'ester de N-
hydroxysuccinimidel6 avec un rendement quantitatif.

Le couplage de l'ester activé de la 22-(S-Bz-COO@ithmine D46 a la BSA a été réalisé selon les
mémes conditions précédemment décrites (voir 8I1Couplage a la BSA) (Figure 61).

Cet ester semble toutefois moins soluble dans ¢bgsts que les autres esters activeés, ce qui
provogue un léger trouble lors de son addition solation de BSA, ainsi qu’au cours du traitemdnt e
de la purification. Il en ressort une plus grandepprtion dimmunogend?7 dénaturé qui pour les
immunisations comparatives en série vitamine Deana pas utilisé.

La nouvelle campagne d’immunisation est réaliséguament avec les fractions solubles de chaque
immunogeéne.
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o) @]
@o’“ﬁj
S 0
THF

NaHCO; 0,1 M H 2
BSA iD/
HO™ 47

Figure 61 : Couplage de la 22-S-Bz-CO-NHS vitaming6a la BSA

Ester activé (50 éq.) ; THF, c=80 mg/mL, Ta
BSA déminéralisée (1 éq.) ; NaHEO®1 M, c=40 mg/mL ; THF, c=80 mg/mL, Ta, 3]

11.1.8 Taux de couplage des hapténes de la vitamine D sur la BSA

Les taux de couplage de chaque immunogéne peutdéfrei comme étant le nombre de moles
d’hapténe couplé par mole de protéine immunogénique

L’hypothése de départ pour une quantification fesogotion UV est I'additivité des absorbances de la
contribution de I'hapténe couplé et de la protémenunogénique. Cette quantification est possible
puisque les protéines et le triene de la vitamirabBorbent tous les deux dans 'UV.

Les immunogenes compareés ont été obtenus dan€hrassconditions réactionnelles :
Ester activé (50 éq.) ; THF, c=80 mg/mL, Ta
+ BSA déminéralisée (1 €q.) ; NaHgQ1 M, c=40 mg/mL ; THF, c=80 mg/mL, Ta

Puis ils ont été traités et purifiés selon le m@matocole.
Chaque immunogéne est pesé précisément, dissossl’dan, puis dilué avant détermination du
spectre UV.

Les spectres sont ramenés a une absorbance poginilLd’immunogeéne pour étre compares entre
eux par la suite. (Graphique 2)
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Spectres UV des 5 immunogénes a 1 mg/mL

14,00 1
12,00 —20-CO-BSA Vit. D |
\\\ — 22-CMO-BSA Vit. D
—_22.CO-BSA Vit. D
10,00 — 23-CMO-BSA Vit. D i
22-(S-Bz-CO-BSA) Vit. D
8,00

ol W
wl N\

2,00 +

ABS pour 1 mg/mL d'immunogéne

0, 00 T T T T T T T
200 220 240 260 280 300 320 340 360

longueur d'onde (nm)

Graphique 2 : Spectres d’absorption UV des 5 immenes dans I'eau ramenés a 1 mg/mL

La détermination du taux de couplage est basékhgpothése d’'un méme coefficient d’extincticg) (
pour tous les hapténes, sauf la 22-(S-Bz-COOH)miita D 40 contenant un noyau aromatigue qui
augmente le et décale | nax vers les plus grandes longueurs d’ondes.

Connaissant le des hapténes, il est possible de calculer la ibomion de la BSA et la contribution de
I’hapténe sur I'absorption totale de 'immunogédi@pres la loi de Beer-Lambert :
ABS : absorbance
ABS =¢.C. € : coefficient d’extinction molaire (ou massique)
C : concentration en mol/L (ou en kg/L)
| - longueur de la cuve en cm, en général 1 cm

Le £ massique (cihL.g?) de la BSA est déterminé & 264 nm par |'enregiséret des spectres UV

pour plusieurs concentrations(BSA)ze4 nm= 0,4205 crit.L.g™
L’hypothése d’additivité pour une longueur d’ondendée de l'absorption de la BSA et de
I'absorption de I'hapténe couplé a sa surface dgmug un immunogéne :

ABS(immunogengys nm =ABS(BSA)kes nm+ ABS(haptenekss nm
=¢(BSA) 264 nm[BSA].l + (hapténe)ss nm[haptene].l

Pour calculer la concentration en haptene [hapidae¢ontribution de la BSA a l'absorption des
immunogénes a 264 nm est retranchée :

ABS(immun@ene),g,.., — £(BSA) ,eum [BSA]
e(haptene)s,m

d’ou [haptének
Si la masse d’hapténe couplé sur la BSA est négliigpproximation|BSA] = [immuno] peut étre
faite avec les concentrations en mol/L :

. _ [haptene] ABS(immunq ,ssm ~ £(BSA) p64m-[immuno]
couplage  IBSA] £(hapténe),, [immuno]
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ABS(immunQ e,  E(BSA) 64
g(hapténe), ,limmuno] &(haptene),,,

Tcouplage =

[immuno] ABS(@(mmuno) 2e4 nm taux de

Immunogene ABS(immuno) 24 nm

(mg/mL) a 1mg/mL couplage
;%Elg%ggzevlit. D 22 0.229 0.6298 2T °
22.COBSA VI D 43 . 16010 oo i
'z”éwg‘fg'éi“vn. D 45 0,249 16285 ©.043 “
Immunogéne 5 0,235 1,8820 8,017 34

22-(S-Bz-CO-BSA) Vit. D 47

Tableau 5 : Détermination du taux de couplage dguwh immunogéne

La concentration de BSA peut aussi étre mesuréeupalosage BCA de I'nmmunogéne, mais le
résultat fourni ne donne que l'ordre de grandeuredt pas tres précis.

Le taux de couplage de la BSA avec I'haptene 20-BQ@@amine D20 est plus faible que les autres
du fait de la proximité du squelette de la vitanmihequi encombre l'ester activé de N-
hydroxysuccinimide et par conséquent diminue setindg sur les lysines les plus inaccessiblesade |
BSA.

Lorsque la fonction acide carboxylique activée pgmaire (22-CMO ; 22-COOH et 23-CMO
vitamine D), les taux de couplages sont équivalentslus importants que pour I'haptene 20-COOH
vitamine D20. L’encombrement stérique lié au squelette detimine D se fait alors moins ressentir.
Le taux de couplage de I'hapténe 22-(S-Bz-COOHymihe D40 semble plus élevé que les autres,
mais il est en réalité surestimé du fait de la gmées d’'un chromophore supplémentaire absorbant a
264 nm. € non corrige)

1.2 Nouvelle voie d’acces a tous les dérivés de la vitamine D
déja obtenus

Par souci de simplicité et d’optimisation de lategse de I'ensemble des dérivés fonctionnalisémasur
chaine latérale de la vitamine D, le trieBtlsemble étre la molécule clef de la synthése. (EigQ)

[1.2.1 Un intermédiaire clef : le trienol 31

En effet, le trienoB1 est un point de départ possible de toute la di¢edes molécules déja obtenues.
C’est un substrat intéressant pour la préparates altres dérivés de la vitamine D du fait du bon
contrdle de sa préparation, de sa purificationi @ne de sa conservation. (Figure 62)

Les étapes lourdes d’ozonolyse, de déprotectiae ghoto-isomérisation du triene sont envisageables
sur des grandes quantités de produit et la digedds molécules déja synthétisées pourrait airesi ét
obtenue a partir de ce produit clef.
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r1. O3, Reactive Blue 2
MeOH, CH,Cl, -78°C
2. PPhs, CH,Cl,
3. NaBH, H

. SO,, CH,Cl, -10°C
2. TBDMSCI, imidazole,

H H CH,Cl, 0°C
| one-pot one-pot

g 2a: 6(S) 4a: 6(S)
HO\‘“ 1 TBDMSO\“' 2b : 6(R) 4b : 6(R)

TBDMSO"

Vitamine D,
(Ergocalciférol)

NaHC03
EtOH/eau reflux

Anthracéne, EtzN

-
Toluéne
hv UV, 0°C

TBDMSO"

Figure 62 : Ensemble des étapes communes

Le trienol 31 servirait donc de base a la synthése de touséléged de la vitamine D fonctionnalisés
sur la chaine latérale, soit par oxydation en aldéh I'étape manquante, soit par tosylation de
I’hydroxyle en position 22. (Figure 63)

22

h\NNO\/COOH

n e e

o
//,; %OH p—

22

’,
;pCN
COOH
Yo gy
‘,, =

TBDMSO"

an

22

‘",
;f N3 ——

Figure 63 : Un unique intermédiaire commun, lenmieS1
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11.2.2 Oxydation du trienol 31 en trienal 48

L’étape manquante pour la simplification de la bgse des dérivés de la vitamine D sur la chaine
latérale est l'oxydation de la fonction hydroxyle €2 du trienol31 pour donner l'aldéhyde
correspondant : le triendB (Figure 64).

Cette transformation est testée avec un réactié esigtemps ignoré a cause de ses problemes de
solubilité dans les solvants organiques, I'acidedbxybenzoique (IBXf? Il s’avére que I'IBX est
tout de méme soluble dans I'eau et dans le DRiSfans lesquels la réaction d'oxydation peut étre
envisagée.

Dans I'eau, les produits organiques ne sont gézr@eit pas solubles et des conditions opératoires
particuliéres sont nécessaires : I'IBX est solgBildans une solution aqueusefdeyclodextrine et
I'alcool & oxyder est ajouté en solution dans ltané?®

22
’,,

OH

o)
IBX : ©5.<;°
;" “OH

o
—_

DMSO |
68%

TBDMSO™ 31 TBDMSO"" 48
Figure 64 : Oxydation du trienéll par I'IBX dans le DMSO

L'utilisation des conditions aqueuses pour cettctién s’est révélée infructueuse probablement de
par la forte hydrophobicité du trienol : le substieen effet précipité lors de son introductionsian
milieu réactionnel. En revanche, la réaction da@sDMSO fonctionne correctement avec un
rendement non-optimisé de 68%.

1.3 Traceurs

L’évaluation de la qualité des anticorps (affinéspécificité) et la mise au point de la trousese d
dosage RIA nécessite un traceur iodé( t,,=59,6 jours, 35keV gamma) radioactif de la
vitamine D.

Plusieurs dérivés de la vitamine D marqués a |({p28) sont décrits dans la littérature. Un dérieé d
la 25-OH vitamine D existe, couplé par la positibrau réactif de Bolton et Hunter préalablement
marqué a liode(125)° Mais ce dérivé49 est incompatible avec un développement industyigl
requiert un marquage direct d'un précurseur. Ds, ducouplage par la position 3 n’est pas en accor
avec la stratégie de couplage par la chaine latérae en oeuvre.

% Frigerio, M.; Santagostino, M.; Sputore, JSOrg. Chem1999 64, 4537-4538.

" Frigerio, M.; Santagostino, Metrahedron Lett1994 35, 8019-8022.

% Surendra, K.; Srilakshmi Krishnaveni, N.; Arjun RgdM.; Nageswar, Y. V. D.; Rama Rao, K.Org. Chem2003 68, 2058-2059.

% Tanabe, M.; Harada, M.; Ikuta, S.; Nakagawa, Nan® M.J.Chem.Soc.Chem.Comm@@89 1220-1221. Tanabe, M. EP0312360
1988 Tanabe, M.; Nakagawa, N.; lkuta, S. US50754881 Tanabe, M.; Nakagawa, N.; Ikuta, S. US52022883
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Figure 65 : Traceurs connus de la vitamine D

Le dérivé 22-CMO-(3¥Jiodohistamine)-&i-OH vitamine D51, trés proche en structure du traceur
22-CMO-(5-F*™liodohistamine) vitamine D 65 est breveté pour un dosage de la 1,25-
dihydroxyvitamine D'° D’autres brevets ont été déposés pour des dosagesla 1,25-
dihydroxyvitamine D'°* (Figure 65)

Hollis et al. décrivent dans un article sur le dosage de la B5¢tamine D de DiaSorin, un traceur
iodé obtenu par couplage du réactif de Bolton-Huntga radioactif sur la 20-CO-NH-(3-amino-
propyl) vitamine D52.1% Mais un marquage direct d’'un dérivé a ioder (DreBte préférable pour des
raisons économiques.

[1.3.1 Deérivés a ioder

Des premiers traceurs iodés non radioactifs ontsgtéhétisés pour permettre l'optimisation des
conditions de marquage et de séparation avec lfadieactif. La sélection de structures de traceurs
adaptables aux anticorps est une étape crucialerpesurer I'affinité et la spécificité des anticerp
puis pour établir la faisabilité d’une trousse deabe RIA.

190 pavid, L.; Kirkley, B. A. WO98/21580996

101 Hollis, B. W. EP0753743996 Tanabe, M.: Ikuta, S. US521417993 Bouillon, R.; De Clerco, P. J.; Eliard, P.; VanddieaM.
US52328361992 Oshida, J.-I.; Nishikawa, O.; Tsuruta, H.; Tak&eshr.; Yamamoto, |.; Ishimaru, K. US44565%5383 Oshida, J.-
I.; Nishikawa, O.; Ishimaru, K.; Tsuruta, H.; Takéa, T.; Yamamoto, |. EP0092009482

102 Hollis, B. W.; Kamerud, J. Q.; Selvaag, S. R.; Lareh D.; Napoli, J. LClin. Chem. (Washington, DC, U. 3993 39, 529-533.

95



Chapitre Il — Synthese organique : préparationhdggenes

11.3.1.1 22-lodo vitamine D

Le plus simple des dérivés iodés de la vitaminesDla 22-iodo vitamine &
réaction de Finkelstein de Iiodure de sodium suokylates3 (ou32).'%*

Son précurseur est le trien8l, synthétisé des le début des travaux de rechedid, I'alcool
primaire en position 22 est transformé en grouptapt (tosylate para-toluenesulfonatepTs) pour
étre ensuite substitué par I'iode dans une réadoRinkelstein.

4,19 obtenue par une

Cette réaction consiste a déplacer I'équilibre d'uéaction qui ne se fait pas naturellement dans ce
sens. L’iodure de sodium est I'un des rares selabko dans l'acétone, en revanche para
toluenesulfonate de sodium est insoluble. Aingdde soluble réagit sur le tosylate par up@ 6t le
paratoluénesulfonate de sodium, précipité dans I'aw&toe peut plus réagir.

Dans le schéma de syntheése, il est préférableedtekér les réactions dans l'ordre : tosylation (Rdt
97%), déprotection de l'alcool (Rdt : 47%), réactae Finkelstein (Rdt : 56%). En effet, il faut wl&
slr de la substitution du tosylate par I'ilode ennmar le fluor, provenant du réactif TBAF de
déprotection de I'éther dert-butyldiméthylsilyle (Figure 66). Cette vérificaticest facile par RMN.
La réaction de Finkelstein reste possible surdglate du trien@2 (Rdt : 89%).

22 22 O\\ //O 22
", “, /S s,
" SOH o \©\ ~ SOpTs
pTs-Cl TBAF Nal
pyridine 0°C THE acétone
93% 47% 56%
TBDMSO"" 31 TBDMSO" 32 HOY 53 HOY

Figure 66 : Synthese de la 22-iodo vitamind48

Un élément déterminant remet en question I'utiksaindustrielle de ce traceur iodé : la réactien d
Finkelstein se fait dans I'acétone anhydre et aekiodure de sodium solide ou séché. Or il njeet
concevable industriellement de sécher de I'iodéeadif malgré ce qui est décrit dans la littérafiir
Ce traceur est par conséquent abandonné.

11.3.1.2 20-CO-(5-iodohistamine) vitamine D 59

La 22-[*Jiodo vitamine D54 ne pouvant étre préparée a grande échelle, iefatisager des traceurs
radioactifs plus classiques, par exemple un dérisgaming, iodé par I'association d’'iodure de sadiu
et de chloramine T, réactif tres utilisé pour geetge marquages.

103 perez-Sestelo, J.; Mascarenas, J. L.; Castedbldurino, A. Tetrahedron Lett1994 35, 275-278.

104 Mascarenas, J. L.; Mourino, A.; CastedoJLOrg. Chem1986 51, 1269-1272. Castedo, L.; Mascarenas, J. L.; Moudno
Sarandeses, L. Aletrahedron Lett1988 29, 1203-1206. Scheddin, D.; Mayer, H.; Wittmann,&hdnecker, B.; Gliesing, S.;
Reichenbacher, M5teroids1996 61, 598-608.

105 Ali, H.; Rousseau, J.; Lafreniere, J.; van LiefE JSteroids200Q 65, 74-84. Ali, H.; Rousseau, J.; Gantchev, T. G.rLieE. v.J.
Med. Chem1993 36, 4255-4263. Labaree, D. C.; Hoyte, R. M.; NazaretlV.; Weigel, N. L.; Hochberg, R. B. Med. Chem.
1999 42, 2021-2034. Owoyale, J. A.; Szinai, SS%eroids198], 37, 133-142.

96



Chapitre 1l — Synthese organique : préparationhdggenes

Préparation du dérivé a ioder

L’étape préliminaire est I'obtention du dérivé hisiné58 du premier haptéene, 20-COOH vitamine D
20. Pour cela deux voies sont possibles :

> Le couplage de I'histamine a la forme protégéeadgtbmine D (les adduits-SQ3aoub), puis la
poursuite de la synthése : déprotection du trissoepérisation du triene et déprotection de I'alcool
(Figure 67)

‘,,

2 OH

anH

1. NHS, DCC
CH,Cl,

H., 2. Histamine H._,
—_— s
I > 1 80°C
TBDMSO™ 13a:6(S) TpMSO™ i 55a: 6(S) OTBDMS 56
13b : 6(R) 55b : 6(R)
anthracene, EtzN
toluene
hv UV, 8°C
N=\
NH _NH

HOY TBDMSO"

Figure 67 : Synthése du dérivé histanhi®& partir des adduits-SO

> Le couplage direct de I'histamine au méme haptareeaglui utilisé pour le couplage a la BSA.
Les mémes conditions sont utilisées, I'hapténes@cous forme d’ester de N-hydroxysuccinimide
21 est dissous dans le THF et I'histamine en solutigneuse de bicarbonate de sodium 0,1 M est
ajoutée en exces. (Figure 68)

o O]
22 O—N
O]
N=\ -
/\/\(NH =
HoN 5 ‘ H
R
R =H : Histamine
R =1: 5-lodohistamine
-

il
THF / NaHCO3 0,1M

58 : R = H Rdt 80%
HOY HO™ 59:R=I

Figure 68 : Synthése des dérivés histami8st59 a partir de I'ester activél

21
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La premiére voie permet de travailler sur des pitedatrinséquement basiques et donc d'éviter les
problemes d’'isomérisations danstriene eniso-triene rencontrés au début des travaux de recherch
Mais apres les améliorations apportées a I'étapedeotection du triene et a la photo-isomérisatiion
est plus intéressant de garder un maximum d’étapesnunes entre I'hapténe et le traceur. Par la
suite, les traceurs seront tous issus du coupladididtamine sur les hapténes.

Marguage a froid

Préalablement a un marquage radioactif a I'iode), 25 premiers dérivés a ioder ont fait I'objetirl’
marquage « froid » dans les mémes conditions goiarquage radioactif. Une solution de Nal 1 mM

a d’abord été employée, avant d’utiliser, en coodd réelles, une solution & 50 uM. L’agent oxydant
du Nal est la chloramine T et le milieu réactionesi composé de méthanol et de tampon phosphate
de sodium 0,1 M a pH 7,4. En fin de réaction, ucésxd’une solution de métabisulfite de sodium sert
a réduire le 4 volatil et susceptible de rester malgré le faiilcpst présent en défaut par rapport au

,,,,,

O N=\

NH
NW

oH H 1 Nalag.

Chloramine T

MeOH / Tp phosphate Ta
2. Na28205

-
L

HO™
Figure 69 : Marqguage a froid de la 20-CO-histanvite@mine D25

HO"

Le facteur primordial pour l'efficacité du marquaggdioactif des dérivés a ioder de la vitamine D
semble étre la solubilité du dérivé a ioder dansiikkeu réactionnel d’iodation. Ainsi, trop peu de
méthanol engendre un faible rendement de marquadalpiement a cause de la forte hydrophobicité
du squelette de la vitamine D. Ce type de problesteaussi rencontré frequemment lors des dosages
et nécessite des précautions particuliéres quiseiscutées plus loitf°

Le marquage a l'iode froid donne de bons résuttatactérisables en CLHP-UV a barrette de diode
lorsque le substrat est pur et que l'iode est pitése quantité suffisante pour que le produit dhiboh

soit visible en CLHP (voir Tableau 12 pour les dtinds de séparation). Ce n’est pas le cas lors du
marquage témoin froid avec 10 ug de dérivé a ietiddal 50 UM, pour lequel le pic d’iodation est
perdu dans le bruit de fond du chromatogramme CLBPHP.contre, les essais d’iodation qui utilisent
0,5 équivalent d’iodure de sodium 1 mM pour 10 egldrivé a iodeb8 et un exces de chloramine T
donnent un chromatogramme en accord avec ce guegéat attendre : trois pics, le premier est le
substrat en exces&; Tr 10 mn), le deuxieme, de méme dimension, egrrdbduit de mono-iodation
(59; Tr 15 mn) et le dernier, minoritaire, est lequd di-iodé 60 ; Tr 21 mn) (Figure 70).

106 Kobayashi, N.; Ueda, K.; Shimada, ®linica Chimica Actal992 209, 83-88.
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0,030
0,028
0,026
0,0245
0,022
0,020
0,018-
0,016
AU 0,0145
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0,008
0,006
0,004

0,002
0,000+
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Minutes
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Figure 70 : Chromatogramme a 264 nm du marquag&dsug avec 0,5 éq. de Nal froid 1 mn

(injection de 20 pl)

Il reste alors a adapter la quantité de dérivedarib8 pour que la solution de Nal la plus diluée et se
rapprochant le plus des conditions réelles d’iahaguisse étre utilisée. (Figure 71)

AU

0.012

0.011

0.0104

0.009

0.008

0.007

0.006

0.005

0.004

0.0034

0.002]

0.001

0.000+

L

-0.001-——

58

59

0.0114

0.0104

0.009
0.0084 | |
0.007+ |

0.006 | \

AU

0.005;

0.004+

0.0034

0.0024

0.0014

0.000
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5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.0!

Minutes

oot
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Figure 71 : Chromatogramme a 264 nm du marqua@esdaq de 20-CO-histamine vitaminesB

(injection de 100 plL)
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Les essais préliminaires sont donc effectués syrgl@e dérivé a ioddés8 (DAI), puis les conditions
opératoires sont par la suite adaptées a un magcuad,5 g de dérivé a ioder :
» Les volumes sont conserveés, ainsi la concentraésréactifs (chloramine T et métabisulfite
de sodium) est divisée par 20. La vitesse de @adiminue avec la concentration du dérivé a
ioder dans le milieu réactionnel.
> Le temps de réaction est passé a 2 mn.

> L’iodure de sodium~10 uL) est utilisé en quantité équivalente a addiéa solution
radioactive (50 UM en solution aqueuse de NaOH psbi 1 mCi.

Il est tres important que la chloramine T ne sai$ pn trop fort excés par rapport au dérivé a ioder
pour ne pas provoquer de réactions parasifes.

Plusieurs facteurs ont été étudiés (Tableau 6) :

» Des solutions de chloramine T de dates différeftésl semaine) n’ont montré aucune
différence d’iodation dans les chromatogrammes CLHP

> La présence d’'un exces d’iodure de sodium par ragpodérivé a ioder engendre une forte
augmentation du pic du produit de diiodation, juabpus négligeable.

» L'utilisation de l'iodure de sodium en quantité églente au radioactif sur 10 pg de dérivé a
ioder donne un pic de produit de mono-iodationrds faible intensité, a peine visible dans le
bruit de fond d( aux impuretés , pourtant tres miiaimes, du dérivé a ioder.

» La diminution de la quantité de dérivé a ioder Gqugy a 0,5 pg et l'utilisation de l'iode froid
rend le produit de mono-iodation visible sur learhatogramme CLHP. Mais les réactifs
utilisés sont trop dilués et ralentissent la viteds réaction.

» L'utilisation de la méme quantité de réactifs spr @g que sur 10 pg avec l'iode froid et
toujours 2 mn de temps de réaction donne dewpfasde produit de mono-iodation, sans
dégradation visible.

ESSAI 1 2 3 4 5 6

(Figure 73
20-CO-histamine vitamine B8 10 pg 10 ug 10 ug 10 pg 0,5 pug 0,5 ug
. 1mM 1mM 1mM "froid" 50 pM  "froid" 50 pM  "froid" 50 pM
lodure de sodium 0,5 éq. 0,5 &q. 1,5 éq. 0,5 éq. 0,5 éq. 0,5 éq.
Chloramine™ 1mg/mL  1mg/mL 1 mo/mi 1 mg/mL 0,05 mg/mL 1 mg/mL
dans tampon phosphate 0,1M pH 7,4(1259$gn-e) (iusﬁe-) 2 éq. 2 éq. 2 éq. 40 éq.
Méthanol 23 pL 23 L 23 uL 23 pL 23 pL 23 L
Métabisulfite de sodium 5 mg/mL 5 mg/mL 5 mg/mL 5 mg/mL 0,5 mg/mL 5 mg/mL
dans tampon phosphate 0,1M pH 7,410 éq. 10 éq. 10 éq. 10 éq. 10 éq. 200 éq.
Temps de réaction 1 mn 1mn 1mn 1mn 2mn 2mn

Tableau 6 : Parametres testés lors des marquadafdeCO-histamine vitamine

Afin de faciliter le repérage et l'authentificatiashu produit marqué, la 20-CO-(5-iodohistamine)
vitamine D 59 a été synthétisée de maniére indirecte par lelagapde I'ester activ@l a la 5-
iodohistamine62 (Figure 68), préparée par iodation de I'histanmdgoour ne pas utiliser le systeme
iodure de sodium / chloramine T et pouvoir décalesi d'éventuels artefacts.

La 5-iodohistaminé?2 est préparée selon la méthode décrite par Tonmffigahistamine est iodée en
mélange biphasique hexane/solution aqueuse de sOBI®& par de liode en proportions
stoechiométriques, qui aprés un traitement assed,|l@ermet d’obtenir une fraction précipitée du

107 Farah, K.; Farouk, Nl. Labelled Compd. Radiopharttf98 41, 255-260.
108 Tominaga, M.; Paiva, A. C. M. Med. Cheml1969 12, 693-694.
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dichlorhydrate en mélange avec un peu de produdtiiddation63 (Figure 72). Une purification plus
poussée des eaux-meres permet d’obtenir suffisatoheetichlorhydrate de 5-iodohistamine pur pour
effectuer des couplages avec les esters de N-hyslioginimide des hapténes de la vitamine D.

1.1, / Hexane - NaOH 0,5M /!
N=\  2.KIO; N=A '/\1‘\

WNH > <M1, ~ N
H,N H,N H,N

61 62 ' 63 '

Figure 72 : lodation de I'histamine

1.3.1.3 22-CMO-(5-iodohistamine) vitamine D 65

,,,,,

De méme que pour le traceur dliilnmunogeéne, les dérivés histamié et 5-iodohistaming5 ont
éte préparés par condensation des histamines ponesntes sur l'ester activé de la 22-CMO
vitamine D28. (Figure 73)

o O
///, NS NO
"hN stkO*N

anH

R = H : Histamine
R =1: 5-lodohistamine

—

THF / NaHCO3 0,1M

64 : R =H Rdt 36%
65:R=1

HO" 28 HOY
Figure 73 : Synthese des dérivés histam@fbst 65 a partir de I'ester activé8

marquages a l'iode(125).

Marquage a froid

Le marquage de la 22-CMO-histamine vitaminé4est testé dans les mémes conditions que pour le
premier traceur (Figure 74). Les chromatogrammeBllZhe montrent aucun produit d’'iodation et le
pic du dérivé a ioder (dérivé a ioder) est anormalet faible. L'explication provient du manque de

'''''

Si les produits sont peu ou pas solubles au monoetd réaction ou avant I'injection dans en CLHP,
ils précipitent ou s’adsorbent sur les parois daettEn effet, il faut un mélange méthanol/eau plus
riche en méthanol pour éluer le dérivé 22-CMO-histee 64 en CLHP que pour le dérivé 20-CO-
histamine58 ce qui suggere la plus faible solubilité de la@AO-histamine vitamine 34 dans le
milieu réactionnel.
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o N=\ o] N=\
. \NNOQKNWNH /""'h\N”OQKN/\//ﬁ/sNH
AH H H H |

Nal aqg.
Chloramine T

-
V

MeOH - Phosphate buffer
Ta

H O\\“ 64 H O\‘\‘ 65

Figure 74 : Marquage a froid de la 22-CMO-histamiitemine D64

5
ESSAI 1 2 3 4 (Figure 75)
22-CMO-histamine vitamine B4 10 pg 10 ug 10 ug 10 nug 10 pug
: 1mM 1mM 1mM 1mM 1mM
lodure de sodium g 5's, 0569,  05éq  056éq 05 éq.
Chloramine® 1 mg/mL 1 mg/mL 1 mg/mL 1 mg/mL 1 mg/mL
dans tampon phosphate 0,1M pH 7,4 2 éq. 2 éq. 2 éq. 2 éq. 2 éq.
20 pL
Methanol 20 UL 20 HL dilution avant injection 40 “L 40 LlL
Métabisulfite de sodium 5 mg/mL 5 mg/mL 5 mg/mL 5mg/mL 0,5 mg/mL
dans tampon phosphate 0,1M pH 7,410 éq. 10 éq. 10 éq. 10 éq. 10 éq.
Temps de réaction 1mn 1mn 1mn 2mn 2mn

Tableau 7 : Parameétres testés lors des marguadaefd«¢CMO-histamine vitamine B4

1 0,20-203,0
O,llj 64 |
0.10] 0,181
0,094 0,16
0,087 0,14-]
0,07 ]
] 65 0,121
0,06 ]
s AU ]
AU ] 0,10
0,051 ]
0,04 0,087
0,03 0,06
0,02*: 0104;
0,01 ]
] 0,0Zj
0,00 b ]
:‘\\‘\““\H\‘\“Hv‘\ 0'00<““\““\““\“
5 10 15 20 250 300 350
Minutes nm

Figure 75 : Chromatogramme a 264 nm du marquad® dey de 22-CMO-histamine vitamineda
(injection de 20 pl)
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Le paramétre le plus influent pour I'iodation duridé a ioder CMO64 est donc la solubilité des
dérivés de la vitamine D. Deux fois plus de méthams de la réaction donne un chromatogramme
CLHP correct. (Figure 75 ; Tableau 7)

La transposition a un marquage sur 0,5 pg de dériv@er n'a pas été testée, mais il ne fait aucun
doute que les conditions du marquage du premiaretra adaptées a la solubilité du CMO
fonctionnent.

-----

[1.3.1.4 Préparation du dérivé a ioder 22-CO-histam ine vitamine D 66

Le dérivé a ioder 22-CO-histamine vitamined@® a été préparé de la méme maniére que les
précédents :

L'ester activé NH342 est mis en présence d’'un excés d’histamine dansmélange de THF et de
bicarbonate de sodium 0,1 M aqueux. (Figure 76)

O
H
23 OfN /; 23 N\/\liN
‘ \
O R/ N>
H
N=\
HNWNH

—

THF / NaHCO3 0,1M
33% 66 : R = H Rdt 33%

67:R=1

HO"

,,,,,

,,,,,

marquages a l'iode(125).

Marquage a froid

Le marquage est effectué sur une solution de dérivé ESSAI 1

ioder 66 dans I'éthanol 96%, dont la concentration a 22-CO-histamine vitamine B6 1 g

été évaluée par dosage CLHP a 0,3mg/mL. La odure de sodium | T0id" 50 uM
0,5 éq.

guantité introduite correspond a environ 1 ug
L’éthanol est évaporé et remplacé par le méthanol Chloramine T 1 mg/mL
.- dans tampon phosphate 0,1M pH 7,4 20 éq.
pour se placer dans des conditions proches descelle e -
YD e 7z . t
déja utilisées pour les essais de marquage des YR Tt 5mg/l:nL
précédents dérivés a ioder a I'INSERM et a dans tampon phosphate 0,IM pH 7,4 85 éq.
Immunotech. Ces conditions d’iodation a froid Temps de réaction 2 mn
fonctionnent normalement pour le dérivé a ioder 22-

CO-histamine vitamine B6.

[1.3.1.5 Préparation du dérivé a ioder 23-CMO-hista mine vitamine D 68

Le dérivé a ioder 23-CMO-histamine vitamine @3 a été préparé de la méme maniére que les
précédents :
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L'ester activé de N-hydroxysuccinimidé4 est mis en présence d'un excés d’histamine dans un
mélange de THF et de bicarbonate de sodium 0,1 Mewaq (Figure 77) Le produit est obtenu
guantitativement.

@)

N, O—N
o
O o0

-
‘

: L WH
H H HZNW
|

THF / NaHCO3 0,1M

100% 68 : R = H Rdt 100%
HO a4 HO 69:R=1

'''''

'''''

[1.3.1.6  Préparation du dérivé a ioder 22-(S-Bz-CO-__histamine) vitamine D 70

Le dérivé a ioder 22-(S-Bz-CO-histamine) vitamingd®a été préparé de la méme maniére que les
précédents :

L’ester activé NH346 est mis en présence d’'un excés d’histamine danmélange de THF et de
bicarbonate de sodium 0,1 M aqueux. (Figure 78)

o { 0 N=\
NH
= o Nm{
N 5 H R
o) ' S

-

70:R=H
71:R=1

46

HO"

-----

/////

marquages a l'iode(125).

[1.3.2 Autres dérivés a ioder non-histaminés

Il est important de diversifier les traceurs (raditifs ou autres) pour ne pas passer a c6té désrbn
anticorps qui ne peut se réveéler qu’en présence tlaceur associé de structure optimale permettant
son exploitation dans un dosage. En pratiqgue, demgremier temps, chaque traceur histaminé
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homologue des immunogénes est testé avec chadaerpst |l est possible par la suite de faire varie
la structure du chainon et la partie iodable.

[1.3.2.1 Hydrogénation de I'acide urocanique

L’histamine peut étre couplée sur les acides cailimpes activés puis iodée sur son noyau imidazole.
Dans le cas de traceurs comportant un bras espédeetype diamine, I'histamine ne peut plus étre
employée et il faut trouver un synthon de type a@drboxylique contenant un noyau imidazole. Une
molécule possible ayant cette analogie de structuee I'histamine est I'acide 3-(1H-imidazol-4-yl)-
propionique 73 facilement obtenu par hydrogénation catalytiquelaledouble liaison de l'acide
urocaniquer2 sur palladium sur charbon dans I'eau avec deserardts quantitatiff® (Figure 79)

o] o (@]
H 0
i e B, AR 2 g
.y wowPdc N Mg g M N
HO \ \> — s HO \ \> o O; N-O \ \>
NH €au 40°C NH THF NH
72 100% 73 o) 74

Figure 79 : Hydrogénation de I'acide urocanide

Par la suite, l'acide 3-(1H-imidazol-4-yl)-propiopie 73 est activé sous forme d'ester de N-
hydroxysuccinimid&’4 par le carbonate de N,N’-disuccinimide dans le THF

11.3.2.2  22-NH-[3-(1H-Imidazol-4-yl)-propionamido] _vitamine D 84
La premiere mise en application des légéeres vanatide structure des traceurs afin d’adapter lexmie

-----

,,,,,

-----

par couplage de l'ester activé de N-hydroxysuccidén¥4 a la 22-amino vitamine 34 dont la
synthése est détaillée pus loin (l.4.3 Transforomatl’'une fonction chimique en fonction amine).

NH

-----

,,,,,

marquages a l'iode(125).

19 Ganellin, C. R.; Fkyerat, A.; Bang-Andersen, B.; Atmin&.; Tertiuk, W.; et all. Med. Chem1996 39, 3806-3813.
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11.3.3 Marquage a l'iode(125)

Les marquages a l'iode(125), émetteur de rayonsngamt de demi-vie {t) de 60 jours ont été
réalisés avec une solution aqueuse basique (NaBH,8) a environ 50 umol/L de N@l en présence
de chloramine T comme oxydant dans les conditioésguemment mises au point.

Le rendement de la iodation est déterminé par mapgpd’iode(125) et sa radioactivité. Ainsi, la
radioactivité théorique engagée dans la réactiormdequage est calculée a partir de la date du
marquage & I'iode et de la date de la calibratieadsolution de N& employée. L’activité suit une

loi & décroissance exponentielle :

In(2) A : activité

A : constante de radioactivité du radioélément
In(2) t1/2 : demi-vie du radioélément
-——.(datg,—date) . .

SOitA=A e date.o : date de la calibration deg

A=A e’ aveci=
tl/2

La radioactivité contenue dans les fractions ctdes du pic attendu d’iodation est mesurée apres
dilution sur un aliquot de 100 L, puis calculéel®nsemble.

Les rendements obtenus sur I'ensemble des 6 tasent tous de 'ordre de 50%. lls dépendent de la
durée de la réaction ainsi que de la solubilit@éiivé & ioder et donc de la quantité de méthamsl |

de la réaction de marquage et lors de la dilutiommilieu réactionnel avant la purification. Un tesnp
de réaction plus long et un milieu réactionnel ptasicentré favoriseraient le rendement, mais les
réactifs (Na* et chloramine T) en solutions aqueuses, & daswes fixes, affecteraient la solubilité

'''''

11.3.4 Dérives biotinylés

Lors du premier criblage de la fusion du rat R1486,16 plaques de cultures issues de cette fasibn
été testées par une méthode RIA a l'aide de pla@bepuits sécables pré-coatées par la BSA
biotinylée, puis coatées par un anticorps biotirggechevre anti-anticorps de rat (GAR Fc). Cette
méthode de screening s’est avérée tres longuestedifause a cause de la radioactivité a aspirds pui
par puits et du comptage de la radioactivité likeassant les micro-puits un par un.

Afin de faciliter le processus de criblage, lesivis biotinylés de la vitamine D (20-CO-NH-PEO-
biotine vitamine D77 et 22-CMO-NH-PEO-biotine vitamine 8) ont été synthétisés par couplage
d’'un dérivé de biotine aminé aux esters activésdbes premiers haptenes (20-CO-NBS et 22-
CMO-NHS vitamine D28) (Figure 81). Le criblage pourrait alors étre effte¢ par une méthode de
type EIA avec un conjugué streptavidine - horsetagieroxydase (SPOD) comme révélateur.

Le dérivé aminé de la biotine est formé d'une betelle-méme couplée par sa fonction acide
carboxyligue a une diamine. Parmi les produits cenciaux, il en existe deux chez Pierce-Perbio
dont I'un est rendu plus soluble dans les miliegueax par un bras espaceur de type triéthylenelglyco
(Pierce-Perbio ref. 21346 EZ-Link™ Biotin-PEO-amind a donc été utilisé pour améliorer la
solubilité globale des traceurs EIA.
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Figure 81 : Couplage du dérivé de la biotine ssirelgters activés des dedkHapténes

28

HO"

Les rendements du couplage biotine — vitamine Bam pas optimisés. Les milieux réactionnels sont,
soit évaporés a sec, soit extraits au dichloronméthet dans tous les cas purifiés par CLHP sur une
colonne phase inverse (C18) en collectant les piedsorption aulmax caractéristique de la
vitamine D (264 nm). Chacune des fractions estédilpuis testée en EIA avec des anticorps purifiés
de lapin, « coatés » passivement sur une plaqueli®§ incubation des fractions biotine - vitamiDe
lavages et révélation par streptavidine-HRP puiBTFigure 82)

Ac Vit D

T™MB
@— B|ot|ne + sto4 2N
Biot-Vit D SPOD

0
O
8% <2 S

plaque 96 puits
Figure 82 : Recherche des dérivés biotine - vitaniin

Cette méthode de détection des dérivés biotinygsadvitamine D s’est révélée tres efficace pour
déterminer lesquelles des fractions collectéesdiesie colonne CLHP contenait le produit. Chacune
des fractions positives par ce test a été évamind@prise dans 5 mL d’éthanol de maniére a sersitu
une concentration maximale de 1 mg/mL dans le xkaérae ou tout le dérivé biotinylé se trouverait

dans une seule fraction.
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II.4 Marqueurs d'affinité

La préparation des marqueurs d’affinité de la DBBes anticorps monoclonaux nécessite le couplage
covalent de la vitamine D a une petite molécwe (oug® susceptible de générer une fixation
covalente a certains acides aminés du site praélgueconnaissance a etudar bley).

Il est souvent tres utile pour accéder a un mangd&ifinité de disposer de précurseur aminés qui
permettent ensuite soit un couplage peptidiquer@action sur I'ester de N-hydroxysuccinimide de
'acide bromoacétique ou de l'acide 5-azido-2-nlienzoique, soit une substitution nucléophile
aromatique (SN) par le 4-azido-1-fluoro-2-nitro-benzenen(rougg

Chimiomarqueur :

O . o o
Couplage sur les acides aminés nucléophiles par SN

)
g\g)& Br Ester de N-hydroxysuccinimide

'\OJ de l'acide bromoacétique

Hapténe—NH,

couplage peptidique a I'napténe

Photomarqueur :
o

O
g\g\k N N; Couplage sur les acides aminés via le nitréne généré par irradiation UV
/Q/_/ /‘ P Ester de N-hydroxysuccinimide
O2N de l'acide 5-Azido-2-nitrobenzoique
Hapténe*N'Hz
couplage peptidique a I'napténe

NO,
l;j Couplage sur les acides aminés via le nitrene généré par irradiation UV
. f\J 4-Azido-1-fluoro-2-nitrobenzene
Hapténe—NH, N3

SNy, par I'hapténe

[1.4.1 Acces aux dérivés aminés

Pour accéder aux dérivés aminés de la vitamineuBigairs voies sont possibles dont I'emploi comme
produit de départ des haptenes déja préparéssymtlese de nouvelles molécules aminées :

» Couplage d’'une diamine sur I'un des haptenes, Emm activé sous forme d’ester de N-
hydroxysuccinimide. La deuxieme extrémité de lamidige servira ensuite a coupler le

marqueur.
0 NH
) 2 2'(Ethylénedioxy)bis(éthylamine) L
ou H

HZN/\/NHZ

o éthylenediamine

» Transformation d’'une fonction chimique en fonctemine : la vitamine D est fonctionnalisée
par des équivalents synthétiqgues des amines (a&zaiitno, cyano, ...)

108



Chapitre 1l — Synthese organique : préparationhdggenes

H

S) XS
azide : RNWNH Li® R—NH,
H

—
y

m .
nitrile : R—C=N LiAIH, R—CH,-NH,

[1.4.2 Couplage d’'une diamine

Les haptenes sous forme d’esters activés sontubesrats choisis pour cette réaction et en pargicul
la 20-CO-NHS vitamine D21 (Figure 83). La diamine la plus simple est I'é@mgdiamine (2
fonctions amines primaires séparées de deux caspoqai apres couplage a l'ester activé donne
'amine 79. Une autre diamine, la 2,2'-(éthylénedioxy)bisgitimine), est intéressante pour deux
raisons :

» Elle est beaucoup plus longue et permet de lindigsrinteractions entre le squelette de la
vitamine D, amené a rentrer dans un site de liagsdam groupe réactif rajouté pour permettre le
marquage d’affinité ou un marquage a I'iode radibac

» Elle est soluble dans I'eau et augmente par comsdda solubilité dans I'eau des dérivés
auxquels elle est couplée.

Dans le cas d’'un marquage d’affinité, la localisatdu site de liaison sera moins précise a cause de
distance accrue du site et de la souplesse contiommalle du chainon. Les chainons courts sont donc
plus intéressants, a condition qu’ils ne comproemttpas le positionnement du ligand dans le site.

O

//l"'%N/\/NHR
H H

79 : R=BOC
80:R=H

HO" HO"

Figure 83 : Couplage des dérivés d’éthylénediamine

Les couplages des diamines doivent étre réalisés @v large exces de diamine afin de minimiser la
guantité de bis-couplage qui donnerait comme ptodacondaire une diamine dont les deux
extrémités seraient couplées a la vitamine D.

Il est possible de s’affranchir de ce probléme #iisant une diamine dont 'une des extrémités est
protégée par un groupe protecteur carbamate telBq€ 79 (tert-butoxycarbonyl) qui accroit la
solubilité dans les solvants organiques et qui @ clivé en milieu acide (p. ex. TFA, HCI 3 M)
pour redonner 'amin80.

La BOC-éthylenediamingdrt-butyl N-(2-aminoéthyl)carbamate) est disponiblenczercialement et

la BOC-2,2'-(éthylénedioxy)bis(éthylamine) est fagient synthétisable a partir d'un exces de 2,2'-
(éthylenedioxy)bis(éthylamine) (6 €q) (famille dedyéthyléneoxy amines, PEO amine) protégée par
le di-tert-butyl dicarbonate avec un rendement de 95%.

La pureté du substrat ester activé est tres impiataar les produits aminés résultant du coupdagye
diamines sont trés polaires et difficiles a purifiar chromatographie sur silice.

10Braun, M.; Camps, X.; Vostrowsky, O.; Hirsch, A.;dfess, E.; Bayerl, T. M.; Birkert, O.; Gauglitz, Bur.J.Org.Chem200Q 1173-
1182.
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Les analyses structurales (spectroscopies RMN etadse) confirment leur présence.

11.4.3 Transformation d’'une fonction chimique en fo nction amine

A Tlinverse de la méthode précédente qui utilise hmas espaceur diamine, I'amine peut étre
directement introduite sur la vitamine D par réductd’'un azoture ou d’'un nitrile eux méme
synthétisés par substitution nucléophile du tosy®2 par I'azoture de sodium ou par le cyanure de
potassium. (Figure 84)

La réaction de & par le cyanure est déja décrite (voir § 11.1.5y2 par le cyanure). Elle est utilisee
comme voie d’accés adS et £™ immunogénes (22-CO-BSA3 et 23-CMO-BSA vitamine @5).

La S\2 du tosylate32 par I'azoture de sodium (trés toxique, explosd) leasée sur le méme principe.
L’anion nucléophile azoture vient déplacer le gmypartant tosylate pour donner le produit de
substitution, le 22-azido trien&7 (potentiellement explosif) avec un rendement d#.8Pa réaction
est effectuée dans le DMF afin d’augmenter la shilélae I'azoture de sodium en large exces.

L’ordre d’enchainement des réactions de déprotedi® I'’hydroxyle 3 suivies de la réduction par
I’hydrure de lithium-aluminium s’avére préférableyp les deux raisons suivantes :

> Les produits de déprotection de 'alcool (22-a8@a@t 22-cyand@5) sont moins polaires que
les produits aminés et par conséquent plus faciiemelables,

> Les dérivés aminés, tres polaires, sont obtenaglarhiere étape de synthése, limitant ainsi les
pertes.

La déprotection de I'hydroxyle en position 3 desxddérivés 22-azid81 et 22-cyan®3 par le TBAF
fournit la 22-aziddB2 et la 22-cyano vitamine B5.

La réduction des deux dérivés 22-azi@d et 22-cyano85 vitamine D par I'hydrure de lithium
aluminium dans le THF anhydre conduit respectivadnaex 22-amin@4 et 23-amind7 vitamine D,
qui different d’'un groupement méthyléne (-&H (Figure 84)

Si l'ordre, réduction par I'hydrure de lithium alimum puis déprotection de I'hydroxyle 3 est retenu
il est préférable d’employer I'acide fluorhydriqdans le THF pour effectuer la déprotection.

La réduction des deux dérivés 22-az&Ibet 22-cyand3 triene par I'hydrure de lithium aluminium
dans le THF anhydre conduit respectivement auxr2i2@83 et 23-amino86 triene, qui different
d’'un groupement méthylene (-G

La déprotection de I'hydroxyle en position 3 despdeérivés 22-amin®@3 et 22-amino86 par le
I'acide fluorhydrique aqueux dilué dans le THF fotita 22-amina84 et la 22-amin@7 vitamine D.
(Figure 84)
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22

/1.,
K\Ng
S H

NaNs LiAIH,
DMF 50°C —
82% THF Ta
81%
ROV ROY
TBAF / THE l; 81: R =TBDMS HF/THF|:> 83 : R =TBDMS
0, 0,
67% 82:R=H 80% 84:R=H
§ NH,
TBDMSO" CN
KCN
DMSO 60°C
100% LiAIH,
—_—
THF Ta |

50% O/
ROY RO

33: R =TBDMS 86 : R =TBDMS
TBAF/ THF HF / THF
85:R=H 87:R=H

Figure 84 : 22 et 23-amino vitamines D via la réoucdes produits de SN du tosyl&2

Remarque :

D’autre voies sont possibles : 'amino-réductiomedie en amine d’'un aldéhyde ou d’'une cétone
appliguée dans un premier temps a l'aldéhyde ddsi@dSQ 3a et 3b semble fonctionner avec
’hexamethyldisilazane (HMDS) comme source d’azdisppropylate de titane comme acide de
Lewis et piége a eau et le borohydrure de sodiunt péduire I'hémiaminal intermédiaifé! (Figure

85)

1. HMDS ; Ti(OiPr)4, CH,Cl,

I8 2. NaBH,
H.. >
SO,
TBDMSO" 3a: 6(5) TBDMSO" 86a : 6(S)
3b : 6(R) 86b : 6(R)

Figure 85 : Amino-réduction de I'aldéhyde des atd@d, 3a et3b

Cette voie n'a pas été exploitée sur I'aldéhyde aldduits-SQ@ 3 afin de conserver un maximum
d’étapes communes entre toutes les moléculestiérait encore a déprotéger et photo-isomériser le
triene. En revanche, le 20-CHO trief@serait un bon substrat pour cette réaction.

111 Résultats non-publiés de Rhéne-Poulenc Industriaisa
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Basé sur le méme type de transformation chimigaeyrhoniac en solution dans I'isopropanol peut
servir de source d’azote, avec encore I'isopropyti titane comme acide de Lewis et pieége &'¢au.
Parmi l'ensemble des réducteurs disponibles poue uelle réaction l'un d'entre eux
(cyanoborohydrure de sodium) réduit sélectivemest imines intermédiaires en amines, mais ne
réduit pas le substrat carbonyle en alcool. Ainsistles réactifs peuvent étre introduits en méme
temps.

Une telle voie de synthése des dérivés 22- et 2Beanitamine D84 et87 reste a développer.

II.5 Analyse par RMN des dérivés de la vitamine D

Il est important d’effectuer une analyse structi@in de confirmer la présence des produits atiend
ou de sous-produits de réaction. La résonance rtiggaéucléaire (RMN) sur des noyaux tel que les
protons et les carbones(13) est la technique éeerdde dans ce domaine pour les comparer.

Dans le cas des stéroides et de la vitamine D,gleelstte hydrocarboné est rarement modifié
profondément. Par conséquent, les spectres RVt surtout>C montrent de grandes analogies par
familles de composés. (Annexe A)

Pour la vitamine D, ces familles de dérivés sagdia la géométrie et a la nature du triene congmsé
I'enchainement des trois double liaisons 10(19),3(8) :

» vitamine D : les dérivés ont la méme géométrierigmé que celle rencontrée dans la vitamine D,
» adduit-SQ : tous les composés dont le triene est protége feome d’adduit-Sg)
» transvitamine D : tous les produits issus de la démtaia thermique des adduits-50
» iso-vitamine D : les autres isomeres géométriquesiéne, en équilibre entre eux.
Type de dériv : 19
e 7 3a
adduit-SGC, 6(S)
6
7 sy 1
adduit-SG, 6(R)
6
! 19E 197 30
trans-triéne JU& JUL
6,7 19E 197 3a
triéne J“‘M“\\
6, 7 19E 197 30
vitamine D

T
66 64 62 60 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 3& 36

(ppm)

Figure 86 : Région des protons éthyléniques suspestres RMNH des dérivés adduits-SQrans-
triene, triene et vitamine D

Dans le cas d’'une géométtrans, le proton 6 se trouve trés proche du protorZ)l&¢ qui a pour effet
de le déblinder. Inversement, pour une géométsetelle que la vitamine D, c’est le proton 7 qui se

112 Mattson, R. J.; Pham, K. M.; Leuck, D. J.; CowenAKJ. Org. Chem199Q 55, 2552-2554.
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déblinde légérement, mais le rapprochement supédetse des protons 6 et 7 peut s’expliquer par la
perte d’une partie de leur différence d’environnetne

La différence de déplacements chimiques des dentons portés par le méthyléne 19 est due a leur
environnement : le proton 18 subit des contraintes stériques et électronigigeta part du triene
mais pas le proton 18J. L’attribution du déplacement chimique le pludligdé pour le proton 1)

est basé sur les analyses structurales de Miirésal '3 et de Okamurat al***

De nombreux spectres RMM et'*C sont rassemblés en Annexe B.

Pour les dérivés CMO contenant une fonction oxioieEs soitZ, le rapport entre les deux isomeres
géomeétriques peut étre déterminé par RMN du prgténe au rapport entre les intégrations du signal
du proton CH=N qui pour chacune des géométriesgoesan déplacement caractéristique. L'isomere
majoritaire E posséde un déplacement vers 7,4 ppm alors que dellisomereZ est situé vers
6,6 ppm. L'écart reste voisin de 1 ppm comme cetiéja été constaté dans la littérature pour les
oximes™ et les O-alkyloxime$™® Les isomére€ et Z s'interconvertissent a température ambiante et
le rapport entre les deux formes dépend du soldan lumiére et du pH.

Les spectres 2D COSY et HSQC-TOCSY de l'isoméd®) @e I'adduit-SQ de la vitamine B 2a, et
les spectres HSQC-TOCSY du trieriéil et de la 22-(S-Bz-COOH) vitamine 80 ont permis de
confirmer la structure des différents intermédimide synthése et des hapténes. (voir Annexe C)

113 Mizhiritskii, M. D.; Konstantinovskii, L. E.; Viskautsan, RTetrahedronl996 52, 1239-1252.

114 Okamura, W. H.; Zhu, G. D.; Hill, D. K.; Thomas, R; Ringe, K.; Borchardt, D. B.; Norman, A. W.; M&lIL. J.J. Org. Chem.
2002 67, 1637-50. Wing, R. M.; Okamura, W. H.; Rego, Asi®iM. R.; Norman, A. WJ. Am. Chem. So&975 97, 4980-4985.

115 pejkovic-Tadic, I.; Hanisavljevic-Jakovljevic, M\esic, S.; Pascual, C.; Simon, Welv. Chim. Actdl965 48, 1157-1159.

118 Hegarty, A. F.; Tuohey, P. J. Chem. Soc., Perkin Trans198Q 1313-1317.
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1.1 Immunisations

Les immunogénes 20-CO-BSA vitamine22 et 22-CMO-BSA vitamine 29, décrits au début de la
thése, ont servi pour une campagne d'immunisatgansdes lapins, souris et rats a Immunotech
(Marseille, France).

Animal Nb et Race [immuno] Adjuvant Fréquence d’imgg?on
Souris ig Q/;Iblc 50 pg/100 pL ﬁi\)r%SrlﬁsAalt:ign()f;uis AFI 4 semaines IP et SC
Rat 9WISTARS 100 pg/200 pL ﬁf\’%l‘jr']‘l ngign()f;uis Ap|  Asemaines 1P
Lapin éga\L/l\g:]iée-New— 250 pg/500 L 500 pL AFC 4 semaines SC

AFC : adjuvant complet de Freund ; AFI : adjuvaromplet de Freund ; IP : intrapéritonéale ; SQusscutané

Tableau 8 : Méthodes d'immunisation des animaux

Les immunsera prélevés sur les lapins 15 jours@ngaines aprés chaque immunisation assurent un
stock d'anticorps polyclonaux dont les propriétég été évaluées avec le traceur tritié de la 25-
hydroxyvitamine B.

Les immunsera prélevés sur les souris et les ratété testés a l'aide des traceurs tritié et iquis
sélectionner les animaux susceptibles de condapres fusion, clonage et sélection des hybridomes,
des anticorps monoclonaux de propriétés satisfa@sgour ce dosage.

Les trois autres immunogénes (22-CO-BSA vitaming3P23-CMO-BSA vitamine D45 et 22-(S-Bz-
CO-BSA) vitamine D47), préparés dans un second temps, n’'ont été stilisgu’a présent que pour
comparer les anticorps obtenus aprés immunisagosodris Balb/C par chacun des 5 immunogénes
préparés.

[11.2 Anticorps polyclonaux de lapins

Pour chacun des deux premiers immunogenes, dindapnt été immunisés pour I'obtention
d’anticorps polyclonaux. Les prélevements sanguénsla suite des immunisations, fournissent
d’'importants volumes d’'immunsera qui regroupés peatinservir a I'élaboration d’'un dosage, aprés
une veérification des caractéristiques de chaqudéyeeent (titres, déplacements, réactions
croisées, ...) en fonction des divers types de tradgrtié ou iodés).

Les titres et déplacements avec le traceur tritié de la 25\@kimine D ont été déterminés sur
'ensemble des lapins afin de sélectionner leslewesd d’entre eux.

[11.2.1 Lapins immunisés par la 20-CO-BSA vitamine D 22

Sur les 10 lapins immunisés, 7 ont survécu aprassal’ immunisation par la 20-CO-BSA vitamine D
22,

Le titre d'un immunserum est la dilution pour latja I'anticorps lie 50% de la totalité du traceadioactif. Il permet de normaliser
les anticorps entre eux pour leur étude ultérigRlgs le titre est élevé (plus 'immunserum doieétilué), plus il contient
d’anticorps liant le traceur.
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Les immunsera des lapins immunisés par la 20-CO-@g#nine D22 ont, pour la pluspart, une trop

faible affinité pour la 25-OH vitamine D. Leurd§£se situant au niveau de 100 ng/mL.

Cette observation peut s’expliquer par des titnesamticorps polyclonaux tro
faibles. La DBP présente dans les immunsera dendapiterfere lors de I

20-CO-BSA vit. D

compétition. Ceci se manifeste par une absenceaideddde la radioactivité lors
passage des deux gammes 25-OH vitamingegtD;. En effet, la DBP lie une
grande partie de la gamme 25-OH vitamine D et aceur tritié.

Dans le cas des lapins immunisés par la 20-CO-B&inine D22, seul le lapin
L21 posséde un titre en anticorps suffisammentéé(@6800) pour permettre u
déplacement convenable du traceur tritié par les gammes 25-OH vitamines,[
et D;. Mais les différences de reconnaissance des demxmgs sont asse

Lapin Titre
L13 2 000
L14 400
L17 1 000
L18 400
L20 800
L21 6 800
L22 1 000

significatives. (Graphique 3)

Il serait alors nécessaire de purifier les immuasenr colonne de protéine A ou G afin d’éliminer la
DBP et de ne conserver que les anticorps polyclomauifiés pour pouvoir par la suite les évaluer

dans de bonnes conditions.

Les immunsera de titres faibles et non-purifiésomet donc pas adaptés pour un dosage de la 25-OH

vitamine D.

100% 1=

90% A

80% -

70%
0 -~ L13/25-OH VD2

—>—L13/25-0OH VD3
---A--- L14/25-OH VD2
—>—L14/25-OH VD3

60% 1—

o
% 50% 1= ... L17/25-0H D2
—%—L17/25-OH \D3
40% - L18/25-OH VD2
L18 /25-OH VD3
30% - 120 /25-OH VD2
120 /25-OH VD3
20% = --x---L21/25-OH VD2
— % L21/25-OH \D3
10% 41— ---x--- L22/25-OH VD2

—%—L22/25-OH VD3
0% T T T

0,1 1 10 100 1000
[25-OH vit. D] (ng/mL)

Graphique 3 : Déplacements par les gammes 25-Q@irhiries D et D; de la liaison du traceur tritié

aux immunsera des lapins 20-CO-BSA vitaming22D
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[11.2.2 Lapins immunisés par la 22-CMO-BSA vitamine D 29

Sur les 10 lapins immunisés, 9 ont survécu apmss2d'immunisation par la 22 22-cM0-BSA vit. D
CMO-BSA vitamine D29. Lapin Titre
L'effet du bras CMO, connu pour donner une meikergaction immunogénique

s’observe sur les titres obtenus a l'aide du tratetie de la 25-OH vitamine P L26 1500
pour les lapins immunisés par la 22-CMO-BSA vitaanin29. lls sont en effet at L27 400
minimum 10 fois plus élevés que sur les lapins imisgs par la 20-CO-BS/4 128 400
vitamine D22. Seuls 3 lapins (L27 ; L28) ont des titres encmps polyclonaux L29 25 000
trop faibles pour minimiser les interférences dada présence de DBP de lapi L30 17 000
Les immunsera des autres lapins donnent des bgtacdénents du traceur triti L31 28 000
par les deux gammes 25-OH vitamineseDD;. (Graphique 4) L33 15 000
Les lapins L31 ; L34 ; L35 montrent des différendesreconnaissance des 25-C 34 23 000
vitamine D et 25-OH vitamine P dés le début des gammes ce qui peut s'av |35 50 000

génant lors du dosage et entrainer une erreurag@aistic.
A Tlinverse, le lapin L29 reconnait bien les deus-QH vitamines B et D; dans les faibles
concentrations, mais une légere différence appdeais les fortes concentrations, ce qui n'est pas
forcément génant pour un diagnostic correct.

Pour les lapins L30 ; L33 les deux courbes d’étadmye des 25-OH vitaminey[@t 25-OH vitamine B
sont superposées. C'est le cas idéal.

De plus, pour ces deux derniers lapins, le lapid &8t plus sensible dans les faibles concentraéons
25-OH vitamine D que le lapin L33.

100% s

90%

80% -

---x--- L26/25-OH VD2
70% | —x—126/25-0H D3
---A--- L27/25-OH VD2
60% - —#—L27/25-0H VD3
---x--- L28/25-OH VD2
0 —%—1.28/25-OH VD3
50% 1 L29/25-OH VD2
L29/25-OH VD3
40% - L30/25-OH VD2
L30/25-OH VD3
---x--- L31/25-OH VD2
30% 1 . |31/25.0HWD3
---x--- L33/25-OH VD2
20% -+ —=—1L33/25-OH VD3
---e--- L34/25-OH VD2
os | —e—L34/25-0HVD3
10% L35/25-OH VD2
L35/25-OH VD3
0% — T

0,1 1 10
[25-OH vit. D] (ng/mL)

B/BO

1000

Graphique 4 : Déplacements par les gammes 25-Q@irhiries D et D; de la liaison du traceur tritié
aux immunsera des lapins 22-CMO-BSA vitamin2D

Les immunsera des lapins L30 et L33 feraient doexcellents candidats pour un dosage de la 25-OH
vitamine D par des anticorps polyclonaux.

Dans la pratique, étant donné la bonne réponsenamxinogéenes de la vitamine D observée pour les

rats, I'obtention d’hybridomes a été envisagée alin pouvoir produire en quantité illimitée des
anticorps monoclonaux de caractéristiques requiBesffet, un stock d’immunserum de lapin n’est
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pas inépuisable et un redéveloppement de la méthediosage et une nouvelle homologation sont
nécessaires aprés chaque changement de lot digstico

111.3 Obtention d’hybridomes pour la production d'a nticorps
monoclonaux

[11.3.1 Immortalisation de plasmocytes

Les souris et les rats ne sont pas a méme de faufiisamment d’immunserum pour des dosages a
grande échelle. De plus, les cellules spléniquesiyztrices d’anticorps, ne peuvent pas étre cdgv
longtempsn vitro. La solution pour produire des anticorps de cémnamx en grande quantité consiste
a immortaliser les cellules sécrétrices d’anticqgasmocytes B). Plusieurs méthodes sont possibles

» fusion membranaire en présence de polyéthylén@bbycpar électroporation avec un
myeélome compatible,

» immortalisation par un agent chimique,
» immortalisation par un virus (Epstein-Barr EBV, Sy4

La techniqgue retenue est une fusion membranaire amemyélome, tumeur maligne du systéme
immunitaire. Aprés un criblage des hybridomes,denies sélectionnées sont clonées par dilution
limite pour ne garder qu’un seul clone par puitsr&g&ant un seul anticorps, d’ou le terme d’antisorp

monoclonal. L'anticorps monoclonal peut ensuite groduit en grande quantité a partir de liquide
d’ascite ou en fermenteur a partir de I'hybridorékestionné. (Figure 87)

Le choix des animaux immunisés susceptibles denfioules anticorps monoclonaux doit se faire
parmi les souris ou les rats, en effet il n'exigtess de myélome de lapin ayant donné des résultats
satisfaisants a ce jour.

Dans un premier temps, la sélection, parmi les ankrimmunisés, de ceux les plus aptes pour une
fusion est importante. lls doivent sécréter degcards de bonne qualité et en quantité suffisante p
augmenter les chances d’obtenir un clone positifathunserum de la souris ou du rat immunisé doit
avoir un bon titre en anticorps pour I'hapténe &eaidpafin de s’assurer de la présence de nombreux
plasmocytes sécréteurs d’anticorps dans sa rates [@acas particulier de la vitamine D, les animaux
doivent répondre de maniére identique a la 25-GEmine D et a la 25-OH vitamine Pet ne pas
montrer de réaction croisée trop élevée avea|agdihydroxyvitamine D.

Dans un second temps, lanimal subit deux immumisat de rappel («boosts »), l'une
intrapéritonéale, I'autre intraveineuse qui ontpbut de stimuler les cellules mémoires et les @anen
a un stade de différenciation (blaste) propicénghfidation avec des cellules myélomateuses.

La fusion membranaire des cellules spléniques rfpbagtes B) de souris (ou de rat) avec le myélome
de souris P3 X63ag8.653 est effectuée en présanpelgéthylene glycol (PEG) qui a pour rble de
perméabiliser les membranes des cellules (voiroRode¢ de fusion dans la Partie expérimentale). Les
hybridomes souris — souris (ou mixtes rat — sougig)conserveront, du plasmocyte B, sa capacité a
synthétiser et sécréter un anticorps et du myél@aesapacité a se diviser vitro sont cultivés en
plaque 96 puits. (Figure 87)

120



Chapitre Il — Immunisations & Sélection des aotps

Dans un troisieme temps, les hybridomes s "\jmmunisaﬁons
sélectionnés en présence d’hypoxanthir -\

aminopterine et thymidine  (milieu  HAT).
L’aminoptérine bloque la synthese d’ADN mais l¢
cellules possédant I’hypoxanthine guanine

culture de myélome

phosphoribosyl-transférase (HGPRT) et la thymidine prgflv;?;fgtl l
kinase (TK) peuvent utiliser les deux autres vales C 3
synthése de 'ADN en présence d’hypoxanthine et de QO jﬁ ﬁﬁ(( o

thymidine. Les cellules de myélomes sont déficiente j(fjb7 @\ 'J

o /\.J ~ >
en enzymes HGPRT et TK et sont ainsi détruites dans j}‘ ’:\*:;l. 2 t @) ‘Q\@) /.:9@
le milieu HAT. Par contre, les hybridomes qui ont @@@@J% @@>@®

l'enzyme HGPRT par I'apport génétique du parent '
normal (plasmocytes B) peuvent donc survivre. Les  celules spiéniaues
cellules splénigues non fusionnées ne se divisasit p

cellules myélomateuses

en milieu de culture et meurent. m PEG

Seuls les hybridomes plasmocyte B — myélome selajévent fusion

dans les puits. Apres 15 jours, les surnageantulteire

peuvent alors étre prélevés et testés par critdakgde d’'une @

meéthode, le plus souvent, RIA ou EIA pour vérilemprésence

d’anticorps spécifiques. O Q

Au fur et & mesure que des surnageants de cuttatesntrolés @ @ @

positifs au cours des criblages, les hybridomesespondants
sont cultivés en puits de plus grande capacité eblonie est
congelée dans 'azote liquide des que possible. J

@@

milieu de culture sélectif
HAT

Par la suite, les colonies dont les anticorps tésdans les

surnageants de culture montrent les caractérisioaelues, @*

sont clonées par dilution limite. Cette étape pérdees’assurer @ Y
de la présence d'un seul clone ou le cas échéasémter les @ ®

clones afin de conserver indéfiniment un clone &éat un (o) @

anticorps monoclonal aux propriétés de liaisonsstaortes, ce @ @@
gui n'est pas le cas pour les anticorps polyclonaux @ »

Enfin, la production de I'anticorps monoclonal ample échelle Jﬁ;ﬁ?g
peut se faire en liquide d’ascite ou en fermenteur.

Pour la production en liquide d’ascite, des soldah/C
(dans le cas d’hybridomes souris
Balb/C — souris) ou des souri:
«nude » (dans le cass/\,.
d’hybridomes rat — souris) son
préalablement traitées al
pristane, un hydrocarbure ramifi¢
a longue chaine (2,6,10,14
tétraméthylpentadédane), afir.
gu’apres l'injection du clone, ces l Production danticorps l l
souris développent une tumeur

liquide d'ascite

maligne liquide. La concentration :)?'AY)\ L \(
en anticorps monoclonaux du ) N < YN A N
liquide d’ascite est généralement /(:L ><<N )\
100 fois supérieure a celle des population d'anticorps monoclonaux

surnageants de culture d'origine. Figure 87 : Schéma d’obtention d’anticorps monoalon
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Le liguide d’ascite est alors régulierement préleué en veillant a ce que les souris ne souffparst
trop.

En fermenteur, le clone est ensemencé dans unéaaeur en milieu de culture et le surnageant,
contenant I'anticorps monoclonal, est réegulierenmétevé et renouvelé. Il est parfois nécessaire de
concentrer le milieu de culture pour I'enrichir @mticorps.

Une fusion a été réalisée sur le rat R1-30 et wuble fusion sur le mélange des deux rates des rats
R4-30 et R5-30, tous les trois immunisés par lenge immunogéne (20-CO-BSA vitamine Z2)
dont la synthése a été décrite plus haut.

[11.3.2 Fusion a partir du rat R1-30 immunisé par| a 20-CO-BSA
vitamine D 22

111.3.2.1 Fusion

Le rat sélectionné pour I&"1fusion est une femelle (R1-30) immunisée par®lémmunogéne : 20-
CO-BSA vitamine D22. Son titre avant fusion a été évalué a 1/100000'isamunserum du 2"
prélévement & l'aide du tracedfl homologue (20-CO?f7jiodohistamine vitamine D59). La
similarité de reconnaissance des 25-OH vitaming®tDD; est imparfaite, mais ce rat présente le
meilleur titre en anticorps anti-25-OH vitamine RBrmi tous les autres de la série. Il sert de témoin
pour une deuxieme fusion sur un autre rat donind@sunsera possedent les caractéristiques adéquates
de reconnaissance des deux vitamines.

100%

90%

80% |

70% | T
60%

50%

B/BO

40%

30% +
---x--- R1-30 / 25-OH vit. D2

20% +—

—%—R1-30 / 25-OH \it. D3 X
10% +— %

0% T T T T T L L L L L |

0,1 1 10 100
[25-OH vit. D] (ng/mL)

Graphique 5 : Déplacements par les gammes 25-@irhiries D et D; de la liaison du traceur 20-CO-
[**()iodohistamine vitamine 39 & I'immunserum du rat R1-30

La fusion du 20 septembre 2002 a été précédéeweimenunisations de rappel, une intrapéritonéale
a 200 pg/400 pL en adjuvant incomplet de Freun&)A8 jours avant la fusion et une intraveineuse a
75 ng/150 uL dans le serum physiologique, 3 jouasaa

Les 2,5x16 cellules spléniques de rat ont été fusionnées &t cellules du myélome

P3 X63ag8.653 de souris. 16 plaques de 96 puitainst été ensemencées et ont donné un rendement
de pousse de l'ordre de 80%.
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[11.3.2.2 Protocole de screening en RIA

Un préalable a une fusion cellulaire sur un ratina souris est la mise au point d'un test de aihla

A la suite de la fusion, les hybridomes sont caklidans plusieurs plaques 96 puits. Les surnageants
de cultures cellulaires de chaque puits doiveet @istés afin de vérifier la présence ou non dianpis
spécifiques de la vitamine D.

L’ensemble des 16 plaques de fusion a fait 'obt2 criblages sur la totalité des plaques (criblag
primaire) a j+13 et a j+20. Deux criblages ont éesaté réalisés a j+17 et j+24 sur 'ensemble des
puits positifs (criblage secondaire) décelés l@s ctiblages primaires.

13 jours apres la fusion, les cellules spléniquesfasionnées n'ont pas survécu alors que leslesllu
de myélome non hybridées a une cellule spléniqué portes a cause du milieu sélectif HAT. Il est
alors possible de cribler les surnageants de euttas micro-puits pour savoir s’ils contiennenpas
des anticorps anti-25-OH vitamine D. L&"2criblage de la totalité des plaques issues dedarh
permet de s’assurer qu'aucun hybridome positiftnp@ssé au travers du criblage, mais aussi que des
hybridomes a croissance lente ou ayant eu du mpalisser au début n’ont pas été oubliés.

Quelgues jours apres chacun des deux criblagesytrageants qui se sont avérés positifs sonstasté
nouveau afin de confirmer la présence d’anticomis2b-OH vitamine D ou d’infirmer les artéfacts
(faux positifs).

Le protocole de criblage en RIA utilise des plaggeésables 96 puits « pré-coatées » par la BSA
biotinylée — streptavidine, puis « coatées » paanticorps biotinylé de chevre anti-anticorps de ra
qui permet de capter I'ensemble des anticorps déFrgure 88). Les anticorps anti-vitamine D sont
par la suite détectés par RIA & l'aide du tracenmléi homologue (20-CO#1Jiodohistamine
vitamine D 59) en cassant chaque plague et en comptant les Jifgar 10 avec un compteur a

rayonsy.

] Ac anti-vit D

g < vit D 125|

: traceur
GAR radioactif

Figure 88 : Méthode de criblage de la fusion en RIA

111.3.2.3 Résultats
B 1% criblage primaire des 16 plaques de fusion (J+13)
> 87 puits positifs : testés dans uhdriblage secondaire (J+17)
» 33 puits confirmés

m 2*criblage primaire des 16 plaques de fusion (J+20)
> +27 puits positifs et 24 puits Costar testés dans urfZcriblage secondaire (J+24)
» 11 puits confirmés, 9 congelés

Au final, la fusion du rat R1-30 aura donné 11 pwiositifs. La diminution du nombre initial de puit
positifs peut s’expliquer de plusieurs maniéres :

" Plaques de culture comportant 16 puits de plusdgraapacité que ceux des plaques 96 puits.
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» I'hybridome a dégénéré : I'hybridome, possédanhoambre de chromosomes anormal, pousse,
mais ne sécréte plus I'anticorps du fait du réayeament du noyau,

> les cellules spléniques résiduelles sont mortasnoaybridome positif est mort,
> le puits contenait deux hybridomes : 'un négailiiaht I'autre positif,
» faux positif : le puits ne contient pas de cellulascontamination se fait au prélevement.

Au fur et & mesure que des micro-puits sont comfirat contiennent suffisamment de cellules, les
hybridomes sont transférés dans des puits plusigrsur des plaques Costate 16 puits.

Ces derniers, lorsqu’ils sont confirmés par un ma@wvtest, sont ensuite dédoublés puis congelés en
présence de DMSO dans l'azote liquide a -196°C po@ bonne conservation et une utilisation
ultérieure.

Les surnageants des cultures des hybridomes gositift conservés pour étre par la suite caracérisé
par un titre en anticorps anti-vitamine D et pae wompétition entre le traceur tritié 26,2FH]-25-

OH vitamine B et les deux gammes de 25-OH vitamingsDDs.

9 puits se sont réveélés positifs : 1B5 ; 3C3 ; 36610 ; 9C6 ; 13C6 ; 13C7 ; 14G10 ; 15B10 ; 15E8.

De légeres difféerences de reconnaissance entreitienines D et D; ont pu étre constatées aprés
I'optimisation des conditions de solubilisation thaceur tritié et par conséquent des gammes 25-
hydroxyvitamines B et D; par I'adjonction de surfactants (p. ex.: alcooblyginylique,
cyclodextrines, Triton X100, Tween, ...). Le meillegsultat pour des liaisons non spécifiques faibles
et une reconnaissance anticorps anti-25-OH vitamiretraceur tritié optimum est obtenu par I'ajout
de 2,5 g.L* d'alcool polyvinylique hydrolysé & 80% de massdéuolaire comprise dans la fourchette
9000-10000 g.mdl.

111.3.3 Fusion a partir du rat R4-30 et R5-30 immun isés par la 20-CO-BSA
vitamine D 22

111.3.3.1 Fusion

La 2™ fusion a été effectuée sur 2 rats femelles (R4e80R5-30) immunisées avec €1
immunogéne : 20-CO-BSA vitamine 22. Leurs titres avant fusion avaient été évalué#630D0 et

1/32000 sur les immunsera dud™2 prélévement a l'aide du tracedf homologue (20-CO-
[*#1]iodohistamine vitamine [39). La caractérisation de leurs anticorps anti-viteD avant fusion a
éte réévaluée plus finement par titration et coitipgatavec le traceur vitamine D ftritié.
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Graphigue 6 : Déplacements par les gammes 25-Q@irhinies D et D; de la liaison du traceur 20-CO-
[125]]iodohistamine vitamine 59 a I'immunserum des rats R4-30 et R5-30

Ces 2 rats se sont révélés plus intéressants queri@er en terme de reconnaissance sumultanée des
25-OH vitamines R et Ds;. Etant donné leur age avancé et la période desrepoessaire avant une
fusion, leurs rates ont donc été prélevées poufusien simultanée le 15 novembre 2002.

La procédure de fusion ne change pas, seule laitpuda cellules de myélome X63 de souris varie. 30
plaques de 96 puits ont ainsi été ensemencées.

[11.3.3.2 Protocole de screening en EIA

Sur une telle quantité de puits (2880 puits), dst’pas envisageable d’effectuer le screening én RI
(lavage et comptage manuels trop longs). La metEddedont la mise au point sur les surnageants de
culture de la 4° fusion est décrite ci-dessous, a été choisie comteenative. Les introductions de
réactifs se font a la multipette, les aspirationseages a I'aide du laveur automatique et laulecties
plaques aprés révélation sur un lecteur de pladael@ngueur d’onde d’absorption du polymére de
3,3,5,5'-tétraméthylbenzidine (TMB). (Figure 89)

Ac anti-vit D

_< T™B
_< (wd)— Biotine l +H,S0, 2N
1 GAR

Biot-VitD SPOD
Figure 89 : Méthode de criblage de la fusion en EIA

(GAR : anticorps de chevre anti-anticorps de &POD : streptavidine — horseradish peroxydase ;
TMB : 3,3,5,5'-tétraméthylbenzidine)

Cette méthode permet des manipulations simplespedas par transfert des surnageants de cultures a
partir des plaques 96 puits et l'utilisation deelars et d’'un lecteur colorimétrique pour plagues 96
puits.

La mise au point du test de screening des anticompsoclonaux murins anti-vitamine D en EIA
nécessite une bonne évaluation des paramétregritglwlu systeme (type de « coating », dilution du
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conjugué biotine — vitamine D, temps d’incubationdre d’addition des réactifs, ...) en adéquation
avec le milieu a doser : milieu de culture d’hybritks.

Deux types de surnageants de culture de la prédasion du rat R1-30, 'un positif et l'autre
négatif avec le test RIA ont servi, avec deux térmon I'optimisation des parametres. Le témoin
positif est un immunserum de rat immunisé par umimogéne de la vitamine D dilué au 1/25000,
testé positivement a I'aide d’un traceur radioagetife témoin négatif est un immunserum de ratréast
dilué aussi au 1/25000.

Coating des plagues 96 puits

De nombreux systemes de « coating » ainsi que teetd#n font appel a la forte affinité entre la

biotine (vitamine H) et I'avidine ou la streptawidi. Ces dernieres possedent 4 sites de liaisonlgour
biotine. La biotine possede une fonction acide @aylique qui permet de la coupler sur d’autres
petites molécules comme la vitamine D, mais aussies protéines comme la BSA et les anticorps
sans pour autant modifier son affinité pour I'amiliet la streptavidine.

La solution retenue est d’effectuer un « coatingassif d'un anticorps de chévre anti-anticorpsale r
GAR par simple adsorption sur les parois en plastides micro-puits, puis de saturer les sitesdibre
restants avec un tampon de saturation caséine @/lQ,5ans BSA afin d'éviter les risques
d’interférences avec les anticorps anti-BSA géngaisles immunisations. Ainsi, la seule biotine
présente dans le micro-puits est celle amenée eparateur et la seule streptavidine est celle du
conjugué streptavidine-HRP (SPOD).

En effet, les autres méthodes de « coating » rigque provoquer des interférences avec la détection
de l'anticorps anti-vitamine D :
> le «pré-coating » classique utilise la BSA bioté®y— streptavidine pour fixer un anticorps
biotinylé de chévre anti-anticorps de rat (GAR).idMie traceur biotine — vitamine D qui est
une petite molécule pourrait alors se fixer suphase de « pré-coating » augmentant ainsi le
bruit de fond. Il serait alors nécessaire de safarphase de « pré-coating » avec un dérivé de
la biotine,
> le traceur biotine — vitamine D, potentiellemenstable pendant une longue période a
température ambiante, en présence d’'oxygene ourdere, pourrait ne pas étre fixé sur la
phase de coating a cause d’'une possible dégradation

Dilution du traceur biotine — vitamine D

La dilution du traceur doit étre ajustée afin gaesignal soit maximum et le signal non-spécifique
minimum.

Cette dilution est calculée de maniére a ce qu’'gnating » d’un micro-puits a 1 pg/mL par 100 pL
d’anticorps GAR qui fixerait deux anticorps antiamine D puisse fixer tout le marqueur biotine —
vitamine D disponible soit une concentration maxewe 20 ng/mL.

La quantité maximale de dérivé biotine — vitamingEsente dans chacune des fractions de la
purification par CLHP est estimée dans le cas énoi tout le produit synthétisé se trouve dans une
seule fraction (env. 5 mg/5 mL) soit une solutiogrena 1 mg/mL.

Il faut donc atteindre une concentration infériear20 ng/mL soit une dilution au 1/50000 et au-dela
Cette hypothése trés grossiére donne la dilutionmum a effectuer.

A titre indicatif, il est aussi possible, par ldatd, d’évaluer la quantité de traceur iodé intribelwlans
un tube pour une compétition a 0,15 ng/mL.
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L’anticorps GAR « coaté » passivement sur le foed puits capte les anticorps de rat contenus dans
les surnageants de culture lors d’'urf€ ihcubation. A la suite d’'une série de lavagessdajugué
biotine — vitamine Dr7 a diverses concentration en tampon phosphateatigglest incubé a son tour
en méme temps que la SPOD. La vitamine D biotinfiié® sur I'anticorps est détectée par la SPOD
qui se fixe sur la partie biotine du traceur ElAdJsérie de lavages élimine I'excés de SPOD et la
révélation se fait par transformation enzymatiquesdbstrat TMB en un polymere dont la coloration
est proportionnelle au temps d’incubation et adangité des réactifs introduits et fixés les uns au
autres sur la phase.

0,3
—+—Surn. (-) SPL 292P6
0.3 1 —+—Surn. (+) SPL 292P6
02 \ Surn. (- ) SPL 292P7
Q
g / Surn. (+) SPL 292P7
2 0.2 — Ac Vit D
o
2 / < TMB
< 0,1
vitD) }— Biotine ’ + H,S0, 2N
0,1 1
— — Biot-VitD | SPOD
0,0 T T — —
1,E+04 1,E+05 1,E+06 1,E+07 1,E+08 L [
I o . [OJRO)
Dilution dérivé Biot-Vit D §§§§ ggoé 08 Q

Q
0000  OOCO 0000

Graphigue 7 : Effet de la dilution du traceur bigté sur I'absorbance pour des surnageants négatif
positif dans le cas de l'incubation simultanéé det [

La dilution optimale du traceur biotine — vitamibe77, de méme structure que I'hapténe
correspondant au®limmunogéne, est déterminée pour un surnageartifaesiculture d’hybridome

de la £ fusion (R1-30 13C7). Le maximum du signal se sioac pour une dilution au 1/500000
(Graphique 7). Pour les dilutions inférieures, ¢esirbes d’intensité du signal pour le surnageant
positif montrent un effet crochet tres prononcé dil'incubation simultanée d’un quantité trop gan
de traceur par rapport a la streptavidine-HRP, ok anéne a se poser la question de l'ordre
d’incubation des réactifs, traitée ci-dessous.

Ordre d’addition des réactifs

Pour le criblage primaire des hybridomes, il egtantant de simplifier les étapes soit en dimindant
nombre de manipulations, soit en combinant cersa@gtapes entre elles. Ainsi, le nombre d’étapes
d’incubations ainsi que le nombre de lavages pdugtee réduit en incubant simultanément certains
réactifs pour gagner du temps sur I'ensemble dgquels 96 puits. Le nombre de lavages entre les
étapes, actuellement de trois, pourrait étre fam@lg baissé a un seul lavage, sauf le lavage tdpd'é

O (apres incubation de la streptavidine-HRP), eggépour diminuer le bruit de fond. (Figure 90)
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Figure 90 : Etapes nécessaires pour la détectioamgcorps anti-vitamine D
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Dilution dérivé Biot-Vit D

Absorbance

Graphique 8 : Effet de I'ordre d'introduction désctifs sur le signal

Protocole A : en 3 incubations :

O (2 h) ; aspiration ] (1 h) ; aspiration [J (30 mn) ; aspiration

Les 3 étapes d’incubation sont séparées par 3davag signal est maximum et I'effet crochet sé fai
peu sentir.

Protocole B : en 2 incubations :
O (2 h) ; aspiration ([] + [1) (1 h); aspiration
Le traceur et la SPOD sont incubés en méme tengpsighal baisse significativement.

Protocole C : 2 dernieres incubations enchaineées :

O (2 h) ; aspiration (] (1 h) +[ (30 mn); aspiration

Le traceur est pré-incubé 1 h puis la SPOD esté@gosans étape de lavage intermédiaire. Le sighal e
plus intense que pour le protocole B, mais moiresppur le protocole A.

Protocole D : 2 premiéres incubations enchainées :

[1 (2 h) +[0J (1 h); aspiration {1 (30 mn) ; aspiration

L’anticorps anti-vitamine D est pré-incubé 2 h plaislérivé biotine — vitamine D est ajouté sanpéta
de lavage intermédiaire. Le signal est plus intense pour le protocole B, mais moins que pour le
protocole A. L'effet crochet est moins prononcé gue les protocoles B et C, mais le signal reste
moins intense que pour les protocoles A et C.
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La densité optique pour plusieurs dilutions du dtachiotine — vitamine D permet de comparer les
protocoles en terme de signal (Graphique 8) :
Protocole A > Protocole C > Protocole D > Protoddle

L’effet crochet des protocoles A et D est similgm&me pente). L'incubation préalable de I'antisorp

anti-vitamine D puis le rajout du dérivé biotinevitkamine D n’a donc de réelle influence que sur
I'intensité du signal.

En revanche, lincubation simultanée du mélangetrdueur et de la SPOD (protocole B) et

I'incubation de la SPOD 1 heure aprés l'incubationtraceur (protocole C) montrent une perte de
signal quand la concentration de dérivé biotinetanvine D augmente. En effet, la quantité de SPOD
étant constante, elle se retrouve en défaut, satpad le traceur qui n’'est pas forcement lié a
I'anticorps anti-vitamine D (effet crochet). (Figu®1)
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Figure 91 : Effet crochet di a I'exces de dériv@mine D biotinylé

phase
"coaté"

De tous les protocoles, le protocole A, correspahdaoutes les étapes d’incubations séparéesegar d
lavages, donne le signal le plus intense et saraggnséquent, retenu pour le criblage.

L'un des inconvénients du test en EIA est la dirionudu signal dans le temps aprés I'ajout d’acide
sulfurique 2 N. Les plaques devront étre lues algrés£me temps d'arrét.
Les étapes$] (30 mn) et] restent inchangées quelque soit le protocole.

[11.3.3.3 Résultats

Il s’avere que contrairement a I&8®fusion, le bruit de fond est élevé sur fdZusion, y compris en
RIA, utilisé comme contrdle sur une plaque.
L’explication peut provenir de plusieurs raisons :

» Liaisons non spécifiques, non observées lors gedimiere fusion,

» Contamination lors de la fusion elle-méme.

D’autres facteurs sont a écarter car :
» Le « coating » des plagues semble identique,
> Le bruit de fond est observé aussi bien en EIA mEReA,
> Le protocole fonctionne sur les surnageants d€iéusion.

Sur les 2880 puits testés, un total de 65 puitstifso®nt pu étre congelés pour une utilisation
ultérieure :
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1C10; 1F11;1G2 ;1G9 ; 3D12 ; 4E5 ; 5D2 ; 588 ; 7D11 ; 7F8 ; 7G9 ; 7TH9 ; 8D8 ; 9B6 ; 9B7 ;
9C3; 9E11; 9F10; 10B11; 10D2; 10F8; 10G7 E41 11G4; 11G5; 12B9; 13D11; 13E5;
13G3; 14E11; 14F11; 14G5; 15B4; 15C2; 15Q9F10; 15G9,; 16B8; 16D5; 16F8; 16G4
17A9; 17B2; 17B11; 17G9; 18G2; 19B7 ; 19GOGH ; 25B6 ; 25E8 ; 27D4 ; 27E3; 27G7 ;
27G8 ; 28B9 ; 28C9 ; 28G4 ; 28G11 ; 29F5 ; 29F9G@& ; 29G11 ; 30H4.

Le test des surnageants de culture des hybridoméa #™ fusion par compétition avec le traceur
tritie, en présence de Triton X-100 pour limitexd5orption, a montré une reconnaissance des 25-OH
vitamines D et D; variable selon les hybridomes.

Si les titres déterminés a l'aide du traceur tr#®OH vitamine B, sont trop faibles, il est possible
que la DBP présente dans le milieu de culture & li@sserum de veau fcetal interfére lors de la
compétition. Comme cela a déja été mentionné pesirirhmunsera de lapin, la DBP peut lier la
totalité de la vitamine D radioactive et de la gaenih serait alors nécessaire de purifier les anps
contenus dans les surnageants de culture sur @ldanprotéine A pour pouvoir par la suite les
évaluer apres élimination de la DBP. Dans la puatiggtant donné le nombre élevé de puits positifs
lors des criblages, les surnageants avec desttibq@$aibles n'ont pas été exploités.

[11.3.4 Caractérisation des anticorps sécrétés par  les hybridomes des rats
20-CO-BSA vitamine D 22

111.3.4.1 Titres et déplacements des surnageants de cultures

Des titres et déplacements par le traceur tritie &é réalisés sur les surnageants des 9 + 65 puits
congelés de [a”f fusion et de la 2" fusion respectivement, afin de sélectionner lesnédleurs pour

un clonage (¥®fusion : 13C6 ; 13C7 ; 15E8 f®fusion : 1F11; 1G2 ; 5D4 ; 7D11; 9B7 ; 10B11;
25E8).

100% 1F11 L00% 1G2 100% .<4 100% .\721 100% 9B7
80% '\\ 80% \ 80% \ 80% \ 80% N\
60% \ \ 60% 60% 60% \

() 60% ) )
40% 40% 40% 40% 40%
—e— 250H-D2 —e— 250H-D2 —e— 250H-D2 250102 —e— 250H-D2
20% | 20% | 20% 20% |+ 25OHD3 20% |
—=— 250H-D3 —=— 250H-D3 —8— 250H-D3 - —=— 250H-D3

0% 0% 0% 0% 0%
0,001 0,1 10 1000 0,001 0,1 10 1000 0,001 0,1 10 1000 0,001 0,1 10 1000 0,001 0,1 10 1000

10B11 13C6 13C7 15E8 25E8
100% 100% 100% 100%

\ \\‘ \ 100%
80% 80% 80% 80%

60% 60% 60% 60%

80%

60%

40% 40% 40% 40% 40%

20% | —e— 250H-D2 209 | ——250H-D2 200 | —%—250HD2 Jo | —*— 25002
—=— 250H-D3 = 250H-D3 —=— 250H-D3 —=— 250H-D3
0% ; , 0% ; . 0% ; , 0% ; , 0% ; ,

0,001 0,1 10 1000 0,001 01 10 1000 0,001 01 10 1000 0,001 01 10 1000 0,001 01 10 1000

20% |- —e— 250H-D2
—&— 250H-D3

Graphique 9 : Déplacements par les gammes 25-@irhiries D et D; de la liaison du traceur tritié
26,27-FHe]-25-0OH vitamine D aux surnageants des puits primaires positifs @rmgelés

Les courbes de déplacement ne se superposentyjasrsodu fait de I'utilisation de concentrations
différentes entre les deux gammes 25-OH vitaminest ;. (Graphique 9)

Les anticorps contenus dans ces 10 surnageantdtdees ont tous comme point commun une méme
affinité pour la 25-OH vitamine Pet la 25-OH vitamine P D’autres surnageants possedent aussi
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cette caractéristique et leur hybridomes pourrdré décongelés au besoin mais ils sont toutefois
moins sensibles dans la zone des faibles concemsatn 25-OH vitamine D.

Les 10 hybridomes sélectionnés ont été décongelgla&es en culture. Mais les trois puits 10B11 ;
25E8 et 9B7 ayant mal redémarré aprées la décommélatont pas été testés.

Lorsque le titre en anticorps dans les surnagesntsilture en présence de serpm

de veau feetal est supérieur a 1/100 pour le tratéié (1G2 ; 5D4 ; 13C7 Hybridome Titre
15E8), les courbes de déplacement sont similaives lgs deux gammes 25-O 112121 fgsr
vitamine b et D; et sont tres proches d'un hybridome a l'autre.aCpéut 5D4 153
signifier, soit que les hybridomes ont des carattgues tres proches, soit que| -5, 15
méme anticorps monoclonal est sécrété dans ces puit 13C6 19
En revanche, lorsque le titre est trop faible (1FID11 ; 13C6) (Graphique 10) ¢  13¢7 181
comme dans le cas des lapins, la DBP présentelelangieu de culture peut lie 15E8 109

jusqu’a la totalité du traceur tritié et de la 26tQ@itamine D apportée par les
gammes. Le déplacement est alors perturbé ou absemui ne signifie pas que l'anticorps est
mauvais, mais simplement insuffisamment concerarés de milieu de culture par rapport a la DBP
bovine. Deux solutions sont possibles :

» laisser plus de temps a I’hybridome pour sécrégadtage d’anticorps dans le surnageant,

» purifier 'anticorps sur colonne de protéine A.

100%
90%
80% -
70% |— ---x--- 1F11/ 25-OH VD2
—x—1F11/ 25-OH VD3
60% |— ---x--- 1G2/ 25-OH VD2
— % 1G2/ 25-OH VD3
 500% | ---x%--5D4/ 25-OH VD2
@ — % 5D4/ 25-OH VD3
20% | 7D11 / 25-OH VD2
7D11/ 25-OH VD3
30% 1 13C6 / 25-OH VD2
13C6 / 25-OH VD3
20% | ---x--- 13C7 / 25-OH VD2
— % 13C7/ 25-OH VD3
10% | ---x--- 15E8/ 25-OH VD2
— % 15E8/ 25-OH VD3
0% — S

0,1 1 10 100 1000
[25-OH vit. D] (ng/mL)

Graphique 10 : Déplacements du traceur tritié @aighmmes 25-OH vitamines Bt D; sur des
surnageants des hybridomes de rat (20-CO-BSA 2R)3électionnés pour un clonage

111.3.4.2 Clonages
Les puits 1F11; 13C6 et 7D11 n’'ont pas été clatedss un premier temps, afin de concentrer les
efforts sur les puits dont les surnageants fouenisdes déplacements corrects. (Graphique 10)
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Ainsi, les hybridomes, dont les anticorps contedagss les surnageants présentent les propriétés
requises, ont été clonés pour aboutir a la présdhureseul hybridome permettant la sécrétion d’un
anticorps monoclonal. De cette maniére, le clong p&e exploité a I'infini et gardera toujours les
mémes caractéristiques.

Quatre puits 1G2 ; 5D4 ; 13C7 ; 15E8 ont été clamés premiére fois par dilution limite dans le
milieu de culture sur des plaques 96 puits. Lelagi® a été réalisé par la méthode RIA (voir § IB.3
Protocole de screening en RIA).

A la suite de ce premier clonage, les surnageadshglbridomes 1G2, 5D4 et 15E8 restent positifs

s Nz

alors que I'hybridome 13C7 a perdu sa capacit&@tar I'anticorps.

Afin de s’assurer que les hybridomes restants Isient monoclonaux, un®®®clonage a été effectué, a
la suite duquel il ne reste plus que deux hybridorfi€52 et 5D4) sécrétant chacun un anticorps
monoclonal.

111.3.4.3 Production des anticorps monoclonaux en | iguide d’ascite et caractérisation

Les anticorps monoclonaux de ces clones (1G2 e} 6Buété produits en liquide d'ascite a partir de

souris « nude » athymiques traitées préalablemeptiatane. Un aliquot de chaque liquide d’ascite a
été purifié sur colonne de protéine A pour donres doncentrations en anticorps monoclonaux de
0,797 mg/mL pour le 1G2 et de 0,442 mg/mL pourDel5Les titres de ces anticorps monoclonaux

ont été déterminés pour chacun des 6 traceurs (ddéseau 9) :

Traceur iodé Clone
1G2 5D4
2 . . .
20-CO-} 5I]|qdoh_|stam|ne 12500 95
vitamine D59
12 . . .
22-CMO-| 5I]|qdoh_|stam|ne 6600 24
vitamine D65
22-CO-f*)iodohistamine
vitamine D67 8000 42
12 . . .
23-CMO-| 5I]|qdoh_|stam|ne 2000 87
vitamine D69
2 . . .
22-(S-Bz-CO+ 5I]|0(.joh|§tam|ne 280 0
vitamine D71
22-NH-[3-(1H-[**I]iodoimidazol-4-yl)-
propionamide] 8600 95
vitamine D76

Tableau 9 : Titres des surnageants de cultureldeespour chaque traceur iodé

La concentration en anticorps aprés purificatiorliquide d’ascite du clone 5D4 sur une colonne de
protéine A conjugué sur Séphardssst quasiment 2 fois plus faible que celle du eldf2, pourtant
les titres pour les traceurs iodés sont 100 a 200 glus faibles. L'anticorps monoclonal 5D4 a
probablement perdu son activité de liaison pouRE©OH vitamines Det Ds.

Le titre déterminé pour I'anticorps monoclonal 5pdr le traceur 22-(S-Bz-CG?flliodohistamine)
vitamine D 71 n’est pas suffisant pour effectuer une compétifpmur les deux gammes 25-OH
vitamines D et Ds. Les autres titres obtenus avec les autres tradedés sont aussi bas mais reflétent
tout de méme la tendance observée pour le clone d€2-a-dire des titres meilleurs pour les trexeu
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20-CO-[*%]iodohistamine vitamine D59 et 22-NH-[3-(1H-{*1]iodoimidazol-4-yl)-propionamide]
vitamine D 76 que pour les autres traceurs. Des titres élevéd'avantage de réduire la quantité
d’anticorps nécessaire pour une compétition dartsilom

Une compétition pour chacun des traceurs iodésgi@del’des deux gammes 25-OH vitamineseDD;
permet de sélectionner le meilleur couple anticonpsoclonal — traceur.

La combinaison devra étre sensible dans la zoné&d#ss concentrations en 25-OH vitamine D. Pour
ce faire, la pente des courbes d’étalonnage dates zne du graphique doit étre suffisante ou encor
les variations de concentration doivent engendrex wvariation significative du rapport B/BCe
dernier est le rapport de la radioactivité liééaaticorps en présence du standard (ou de I'édiamti
sur la radioactivité liée a I'anticorps sans lenderd (ou en présence du Std 0).

Les concentrations les plus élevées de la gamnm@n@@nL) qui sont bien supérieures aux valeurs
normales donnent un apercu de I'étendue de la gasiendesage.

Bien sdr, le couple anticorps monoclonal — traadura reconnaitre de maniere similaire les 25-OH
vitamines DB et Ds.

100%

80%

70%

60%

B/BO

50%

- - -X- - - 250H-D2/20-CO 8
409 | ——250H-D3/20-CO \\ X
---A---250H-D2/22-CMO ..
— ¢ 250H-D3/22-CMO \\ \
30% 4— ---X---250H-D2/22-CO S .
————250H-D3/ 22-CO \\
250H-D2/23-CMO .
20% 250H-D3/23-CMO X § — =
250H-D2/ 22-NH-(imidazoyl-pro pio namide) \I’k‘ N o
10% 250H-D3/ 22-NH-(imidazoyl-pro pio namide) X Ll . N

- - -X- - - 250H-D2 / 22-(S-Bz-CO-hist)
——¢—250H-D3/ 22-(S-Bz-CO-hist)

0% ————— :
0 1 10 100 1 000
[25-OH vit. D] (ng/mL)

Graphique 11 : Déplacements par les gammes 25-@hhivies D et D; de la liaison des traceurs
iodés a I'hybridome 1G2

Le clone 1G2 reconnait mieux la 25-OH vitamine que la 25-OH vitamine B ce clone aura donc
tendance, tout comme la trousse IDS, a sous-estar@ncentration de 25-OH vitaming Dans les
échantillons. L'écart entre les deux gammes esficilifment appréciable sur une échelle
logarithmique. Quelque soit le traceur utilisé, décalage persiste en faveur d’'une meilleure
reconnaissance pour la 25-OH vitaming (Graphique 11)

La sensibilité du dosage dans les faibles condsmisade 25-OH vitamine D est satisfaisante, sauf
pour le traceur 22-(S-Bz-CO#ijiodohistamine) vitamine Y1 Ce dernier a une trop forte affinité
pour l'anticorps, il faut donc des quantités pluangles de 25-OH vitamine;Dou de 25-OH
vitamine 3 pour le déplacer.

Les courbes ont toutes la méme allure et reflataeet similitude de reconnaissance pour les traceurs
iodés, pourtant de structures différentes, ce uggére une faible discrimination de la zone detiiixa

des chainons, sauf pour le traceur 22-(S-Bz-&@jipdohistamine) vitamine D71 possédant un
chainon aromatique plus volumineux.

133



Chapitre 1l — Immunisations & Sélection des aotps

100%
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Graphique 12 : Déplacements par les gammes 25-@hwvies D et D; de la liaison des traceurs
iodés a I'hybridome 5D4

Les courbes de compétition des deux gammes powuchdes autres traceurs montrent une
reconnaissance identique du clone 5D4 pour les 86tQH vitamines Pet Ds. (Graphique 12)

Les 5 traceurs (20-CO#lJiodohist.; 22-CMO-f*Jiodohist. ; 22-CO-}*1jiodohist. ; 23-CMO-
[**M]iodohist. et 22-NH-[3-(1H-}?1]iodoimidazol-4-yl)-propionamide] vitamine D) ne antrent
aucune différence de déplacement pour les deux ganaeiles courbes de compétition inter-traceurs
sont tres proches, étant données les variationstrdeture des traceurs entre eux. Cet anticorps
monoclonal 5D4 réagit comme s'il ne distinguait une différence au niveau de la chaine latérale et
se comporte donc de fagon identique quelque stiadeur utilisé.

Ces résultats restent a confirmer par uti®& gurification de I'ascite 5D4 pour obtenir une plrande
quantité d’anticorps monoclonaux et une plus foadecentration de cet anticorps.

1.4 Conclusion surla 1l ®® campagne d'immunisation

La premiére campagne d'immunisation avec les deamgrs immunogene®?2 et 29 sur des souris,
des rats et des lapins a donné d’excellents résultas animaux ont bien répondu aux immunisations,
les lapins mieux que les rats, eux-mémes mieuxegisouris, aussi bien en titre d’anticorps dass le
immunsera qu’en terme de similitude de reconnacssdes deux 25-OH vitamines Bx Ds.

Les immunsera des lapins sont conservés par précawtlors que I'exploitation des anticorps
monoclonaux anti-25-OH vitamine D est sur la borvmee. A I'heure actuelle, deux anticorps
monoclonaux ont été obtenus et d’autres pourraienir par la suite pour étoffer le choix des clones
En effet, de nombreuses colonies d’hybridomes pdemt Etre décongelées pour étre ensuite clonées.

Les deux premiéres fusions jusqu’a présent onépsut des rats immunisés par féitlhmunogéne
synthetise, la 20-CO-BSA vitamine R2. Ultérieurement, il s’est avéré que les immunseea
animaux immunisés avec l€"2 immunogéne synthétisé, la 22-CMO-BSA vitamin@® ont des
meilleures caractéristiques de liaison que ceuxsisil £ immunogéne de référence, la 20-CO-BSA
vitamine D22.

Sur tous les immunsera de la premiere campagnardimsations, les anticorps générés a partir de la
22-CMO-BSA vitamine D29 sont présents en plus grande quantité et recawmida 25-OH
vitamine et la 25-OH vitamine Pde la méme maniere. Ainsi, une fusion sur desinatsunisés
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par cet immunogene laisse espérer l'accés a deeaamvclones possédant des caractéristiques
ameéliorées de reconnaissance simultanée des 25#Haiinves D et D; par rapport aux premiers
résultats acquis a partir de 'immunogene 20-CO-B&&mine D22.

Ces rats sont trop agés pour une fusion. La nanempagne d'immunisations de souris afin de
comparer les 5 immunogenes de la vitamine D pdupaimettre de sélectionner une souris pour
effectuer une fusion et d’orienter le choix du feeif immunogene a utiliser pour immuniser des rats
qui semblent mieux répondre que les souris.
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Chapitre IV — Comparaison des anticorps obtenus pou r
chacun des immunogenes

Les 5 immunogenes dont la préparation a été d&gaplus haut, ont fait I'objet d'immunisations
comparatives sur 3 souris Balb/C AnN chacun. Aalfdt5 souris ont été immunisées au cours de la
2°™ campagne d’'immunisations.

Les immunisations ont suivi le protocole suivant :
Toutes les souris sont immunisées toutes les 3 a 4
semaines avec 50 pg d’immunogéne dans 100 p
de serum physiologique en émulsion dans 100 pL
d’adjuvant de Freund (complet pour la premiere
immunisation, incomplet pour les suivantes) par
injections  intrapéritonéale et  sous-cutanée
simultanément. L Immunogene 2" Immunogene :

20-CO-BSA vitamine D 22-CMO-BSA vitamine D
22 29

HO"

L’étude des anticorps de ces souris porte suf'lé 4
prélevement aprés 8 immunisations sur une durge
de 6 mois. Sur les 15 souris immunisées, |2
immunisées par la 22-(S-Bz-CO-BSA) vitamine

47 sont mortes rapidement.

H
~N. N—y BSA
(e]
w ¥

Immunogéne Souris ‘ \
Immunogéne 1 3 Immunogene : 47 Immunogene
20'CO'BSA Vlt D22 51'7 52'7 53'7 22-CO-Bj2 vitamine D 23-CMO-3:A vitamine D
Immunogéne 2
22-CMO-BSA Vit. D29 S1-8  S2-8 S3-8 @jk

N N BSA
Immunogene 3 S1-5  S2-5 S35 " "

22-CO-BSA Vit. D43

Immunogéne 4
23-CMO-BSA Vit. D45

Immunogéne 5
22-(S-Bz-CO-BSA) Vit. D47

S1-4 S2-4 S3-4

S1-6 S26 S3-6

5°M |mmunogeéne :
22-S-Bz-CO-BSA vitamine D

Tableau 10 : Souris et immunogenes utilisés

47

Les titres des immunsera de I'ensemble des sootis |ps 6 traceurs iodés ont été déterminés sur ce
prélevement.

Une fois les titres déterminés, des déplacemeritétéreffectués avec les gammes 25-OH vitamine D
et Ds. Celles-ci sont préparées en tampon phosphateM2@ih7,2 — EtOH 50/50 v/v puis contrblées
sur deux sera de lapins répondant expérimentaledeentaniere identique pour les 25-OH vitamines
D.

IV.1 Titres des immunsera

Les titres pour 50% de liaison du traceur a I'ans ont été déterminés pour les 13 souris (S$2Z ;

7; S3-7; S1-8; S2-8; S3-8; S1-5; S2-5; S3H-4; S2-4; S3-4; S1-6) et pour chacun des 6
traceurs. Le tout est réalisé en phase homogénedesudilutions des immunsera de x500 ; x2500 ;
x12500 ; 62500 ; x312500 :
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= traceur 20-CO*f"lJiodohistamine vitamine (39

= traceur 22-CMO¥*Jiodohistamine vitamine 5

= traceur 22-CO*"lJiodohistamine vitamine B7

= traceur 23-CMO¥*Jiodohistamine vitamine B9

= traceur 22-(S-Bz-CO*]iodohistamine) vitamine 71
= traceur 22-NH-[3-(1H-Plliodoimidazol-4-yl)-propionamide] vitamine D6

<
<
< Q 'vo Q DI i 8
o <& Q’L K\ "F,A\V e K\ o)
o <% v & RS ble)
@ 5 & &2 P S P =
& O & N R O O N g N
N NP S © NP SKY S 7
> O S N > O & 200
@6‘ 0,0 & ’L’O @6\ r]/,('J & rb,('J EL T
N ), A VvV § g S
n® souris S17 |S2:7 |S3-7 |S1-8 S2-8 |S38 |S15 |S2:5 |S35 |S1-4 |S2 -4 S3-4| S1-6
20-CO-[125lliodohistamine | _co0 £19010172| 9723 826 9104 804 3902 763| 533 <500 640| <500
vitamine D
g 1257 : ;
22-CMOA ']'Odc\’;';?i?e'”g 65| 5267 2874 777514717 9206 22578| 2704 3804 3414 1617 12076 1024| <500
22'00'[125']'0(‘?2;5;::1"; 67| 4345 1523 5865| 9069 9397/19095| 4885 3854 5528| 1288 17869 1379| <500
- 112507 f ;
23-CMOA ']'Odc\’;';?i?e'”g 69| 6210 3526  8834|14460 5707 19354| 2426 4366 3041| 605016349 2613 512
» . _ _[125(1; H H
22-(S-Bz-CO-[iodohistamine) )| 1414 <500 <500| 1159 <500 1926/ <500 <500 <500 <500 1752 <500 <500
vitamine D
| _[2_ _r125; F. A " A H
22-NH-[3-(1H-{*lliodoimidazol-4-y1) prof;?::?;ﬁ‘g 76/11894| 4473 16081|28132 11302 37184| 5665 6847 6547| 5377 18502 3442 <500

Tableau 11 : Résultats des titres des immunseréa3issuris en fonction des 6 traceurs

B Jeimmuno S1

@ Jeimmuno S2
@ Je immuno S3

O2eimmuno S1
B 2eimmuno S2

O 2eimmuno S3
@ 3eimmuno S1

O3eimmuno S2
@ 3eimmuno S3

@ 4eimmuno S1
O4eimmuno S2
@ 4eimmuno S3

@ 5eimmuno S1

20-CO-
[125I]iodohistamine

vitamine D

22-CMO-
[125I]iodohistamine

vitamine D

22-CO-
[125lJiodohistamine
vitamine D

Traceur

23-CMO-
[125lJiodohistamine
vitamine D

22-(S-Bz-CO-

[125I]iodohistamine)
vitamine D

22-NH-[3-(1H-
[125I]iodoimidazol-4-
yl)-propionamide]
vitamine D

Graphique 13 : Titres des immunsera des sourisé&dasar traceur
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B 20-CO-[125l]iodo histamine

40000 vitamine D
M @ 22-CM O-[125lJiodohistamine
35000 |  vitamineD
B 22-CO-[125l]iodo histamine
30000 | vitamine D
M 0 23-CM O-[125l]iodohistamine
vitamine D
25000 —
W 22-(S-Bz-CO-[125l]iodo histamine)
vitamine D
£ 20000 -
B @ 22-NH-[3-(1H-[125]io doimidazo I-4-yl)- _
propionamide]
15000 M 1 vitamine D
10000 H
5000 -
0 4 L
A A el el ) p) ™ ™
& & & R L g Yy &
® ® N & ®
.6\0 '((\0 .@0 '((\0 .6\0
N & N & N
R % R Immunogéne @ @
Graphigue 14 : Titre des immunsera des sourisé&dgsar immunogéene
Toutes les souris immunisées par les —3
immunogénes de la vitamineD ne 1 o~ COOH
réagissent pas de la méme maniére en h, 2 N | ---> 5% haptene
terme de quantité et de qualité d’anticorps 40 ;K\S
sécrétés. Ainsi, visuellement, I'analyse du 2

///,,' ~ Nx

Graphique 13 montre clairement que le  3g 7 *0” “COOH-> 4°M haptene

traceur homologue du®® immunogéne

utilisé  (22-S-Bz-CO-[iodohistamine) 27 SO~ COOH L eme papiane
vitamine D71 ne donne gquasiment aucun e

titre exploitable sur I'ensemble des 13 36 " SCOOH - > 3%M haptene
souris testées. lls sont tous inférieurs au e

1/2000, méme avec la souris S1-6, o0 " GOOH s > 1% haptene
immunisée par la (22-S-Bz-CO-BSA) R

vitamine D 47. L'objectif de cet T RN e > 25-OH vitamine D,
immunogéne a chainon rigide (phényle) de m

creer une zone floue pour la
reconnaissance identique des deux chaines
latérales des 25-OH vitamines BX D; est

un échec.

_____ > 25-OH vitamine D5

Par contre, une bonne réponse immunitaire
est observée pour les souris immunisées
par la 22-CMO-BSA vitamine 29, en .
particulier les souris S3-8 et S1-8. LaoO"
souris S2-4 immunisée par 'immunogéne . . R R i 2
23.CMO-BSA vitamine D45 donne aussi Figure 92 : Chainons des hapténes synthétisés

de bons titres.
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D’un point de vue général, I'homologation de laiclealatérale d’'un méthylene comme c’est le cas
entre la 20-CO-BSAR2 et la 22-CO-BSA vitamine @3 et entre la 22-CMO-BSA9 et la 23-CMO-
BSA vitamine D45 ne fait que baisser le titre de ces souris.

Un immunogene dont I'haptene est couplé par un B2a€0 de longueur intermédiaire entre le 20-
CO et le 22-CMO ne donne finalement pas de megl¢itnes que ce dernier, réputé empiriguement
pour donner de bonnes réponses immunitaires.

Il faut noter que le seul traceur ne provenantdaasouplage d’'un hapténe et de I'histamine, lecuac
22-NH-[3-(1H-[**1]iodoimidazol-4-yl)-propionamide] vitamine 36, donne des titres plus élevés sur
quasiment toutes les souris.

Ainsi, en comparant les titres des souris immumispar la 20-CO-BSA22 et la 22-CO-BSA
vitamine D43 et par la 22-CMO-BSA9 et la 23-CMO-BSA vitamine @5, un chainon court semble
donc préférable du point de vue de la réponse intaiten De plus, une structure inconnue pour
I'organisme immunisé comme le sont les dérivés atbaxyméthyloxime (CMO) engendre une plus
forte réaction immunogénique.

Les titres refletent la quantité d’anticorps obtemais ne préjugent pas de leur qualité. Les apco
sécrétés doivent pouvoir reconnaitre de manienetiglee les deux 25-OH vitamines @t Ds. Les
immunsera possédant un titre exploitable sont gdesteécompétition avec les deux gammes 25-OH
vitamines D et Ds.

V.2 Compétition avec les gammes 25-OH vitamines D , et D3

Les immunsera des souris dont le titre est suffi€ari/500) sont testés en compétition avec 4 point
de chacune des deux gammes 25-OH vitaminetD; (0 ; 1,6 ; 40 et 200 ng/mL).

Les deux gammes sont préparées a partir de sa@dutier25-OH vitamine Pou D; dans de I'éthanol
absolu. Les concentrations cibles sont obtenueslipgion en cascade d’'une solution mére, dont la
concentration exacte est calculée a partir de fesitle optique mesurée au.x de la vitamine D a
264 nm avec les coefficients d’extinction donnésladittérature :

€264nm (25-OH vit. Dy) = 19400 L.mot.cmi*

€264nm (25-OH vit. D;) = 18300 L.mot.cm*

La fourchette des concentrations usuelles de 25vidkinines D ou D; a doser dans les sera est
comprise entre 25 et 100 pmol/mL soit entre 100etg/mL. En dessous des ces valeurs, il y a carence
et au dela de 100 ng/mL, il y a risque d’intoxioatpar la vitamine D. Avec une d&de 20 ng/mL, le
dosage devrait permettre de mesurer aussi biaoteentrations pathologiques faibles que les fortes

Les concentrations (en ng/mL) étant identiques pegideux gammes, une erreur négligeable est faite
correspondant au rapport entre les masses moléuties deux vitamines, soit 412,65/400,64 = 3%.

L’ensemble des courbes de compétition des deux @n#B-OH vitamines Pet D; montrent que
toutes les souris ne répondent pas de maniereagienivoir Annexe D). Globalement, la 25-OH
vitamine Db déplace moins bien les traceurs que la 25-OH witar;. En effet, les faisceaux de
courbes correspondant a la gamme 25-OH vitaméb pointillé - - - - - ) ont un rapport B¢B
souvent supérieur a ceux de la 25-OH vitamig@®&ur un méme traceur et une méme concentration.

17 Observation non-publiée de 'ERM 0322
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IV.2.1 Souris immunisées par la 20-CO-BSA vitamine

D 22

Parmi les souris immunisées par la 20-CO-BSA viten) 22, une seule répond de maniére quasi
identique pour les deux gammes avec le traceur logue 20-CO-*lJiodohistamine vitamine 39,
il s’agit de la souris S2-7. (Graphique 15)

100%
90%

80% -
70%

60%
50%

B/BO

40% ~
30% -
20% -
10% -+

0%

— ---%x--- 250H-D2 / 22-CO

— —»—250H-D3/ 22-CO
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[25-OH vit. D] (ng/mL)
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Graphique 15 : Déplacements par les gammes 25-@khwies D et D; de la liaison du traceur 20-

CO-hist vit D59 a I'immunserum de la souris S2-7 (2_O-CO-BSA vitamb 22)

L'IC 5o de cette souris reste tout de méme élevé (30 nglenR5-OH vitamine D). A 200 ng/mL,
I'anticorps lie encore 20% de la radioactivité danslard 0 ng/mL (B/B= 20%).

Les deux autres souris ont de trop fortes difféeende reconnaissance des deux vitamines, leurs
anticorps ne peuvent étre exploités. (Graphique 16)
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IV.2.2 Souris immunisées par la 22-CMO-BSA vitamine

Souris S1-7 (20-CO-BSA vit. D)

Souris S3-7 (20-CO-BSA vit. D)
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Graphigue 16 : Autres souris immunisées par la @9BSA vitamine D22

D 29

Les souris immunisées par la 22-CMO-BSA vitamin29dont les titres sont plus élevés en moyenne
gue pour les autres souris, donnent des résulitisfassants en terme de reconnaissance des deux 25
OH vitamine D. Ainsi les souris S2-8 et S3-8 asSesiaux traceurs 22-C&HJiodohistamine
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vitamine D67 et 22-NH-[3-(1H-{*1]iodoimidazol-4-yl)-propionamide] vitamine 6 et au traceur
20-CO-{*%]iodohistamine vitamine 39 (Graphique 17), respectivement, remplissent ceditions.

Les traceurs a l'exception du traceur 20-C®Hjodohistamine vitamine D59 sont déplacés
correctement par les deux gammes pour les antiaepa souris S2-8 qui forment un faisceau de
courbe d'IGo & 20 ng/mL compatibles avec la gamme de concerigaplasmatique a doser. (voir
Annexe D, graphique S2-8)

Souris $2-8 (22-CMO-BSA vit. D) Souris S3-8 (22-CMO-BSA vit. D)
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Graphique 17 : Déplacements par les gammes 25-@hwies D et D; de la liaison des traceurs
iodés aux immunsera des souris S2-8 et S3-8 (22-B¥8 vitamine D)

De ces trois combinaisons, la meilleure est celleest la plus sensible dans la zone des faibles
concentrations en 25-OH vitamine D. La souris Sz8sociée au traceur 22-NH-[3-(1H-
[**1]iodoimidazol-4-yl)-propionamide] vitamine D6 offre les meilleurs déplacements pour les faibles
concentrations. Pour la suite des travaux de rebkeune fusion sur cette souris est a envisager.

Pour l'autre souris (S1-8), la gamme 25-OH vitaninesst systématiquement moins bien reconnue
gue la gamme 25-OH vitaming,D

IV.2.3 Souris immunisées par les autres immunogenes

Le reste des souris immunisées par les immunog&h€X0-BSA43, 23-CMO-BSA45 et 22-(S-Bz-
CO-BSA) vitamine D47 fournit des anticorps avec de fortes différencesatonnaissance pour les
deux vitamines D et de faibles sensibilités sutdbut des courbes d’étalonnage.

La souris S2-5 immunisée par la 22-CO-BSA vitaniind3 répond de maniéere identique pour la
gamme 25-OH vitamine {guelque soit le traceur iodé excepté le 22-(S-BeHistamine) vitamine D
71 (Graphique 18)
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Souris S1-5 (22-CO-BSA vit. D) Souris S2-5 (22-CO-BSA vit. D)
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Graphique 18 : Exemples de courbes de déplacertmiriteb souris possédant des défauts de
reconnaissance

IVV.3 Conclusion sur les immunisations comparatives

Une mojorité de souris (9/13), quelque soit I'imrmagane utilisé et quelque soit le traceur, montrent
une moins bonne reconnaissance de la gamme 25-@thine B que de la gamme 25-OH
vitamine B.

L’ensemble des résultats obtenus a partir de Il'imisation comparative de souris par les 5
immunogénes précédemment synthétisés montre quépdese immunitaire des souris immunisées
par la 22-CMO-BSA vitamine 29 avec un chainon non peptidique et court est pitie fjue pour les
autres immunogénes utilisés. De plus la reconnaissaes deux 25-OH vitamines, Bt D; est
identiqgue et laisse le choix du traceur iodé. Comateendu, les chainons CMO sont plus
immunogéniques que les chainons acide carboxy(ig@®OH) simples.

De nombreuses souris n'ont pas de différence denneéssance pour les traceurs iodés dont les
différences de structures s’expriment sur la chéitérale, mais discriminent tout de méme les deux
25-OH vitamines Pet Ds.

L’homologation d’'un groupement méthyléne des haggeB0-COOH vitamine 20 et 22-CMO
vitamine D 27 conduisant respectivement aux 22-COOH vitaming@et 23-CMO vitamine C38
dégage la liaison simple C22-C23 similaire a lamine @ (Figure 92). Les anticorps issus de
l'ensemble de ces immunogénes semblent, de magjéngrale, mieux reconnaitre la 25-OH
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vitamine B3 que la 25-OH vitamine £ mais cette différence de reconnaissance paminder avec

les deux premiers immunogénes (20-CO-B2fet 22-CMO-BSA vitamine 29). (Annexe D)

Ainsi, pour ces deux hapténes a chainon courst ibessible de trouver un immunserum de souris qui,
associé a un traceur, donne une reconnaissancaqiterdes deux 25-OH vitamines, @t Ds.
L’hapténe 22-CMO vitamine R7 qui possede la double liaison de I'oxime commenélét d’analogie
avec celle de la 25-OH vitamine Bemble favoriser la reconnaisance de la 25-OHmiita D, qui
parait pénalisée avec les anticorps obtenus a pladiautres hapténes.

Par contre, ’homologue d’'un carbone supplément@BCMO vitamine D38) ne présente plus la
double liaison de I'oxime mais une liaison satut@2-C23 qui affecte la reconnaissance des anticorps
correspondants pour les deux 25-OH vitamingetD; au profit de la 25-OH vitamineszD

Un autre point interessant est le traceur 22-NKtB-[**1]iodoimidazol-4-yl)-propionamide]

vitamine D76 qui semble favoriser la reconnaissance de la uitarD avec des titres plus éleves et
quelque soit 'immunogeéne.
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Conclusion et perspectives

Cing immunogenes de la vitamine D ont pu étre algegpar couplage a la BSA d’hapténes de la
vitamine D sur laquelle un chainon a fonction acddoxylique terminale a été introduit sur la ceal
latérale : 20-CO-BSA22; 22-CMO-BSA29; 22-CO-BSA43; 23-CMO-BSA45 et 22-(S-Bz-CO-
BSA) vitamine D 47. Ces cing hapténes ont aussi permis la préparatendérivés a ioder,
indispensables pour le développement d’une trodssosage RIAY).

La synthése de tous les dérivés de la chaine latéela vitamine D a été améliorée par divers
perfectionnements portant sur 'usage d'un colopour suivre la réaction d’ozonolyse de la chaine
latérale, sur des procédés permettant 'absenserdérisation du triene de la vitamine D et sur un
nouveau montage de photoisomérisation.

L’optimisation de ces étapes d’hémisynthese devégsur la chaine latérale a partir de la vitarbipe

a permis d’obtenir de nombreux composés tel quéddgdenes eux-mémes, les dérivés a ioder ainsi
gue des précurseurs de marqueurs d’affinité.

Les immunisations menées sur des souris, destrdesdapins ont toutes donné des anticorps anti-25
OH vitamine D.

Les lapins ainsi que les rats, ont de maniére générieux répondu que les souris aux immunisations,
conduisant & des immunsera de meilleure qualité.

Seul le dernier immunogene préparé (22-(S-Bz-CO-B&ramine D71) n'a pas donné les résultats
escomptés et s’est méme révelé toxique sur lesssour

Les autres immunogénes permettent de conclureagoadueur de la chaine latérale est importante en
terme de quantité d’anticorps sécrétés dans lesuimeara et mais surtout en terme de spécificité de
reconnaissance des deux 25-OH vitamingstlD;. Une chaine latérale courte et si possible posséda
un bras non peptidique de type carboxyméthyloxi@ @) semble préférable a des bras plus longs.
En fait, les deux premieres structures d’haptéopgsées (20-COOHO et 22-CMO vitamine 27)
donnent les meilleurs résultats.

Ainsi, les deux premiéres fusions réalisées jusguésent uniquement sur trois rats immunisés par la
20-CO-BSA vitamine 22 ont permis I'obtention de deux hybridomes sécmételanticorps anti-25-
OH vitamine D (1G2 et 5D4). L'un de ces deux amfisomonoclonaux présente la caractéristique
nécessaire de reconnaissance similaire des de@t&Gtamines [ et D; (5D4).

La comparaison des anticorps obtenus a partir desriunogenes permet d’affirmer que le meilleur
d’entre eux est le 22-CMO-BSA vitaminedd. Les titres des immunsera sur ces souris sorglless
élevés et il n’y a que tres peu de différence denpaissance entre la 25-OH vitamineddla 25-OH
vitamine 3. Une fusion serait envisageable sur 'une des souris utilisées pour les immunisations
comparatives (p. ex. S2-8 ou S3-8) afin d’obteeimduveaux anticorps monoclonaux. Les rats ayant
des réponses immunitaires plus fortes contre lesunogenes de la vitamine D, il serait peut étre
préferable d'immuniser a nouveau des rats par {&€@D-BSA vitamine D29. En effet, I'étude a
posteriori des immunsera de [a°tampagne d'immunisation avec la 20-CO-BSA vitanin22 et la
22-CMO-BSA vitamine D29 montrait déja des tres bons résultats sur lesimatsunisés par la 22-
CMO-BSA vitamine D29. Ces rats sont trop vieux pour envisager une ffusio

L’étude structurale par marquage d’affinité, séqage et modélisation moléculaire des anticorps
monoclonaux issus d'immunisations par la 20-CO-B@&amine D22 et la 22-CMO-BSA vitamine D

29 permettrait alors de commencer a comprendre lestggistiques essentielles du site de liaison des
anticorps monoclonaux obtenus.
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Conclusion

Les voies d’accés aux précurseurs de synthése ajgenes et des traceurs de la vitamine D ont
permis, en complément de ces travaux, de propasesynthese de marqueurs d’affinité qui pourront
étre employés pour I'analyse structurale de sitntitorps anti-vitamine D, mais aussi pour des
marquages d’affinité de la DBP.

La préparation d'immunogenes de la DBP stabilissesdsa forme « holo », par liaison covalente a
une vitamine D par marquage d’affinité pourra aktre envisagée. Les anticorps dirigés contre cette
forme de DBP permettraient alors la mise au pdim dosage direct des deux 25-OH vitamingseD

D3 sans extraction, ni précipitation des protéineggés, ni emploi d’'un inhibiteur de la liaisona |
DBP.

-----

22-NH-[3-(1H-imidazol-4-yl)-propionamide] vitamir 75.

Le savoir-faire acquis en série 25-hydroxyvitaminpourrait faire I'objet d’adaptations de la stgig

de synthése pour mettre au point le dosage de,2bidihydroxyvitamine b et D;, trés intéressante
d’un point de vue clinique puisqu’il s’agit de larfne hormone active de la vitamine D. Par ailleurs,
les mises au point effectuées dans ce travail peunettre aisément de synthétiser des familles de
molécules a squelette vitamine D modifiées surHaime latérale sont susceptibles d’applications
potentielles pour la recherche de molécules aigEfarmacologique.
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Partie expérimentale

Matériels et méthodes

Produits et solvants commerciaux

Les produits chimiques commerciaux proviennent @gn&-Aldrich-Fluka, St Quentin Fallavier,
France sauf précision. Les solvants de SDS, det@uyabur analyses, sont utilisés en I'état sauf
précision.

Le THF anhydre est obtenu par distillation sur sodbenzophénone ou sur hydrure de lithium-
aluminium. Le dichlorométhane anhydre est dissilié hydrure de calcium.

Purification sur silice

La silice pour chromatographie préparative 60A 8547 est fournie par SDS.
Les plagues de gel de silice 6@fsur aluminium pour CCM sont découpées dans deleaox
500x20 mm Merck 1.05562.

Purification des immunogenes

La purification des immunogenes est effectuée s eolonne de Sépharose® CL4B (Amersham
Pharmacia Biotech) ref : 17-0150-01 et billes deev€6 mm de @3,5x80 cm. La détection se fait a
280 nm sur un spectrophotomeétre (LC spectrophotemietnge 0,64 ; enregistreur Kipp et Zonen BD
41, sensibilité 10 mV) muni d'un enregistreur (Kigh Zonen BD 41, sensibilit¢ 10 mV, papier

0,2 mm/mn). Les fractions sont collectées par Ulecieur de fractions (ISCO Retriever II).

Les immunogenes sont lyophilisés par un lyophiisaChrist alpha 1-4.

Résonance Magnétique Nucléaire

Les spectres sont enregistrés a 300 MHz sur urtrepe&tre Brucker ALS 300 ou a 500 MHz sur un
spectrométre Brucker DRX 500 pour |84 et & 75 MHz ou & 125 MHz pour [€8C dans le
chloroformed (ou autres solvants précisés). Les déplaceméhtsofit donnés en ppm par rapport au
tétraméthylsilane (TMS) a 0 ppm, les constantesadplage (J) en hertz (Hz), et la multiplicité gar
(singulet), d, dd, dt (doublet, doublet de doubletsublet de triplets), t (triplet), g (quartet), m
(multiplet), ¢ (complexe), Ir (large).

Spectrométrie de masse

La spectrométrie de masse est un outil d’'analysectsrale qui associé avec la RMN permet la
détermination de la structure des molécules paud&& des fragments issus d’'impacts électroniques su
le produit analysé. La mesure de la masse exactaepda vérification de la formule brute du
COMpOoSse.

Les spectres de masse (MS) et les masses hauteititsdHRMS) ont été mesurés sur un
spectrometre Finnigan MAT 95 XL selon les techngseivantes :

» Impact électronique (EIl), 70 eV,

» lonisation chimique (Cl), isobutane (gaz réactant),

» LSIMS (Liquid Secondary lon Mass Spectrometry).
Les spectres électrospray (ESI) ont été enregistrésn spectrometre Finnigan LCQ Advantage avec
comme solvant d’'infusion un mélange : MeOH/eauW/CIlHCOOH.
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Spectres infra-rouge

Les spectres IR sont enregistrés en solution dangttachlorure de carbone dans une cellule de
chlorure de sodium sur un Bruker Vector 22 a trarmsée de Fourrier.

Spectres ultra-violet

Les spectres UV sont enregistrés sur un spectrenS&tfas Monaco UV mMou sur un spectrométre
Beckman-Coulter DU 800.

Chromatographie liquide haute performance

Les analyses ou les séparations préparatives aited sur une CLHP Waters (pompe 600E ; détecteur
UV a barrette de diode 996) piloté par un PC.

Analytique :
Pré-colonne : uBondapak C18 Guard-Pak.

Colonne : Hypersil 56105-060 ; 26066 mm 5um Kromasil C18.
Boucle : 20 pL.
Débit : 1 mL/mn.

Préparatif :
Pack a compression radial : PrepLC 25 mm Module.

Pré-colonne : Waters, Guard-Pak Cartridgel®5mm, pBondapak C18 10 um 125 A.
Colonne : Waters, PrepPak Cartridgec®® mm, pBondapak C18 10 um 125 A.
Boucle : 2000 pL.

Débit : 8 mL/mn.
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Temps de
Produit rétention Méthode
(mn)
o acide du trans-triene 10 MeOH/AcOH 100:0,5%o
S acide du triéne 9,5 MeOH/AcOH 100:0,5%o
E acide de l'iso-triéne 11,5 MeOH/AcOH 100:0,5%o
‘o .20-COOH vitamine 9 MeOH/eau/AcOH 80:20:0,5%o
' 20-COOH iso-vitamine 19,5 MeOH/eau/AcOH 80:20:0,5%o
22-CMO du trans -triéne 9,5 MeOH/AcOH 100:0,5%0
o 22-CMO du triéne 9 MeOH/AcOH 100:0,5%o
S 22-CMO de liso-triene 10,5
E 22(E)-CMO vitamine D 11 MeOH/eau/AcOH 80:20:0,5%o
o 22(Z)-CMO vitamine D 12 MeOH/eau/AcOH 80:20:0,5%o
N 22(E)-CMO iso-vitamine D 22 MeOH/eau/AcOH 80:20:0,5%o
22(Z)-CMO iso-vitamine D 23,5 MeOH/eau/AcOH 80:20:0,5%o
S 22-cyano triene 10,5 MeOH 100%
£ 23-CHO triene 12 MeOH 100%
-% 22-COOH triene 11 MeOH/AcOH 100:0,5%o
™ 22-COOH vitamine D 10 MeOH/eau/AcOH 80:20:0,5%o
S 23(E)-CMO triéne 10,5 MeOH/AcOH 100:0,5%0
E 23(Z)-CMO triene 11 MeOH/AcOH 100:0,5%o
-% 23(E)-CMO vitamine D 15,5 MeOH/eau/AcOH 80:20:0,5%o
< 23(Z)-CMO vitamine D 16,5 MeOH/eau/AcOH 80:20:0,5%o
o 22-(S-Bz-COOH) triene 22 MeOH/AcOH 100:0,5%o
o 22-(S-Bz-COOH) vitamine D 10,5 MeOH/eau/AcOH 90:10:0,5%0
20-CO-histamine du trans -triene 8 MeOH 100%
20-CO-histamine du triéne 6,5 MeOH 100%
20-CO-histamine vitamine D 10,7 MeOH/eau/EtzN 70:30:0,1%o
20-CO-(5-iodohistamine) vitamine D 14,5 MeOH/eau/EtzN 70:30:0,1%0
22-CMO-histamine vitamine D 12,5 MeOH/eau/EtzN 75:25:0,1%o
" 22-CMO-(5-iodohistamine) vitamine D 15 MeOH/eau/EtzN 75:25:0,1%o
> o 16  MeOH/eau/Et;N 70:30:0,1%o
8 22-CO-histamine vitamine D
@ 8,5 MeOH/eau/EtzN 75:25:0,1%0
- 23-CMO-histamine vitamine D 15,3 MeOH/eau/EtzN 75:25:0,1%o
22-(S-Bz-CO-histamine) vitamine D 7,5 MeOH/eau/EtzN 90:10:0,1%0
22-NH-[3-(1H-imidazol-4-yl)- 9 MeOH/eau/Et;N 80:20:0,1%o
propionamide] vitamine D 11,3  MeOH/eau/Et;N 75:25:0,1%0
20-CO-PEO biotine vitamine D 11,2 MeOH/eau 70:30
22-CMO-PEO biotine vitamine D 26 MeOH/eau/ 70:30
trans-trienol 11,5 MeOH 100%
trieénol 10,5 MeOH 100%
22-OH vitamine D 5,75 MeOH/eau 90:10
22-Op Ts du trienol 13,5 MeOH 100%
22-Op Ts vitamine D 9,5 MeOH/eau 90:10
22-iodo vitamine D 15 MeOH/eau 95:5
20-CO-ethylénediamine-BOC vitamine D 10,3 MeOH/eau 80:20
20-CO-ethylenediamine vitamine D 75 MeOH/eau/EtzN 80:20:0,1%o
22-amino triene 32,8 MeOH/Et;N 100:0,1%0
22-azido vitamine D 19 MeOH/eau 90:10

Tableau 12 : Méthodes de séparation CLHP pourdasés absorbants dans I'UV
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Protocole de fusion

Rate

Myélome

3 boites de Pétri : 7 mL de RPMI 3% SVF (ou DMEM) par boite
Dilacérer la rate, placer en tube

Laisser décanter 5 mn, éliminer les blocs

Prendre la quantité nécessaire de myélome

Centrifuger 7 mn a 1000 rpm

Eliminer le surnageant, tapoter le culot

Resuspendre le culot dans 20 mL de RPMI sans SVF (ou DMEM) (rate souris)

Rate de rat : lyse des globules rouges dans 7 mL de Tris NH4ACI 4 mn a 37°C en
bain marie, puis compléter a 20 mL de RPMI sans SVF (ou DMEM)

Eliminer le surnageant, tapoter le culot

Resuspendre le culot dans 20 mL de RPMI sans SVF (ou DMEM)

Centrifuger 7 mn a 1000 rpm

Eliminer le surnageant
Resuspendre le culot dans 10 mL de RPMI sans SVF (ou DMEM)

Filtrer sur tamis pour eliminer les débris cellulaires
Sur un aliquot dilué au 1/10, compter les cellules, puis compléter a 20 mL

Eliminer le surnageant

Resuspendre le culot dans 10 mL de RPMI sans SVF (ou DMEM)

Sur un aliquot dilué au 1/10, compter les cellules, puis compléter a 20 mL

Centrifuger 7 mn & 1000 rpm

Resuspendre le culot dans 10 mL de RPMI sans SVF (ou DMEM)

Resuspendre le culot dans 10 mL de RPMI sans SVF (ou DMEM)

Prendre un ratio rate/myélome de 4:1

Mélanger a la pipette
Compléter a 25 mL de RPMI sans SVF (ou DMEM)

Centrifuger 7 mn & 1250 rpm

Eliminer le surnageant, tapoter trés délicatement le culot

Ajouter progressivement 700 pL de PEG 1500 (50% m/v ds PBS) en 1 mn a 37°C (bain marie) en "triturant” le culot

Laisser tube ouvert & 37°C
Ajouter 5 mL RPMI sans SVF (ou DMEM) en 3 mn a 37°C
Ajouter 2x7 mL RPMI sans SVF (ou DMEM) en 2 mn a 37°C

Centrifuger 10 mn a 1250 rpm

Eliminer le surnageant

Resuspendre le culot aprés I'avoir décollé au préalable a raison de 10° cellules de rate/mL dans du RPMI 20% SVF - HAT (ou DMEM - HAT)

Distribuer 100 pL/puits dans les plaques 96 puits contenant les macrophages
Compléter les puis par du RPMI 20% SVF - HAT (ou DMEM - HAT)

Figure 93 : Protocole de fusion

Milieu de base RPMI 1640 :
e Glutamine
* Acides aminés non-essentiels
* Pyruvate de sodium
» (Pénicilline — streptomycine)
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Dérivés du milieu RPMI utilisés au cours de |la dunsi
» RPMI sans SVF (100-150 mL)
> RPMI — 3% SVF (50 mL)
» RPMI - HAT - 20% SVF (250 mL)

Protocole de criblage en RIA

« Coating » :
+ 100 pL/puits Anticorps chévre anti-rat dilué pgmL
- Incubation a Ta une nuit ; Puits aspirés et lavés

Criblage :
+ 100 pL surnageant culture
- Incubation 2 h a 25°C, agitation ; Puits aspirés
- Lavage a l'eau 2x
+ 200 pL traceur a 60000 cpm
- Incubation 1 h a 25°C, agitation ; Puits aspirés
- Lavage a l'eau 3x
- Comptage de la radioactivité liée
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Modes opératoires

RV 2= 0 011 = St PRSP 158
Vitamine D, protégée 6(SQaet 6(R)2b (addUitS-SQ) & ....euvvuiiiiieiiie e 159
A O R O o (@I Vo (o (UL RS CF= =] ] o 160
22-OH addUitS-SOAa BLAD & ... araa e 161
20-COOME addUIt-SEI0(S) 58 . iuurririiiiiiiiieiiit ettt et e e e e e e e e e e s s s s e e e e eaaaaaaeeeeaeeesessnnnnes 162
22-0OpTS addUitsS-SEBAETOD & ....cciiiiieeeieeeii e e e e e e e e e e e e —————— 162
20-COOH adduits-SEB(S) 138 EE 13D i.ueiiiii et e e e e as 163
PO O @@ o I =T Fo 1 =T T 164
20-COOH tHENELD ...ttt e et e e e e e e e e e e e s et e e e e e e e e sssbeeeaessssseeaeeeaannseees 164
20-COOH VItaminNeg R0 ;... .ottt e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeebn s s s 165
20-CO-NHS VItaMINE D21 ...ttt e ettt e s e e e e e e e e e e e e e e eeeeeesesbnse s mnnanssnnnnns 166
1°" Immunogéne : conjugué 20-CO-BSA vitaming D - BER ..........ccooveveeeieeecee e eee e see s 166
22-CMO adduitS-S@23a T 23D i ...cc e eiiieieeeeeiieii et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e 167
P OV @ 1 =T Fo (=T T SRR 168
22-CIMO tHENEZB ;& ...t e e ettt e ettt e e e e ettt e e e e et et e e e e e e e bt e e eaeeeessses et eanannseeeeeeeannnreeaaeeaas 168
22-CMO VITAMING D27 : ...t e ettt ettt a et bbb e e e e e e e e e e e aaeeeeeeeaaaneeeeeeesnnrees 169
22-CMO-NHS VItAMINE [P i ...ttt e et e e e e e e enaaaaeeeas 169
2°™ mmunogéne : conjugué 22-CMO-BSA vitamine D - BER .......coovvevreeeeeeeeeeeereeeeeeeeenn, 170
trans-TrieNOBO (22-OH tHENE): .. .uueiii ettt e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeeeeeeeeesnsnnnnns 170
B I = 0 31 PSSR 171
22-OH VITAMINE D ittt e e e e sa e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeettbbannn e e e as 172
P O o ) IS 11T = )RR 172
22-OPTS VIAMINE DB . ...ttt e e e e e e e e et et ee e e et b e eba e e e e e e e e e e eaaeeeeeeeaaaneeeeeeesnnnees 173
P 0T (oY1 =T o 01 TS B 5 174
P O3 V7= Y Lo I 1 =T 1= 1 1SS 174
P O (O I =T TS RPN 175
22-COOH tHBNEBD ... ettt e ettt e e e e e e et e e e e e se bt e e e e e e e e s nbb et eaeaasaeeeeeeaannrraeeas 176
22-COOH VItaMINE DBO : ....ceeeiiiitiiiiiiiaeee e e e e e e e e e e e et eeeettb s s e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeebb b s e e as 176
22-CO-NHS VITaMINE D2 & ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeaesebansnnnanssnnnnns 177
3™ mmunogéne : conjugué 22-CO-BSA Vitaming D = BE ......c.ouveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenne 177

P2 R 1Y@ I (1= o= C PR RSPRPRRR 178
23-CMO ViItamINE DB8 : ......ccoieeiiiiiiieeeee e e et e e e e e e et e et e e et a e a e s e e e e aeeeeaeeeeseeneeaeeeeeensnnnnes 178
23-CMO-NHS VItAMINE DI ... e e et e et e e e e e e eaaaaaeaeas 179
4°™ Immunogéne : conjugué 23-CMO-BSA Vitamine D - BEBN ..........coveveeeeeeeeeeererseeeeees 179
22-(S-BZ-COOH) tHENBO . ....eeiiiieiiiitiiie ettt ettt e e e e e s s r e e e e e s nbb e e e e e s asseeeeeeensnneeseeaans 180
22-(S-Bz-COOH) VItamiNg [0 : ......ccoiiieeeeeeeeeeiis e s e e e e e e e e e e et s s e e e e e e eaeeeaaeeeeeesaennns 181
22-(S-Bz-CO-NHS) VitaminNe BB : .......ccoiieieeeiiiiiiiiie s e e et s s s e e e e e e e e e e eeeeeeeesennnnns 181
5°™immunogéne : conjugué 22-(S-Bz-CO-BSA) Vitamine BBA A7 © .......c.oveveeeeeeeeeeeeeeerereeen. 182
TrHENAIA8 (20-CHO tHENE) & oeviiiiieiee e e e e cemeeee et e e e e e e e e e e e e e e e saasseseraneeaeaaaaaaaaaeeas 182
20-CO-NiStamiNe tHENBT: .......oviiiiiie e e e e e e e e e e e e e e e s e e s e s ssrr e e raeeeeeaaaessesaans 183
20-CO-histaming VitaminNeg BB i ...........uuuuuuuiiiiiiiii e e eee ettt s s s e e e e e e e e e eeeeeeeeaeeenneennnnana 183
20-CO-(5-iodohistaming) Vitamine B i.......cccoiiiiiiiii e 184
22-CMO-histaming VItaming B4 : ..........ovuiiuiiiiiii i e ettt a s e e e e e e e e e e e e e eeaeeeeaannnnnan 185
22-CMO-(5-iodohistaming) VItamineg BB : .........ccoooiiiiiiiiiiiiiiieeie e 185
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22-CO-histaming VIitamMINe BB :...........uuuuuuuiiiiiieeieeeeeeeee e s e e e e e e e e aaeeeeeeeeearesnsannnas 186
23-CMO-histaming Vitamineg B8 : ...........uuuuuuiiiiiiiiiiee it 186
22-(S-Bz-CO-histaming) VItamMINE DD ©......ccooeiiiiiiiiiniiiaa e e e e e e e e e eeeeeeetrtataia s s e e e e e e e e e e eeeeeeeessssennnnns 187
Acide 3-(1H-imidazol-4-y1)-PropioniQUBS i .........coiiiieeeee et e e e e e e e e eee e 188
N-hydroxysuccinimide 3-(1H-imidazol-4-yl)-propiomak4 : ............ccooevveiiieeiiiiiiieiee e e e 188
22-NH-[3-(1H-Imidazol-4-yl)-propionate] Vitaming BB :..........ceeiieiiieeeeeeeeeeeeeeeeirre e e e 189
20-CO-NH-PEO-biotine VItamiNg D7 : .........oeeeieiiiiiiiiieee e e e e e et s s e e e e e e e e e e e e e e eeeaennsennnnns 189
22-CMO-NH-PEO-biotine vitaming B8 : ..........cooiiiiiiiiiiiiiiiiiie e e 190
20-CO-NH-CH-CH2-NHBOC Vitaming D79 :......ccooeiiiiiiiiciiiiiieieeeeee ettt a e e e 191
20-CO-NH-CH-CHa-NHo VIitaming D8O : ......covuiiiiiiiieiiie et e e e e e s e e e e eaas 191
W VA [0 [0 TN £ =T g T 1 RSP 192
R VA [0 [ =T a1 [ I USRS 193
P 1 01T 1o I 1= - S 193
22-amiN0 VILAMINE DB4 . ... oo e et e e e et et e e e e e e et e e e e s eeennasa e eeeaenes 194
23-AMINO tHENEBG & ... .cceiiiiiiiieiie e e e et e e e e e e e e et e e et e e et e e e e e eeeaeeeaeeeeeessess s s snnnnnseessaaann e eaeeeas 195
Conditions générales de marquage & I'ode(L125)......cccuururiiiiiiiiiiiiiiieee e 195
Purification d’anticorps sur colonne de Protéing. A..........ooeeveiiiiiiiiiiiiiie e 195

Vitamine B 1 ;118

34-hydroxy-9,10-secoergosta-5,7(E),10(19),22(E)- &t

RMN-*H (300 MHz, CDC}) : & = 6,23 (1H, d, J= 11,4 Hz, 6-CH);
6,04 (1H, d, J= 11,4 Hz, 7-CH) ; 5,20 (2H, m, 22¢23) ; 5,05 (1H, d, i, N
J= 2,3 Hz, 19Z-CH) ; 4,82 (1H, t, J= 2,3 Hz, 19E-GH, 3,95 (1H, m,
J=7,5; 3,8 Hz, 8CHOH) : 2,83 (1H, dd, J= 11,8 ; 3,7 HB-H,) ;
2,58 (1H, dd, J= 13,0 ; 3,8 Hzq4CH,) ; 2,42 (1H, m, B-CHy) ; 2,30
(1H, dd, J= 13,0 ; 7,5 HzB4CH,) ; 2,18 (1H, m, &-CH,) ; 2,01 (1H,
¢, 20-CH) ; 1,99 (1H, ¢, 14-CH) ; 1,97 (1H, ciCH,) ; 1,94 (1H, c,
20-CH;,) ; 1,86 (1H, ¢, 24-CH) ; 1,73 (1H, ¢, d&H,) ; 1,69 (1H, c,
2B-CHy) ; 1,69 (1H, ¢, 8-CH,) ; 1,67 (1H, ¢, 14-CHy) ; 1,54 (1H, c, C2gHas0
11B-CH,) ; 1,54 (1H, ¢, 16-CH,) ; 1,48 (1H, ¢, 25-CH) : 1,44 (1H, cHO" MM : 396,65 g.mol™
15a-CHy) ; 1,33 (1H, ¢, 18-CH,) ; 1,33 (1H, ¢, 17-CH) ; 1,29 (1H, ¢, A€H,) ; 1,02 (3H, d, J= 6,6
Hz, 28-CH) ; 0,92 (3H, d, J= 6,6 Hz, 21-GH, 0,84 (3H, d, J= 4,7 Hz, 27-G}4 ; 0,82 (3H, d, J= 4,7
Hz, 26-CH)a ; 0,56 (3H, c, 18-C)

RMN-*3C (75 MHz, CDC}) : & = 145,7 (C-10) ; 142,9 (C-8) ; 136,3 (C-22) ; T3EC-5) ; 132,6 (C-
23): 123,1 (C-6) ; 118,1 (C-7); 113,1 (C-19) ;H9C-3) ; 57,1 (C-17) ; 57,1 (C-14) ; 46,6 (C-4);
46,4 (C-13) ; 43,5 (C-24) ; 41,0 (C-12) ; 41,0 (0}235,8 (C-2) ; 34,7 (C-25) ; 32,6 (C-1) ; 293- (
9); 28,4 (C-16) ; 24,2 (C-11) ; 22,9 (C-15) ; 21(B28) ; 20,6 (C-27); 20,3 (C-26) ; 18,2 (C-21) ;
12,9 (C-18)

18 Draprés : Mizhiritskii, M. D.; Konstantinovskii, .LE.; Vishkautsan, Rletrahedronl996 52, 1239-1252.
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Vitamine D protégée 6(Ra et 6(R)2b (adduits-SQ) :

Adduits-SQ 6(S) et 6(R) du[(t-butyldiméthylsilyl)oxy]-9,10-secoergosta-5, J(ED(19),22(E)-
tétraene

L’ergocalciférol 1 (12,59; =2
31,5 mmol; 1éq.) est dissous dans r :
63 mL (c=0,5 M) de dichlorométhane
anhydre sous agitation a température
ambiante puis refroidi a —78°C. Un
large exces d'anhydride sulfureux
liquide est ajouté sous agitation, le H,
milieu réactionnel passe alors de jaune =
pale a orange et la température e?@ Vo
laissée remonter jusqu’a ébullition d Si\o\v
'anhydride sulfureux (-10°C) pendant

1,25 h (suivi CCM éther de pétrole-AcOEt 7:3). LlSemble est ensuite rechauffé a température
ambiante et dégazé a l'azote. L'imidazole (5,1%p;6 mmol; 2,4 éq.) est ajouté a température
ambiante, suivi du chlorure de tert-butyldiméthylsi (5,7 g ; 37,8 mmol ; 1,2 ég.) & 0°C, dissous
dans (32 mL ; c=1 M) de dichlorométhane anhydree8f2 h de réaction, (1,9 g ; 12,6 mmol ; 0,4 éq.)
de chlorure deert-butyldiméthylsilyle sont rajoutés puis le milieGactionnel est traité 1 h apres par
'ajout d’'une solution aqueuse saturée de bicarteomi® sodium et d’'acétate d'éthyle. La phase
agueuse est séparée et lavée deux fois a l'acdttteyle. Les phases organiques sont regroupées,
lavées deux fois par une solution aqueuse sat@rééldrure de sodium (saumure), séchées sur sulfate
de magnésium (MgSQ) partiellement évaporées sous vide, filtréessslige et évaporées sous vide a
30°C jusqu’a obtenir un solide jaunatre contenardoee de I'imidazole. Ce solide est purifié sur
colonne de silice 35-70 um, éluée par un mélanperée pétrole-AcOEt 9:1 pour collecter trois
fractions par polarités croissantes : 4,101 @ale 10,687 g d’'un mélange @a et2b; 2,552 g de&b

soit 17,34 g ; (Rdt : 96%), tous des solides blancs

Ca4Hgg05SSi
MM : 574,97 g.mol !

CCM (Ether de pétrole/AcOEt 80/20) isome(&SEh Rf = 0,37
CCM (Ether de pétrole/AcOEt 80/20) isome(®&p: Rf = 0,27

RMN-*H (500 MHz, CDC}) isomeére 6S): & = 5,20 (1H, ¢, 23-CH) ; 5,19 (1H, ¢, 22-CH) ; 4@,
d, J= 8,8 Hz, 7-CH) ; 4,52 (1H, d, J= 9,1 Hz, 6-CH)02 (1H, m, 8-CHOH) ; 3,65 (2H, m, 19-
CHy) ; 2,61 (1H, ¢, B-CHy) ; 2,22 (1H, &-CHy) ; 2,10 (1H, B-CHy) ; 2,10 (1H, 4-CHy) ; 2,05 (1H,
m, 20-CH) ; 2,02 (1H, 14-CH); 1,99 (1HB<CH,) ; 1,96 (1H, 1B-CH,); 1,85 (1H, 24-CH); 1,83
(1H, 28-CH,) ; 1,73 (1H, 1&-CHy) ; 1,72 (1H, @-CHy) ; 1,72 (1H, 16-CHy) ; 1,71 (1H, 2-CHy) ;
1,68 (1H, 1B-CH,) ; 1,52 (1H, 16-CH,) ; 1,48 (1H, 25-CH); 1,42 (1H, BSCH,) ; 1,35 (1H, 17-
CH) ; 1,32 (1H, 18-CH,) ; 1,30 (1H, 18-CHy) ; 1,02 (3H, d, J= 6,9 Hz, 21-GH, 0,92 (3H, d, J= 6,6
Hz, 28-CH) ; 0,88 (3x3H, s, 31-CC¥i; 0,83 (2x3H, t, J= 7,3 Hz, 26,27-GH 0,66 (3H, s, 18-CH} ;
0,05 (2x3H, d, 29-SiCh)

RMN-*3C (125 MHz, CDCY) isomeére €S): & = 150,6 (C-8) ; 135,6 (C-23) ; 132,1 (C-22) ; B3(C-
5) : 126,4 (C-10) ; 110,2 (C-7) : 67,7 (C-6) ; 66(B3) ; 58,1 (C-19) ; 56,5 (C-14) ; 56,4 (C-17)6,1
(C-13) ; 42,9 (C-24) ; 40,3 (C-20) ; 40,3 (C-1B4,3 (C-4) ; 33,1 (C-25) ; 30,7 (C-2) ; 29,9 (C:9)
27,7 (C-16) ; 25,8 (C-31) ; 24,3 (C-1) ; 24,0 (Q-122,1 (C-15) ; 21,1 (C-21) ; 20,0 (C-27) ; 19CF
26) ; 18,1 (C-30) ; 17,7 (C-28) ; 12,0 (C-18) 7-4C-29)

RMN-'H (500 MHz, CDC}) isomére @R): d = 5,20 (1H, ¢, 23-CH) ; 5,20 (1H, c, 22-CH) ; 4(1H,
d, J= 10,1 Hz, 7-CH) ; 4,63 (1H, d, J= 10,1 Hz,B}¢ 3,97 (1H, m, 8CHOH) ; 3,66 (2H, m, 19-
CHp) ; 2,58 (1H, d, J= 13,9 HzB9CH,) ; 2,22 (1H, &r-CH,) ; 2,10 (1H, B-CH,) ; 1,03 (3H, d, J= 6,6
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Hz, 28-CH) ; 0,92 (3H, d, J= 6,9 Hz, 21-GH 0,88 (3x3H, s, 31-CCHji; 0,83 (2x3H, t, J= 7,3 Hz,
26,27-CH) ; 0,58 (3H, s, 18-CH) ; 0,06 (2x3H, d, 29-SiCH)

RMN-3C (125 MHz, CDC}) isomére R): & = 150,0 (C-8) ; 135,4 (C-23) ; 132,2 (C-22) ; B3(G-
5) ; 126,7 (C-10) ; 109,6 (C-7) ; 66,9 (C-6) ; 66(33) ; 58,2 (C-19) ; 56,3 (C-14) ; 56,2 (C-125,5
(C-13) ; 42,9 (C-24) ; 40,3 (C-20) ; 40,0 (C-124,1 (C-4) ; 33,1 (C-25) : 31,0 (C-2); 29,4 (C:9)
27,6 (C-16) ; 25,8 (C-31) ; 24,7 (C-1) ; 23,6 (G-122,1 (C-15) ; 21,2 (C-21) ; 20,0 (C-27) ; 19+
26) ; 18,2 (C-30) ; 17,7 (C-28) ; 12,3 (C-18) 7-4C-29)

20-CHO adduits-S@3a et3b :

Adduits-SQ 6(S) et 6(R) du[(t-butyldiméthylsilyl)oxy]-23,24-dinor-9,10-sedwala-5,7(E),10(19)-
trien-22-al

L’'aldéhyde de I'adduit-S® 6(R) 3b est
obtenu par ozonolyse de I'adduit-S6(R)

2b par la méme méthode que les 22-OH
adduits-SQ 4a et 4b, mais sans ajout de
borohydrure de sodium. 4.14 g d’adduits-
SO (7,2 mmol; 1éq.) fournissent ainsi
3,307 g d'aldéhyde de I'adduits-2®@(R)
3b (91%) sous forme de solide blanc.

CogH460,4SSi
CCM (Ether de pétrole/AcOEt 80/20) MM : 506,81 g.mol™*

isomere §S): Rf = 0,40
CCM (Ether de pétrole/AcOEt 80/20) isome(®&p: Rf = 0,30

RMN-'H (500 MHz, CDCJ) isomeére €S)3a: & = 9,60 (1H, d, J= 3,2Hz, 20-CHO) ; 4,72 (1H, d, J=
9,5 Hz, 7-CH) ; 4,52 (1H, d, J= 9,5 Hz, 6-CH) ;2/(@H, m, 2i-CHOH) ; 3,66 (2H, m, 19-C}} ; 2,64
(1H, m, $-CH,) ; 2,40 (1H, m, J= 6,9 ; 3,2 Hz, 20-CH) ; 2,22 (18-CHy) ; 1,14 (3H, d, J= 6,9 Hz,
21-CHy) ; 0,88 (3x3H, s, 31-CCHjl; 0,71 (3H, s, 18-CH} ; 0,06 (2x3H, d, 29-SiC#)

RMN-*°C (125 MHz, CDC4) isomére €S)3a: & = 204,9 (C-22) ; 149,8 (C-8) ; 130,6 (C-5) ; 126,6
(C-10) ; 110,9 (C-7) ; 67,6 (C-6) ; 66,5 (C-3) ;, 5§C-19) ; 55,5 (C-14) ; 51,4 (C-17) ; 49,7 (C-20)
46,6 (C-13) ; 40,1 (C-12) ; 34,3 (C-4) ; 30,7 (C-2p,8 (C-9)

26,6 (C-16) ; 25,8 (C-31) ; 24,3 (C-1) ; 23,8 (O-122,5 (C-15) ; 18,1 (C-30) ; 13,5 (C-21) ; 122
18) ; -4,7 (C-29)

RMN-'H (300 MHz, CDC}) isomére €R)3b: d = 9,58 (1H, d, J= 3,3 Hz, 20-CHO) : 4,81 (1H,d, J
10,2 Hz, 7-CH) ; 4,62 (1H, d, J= 10,2 Hz, 6-CH)9&(1H, m, &-CHOH) ; 3,66 (1H, ¢, 19-CH;
2,61 (1H, dd, B-CH,) ; 2,37 (1H, c, J= 7,0 ; 3,3 Hz, 20-CH) ; 1,15 (3HJ= 7,0 Hz, 21-C§) ; 0,88
(3x3H, s, 31-CCh) ; 0,62 (3H, s, 18-CJ ; 0,06 (2x3H, d, 29-SiCH)

RMN-3C (75 MHz, CDC}) isomére @R)3b : & = 204,6 (C-22) ; 149,1 (C-8) ; 130,3 (C-5) ; 1289
10) ; 110,4 (C-7) ; 66,8 (C-3) ; 66,8 (C-6) ; 58(219) ; 55,3 (C-14) ; 51,2 (C-17) ; 49,6 (C-2@)5,9
(C-13) ; 39,8 (C-12) ; 34,1 (C-4) ; 31,0 (C-2) ;29C-9) ; 26,4 (C-16) ; 25,8 (C-31) ; 24,7 (C-D3,4
(C-11) ; 22,5 (C-15) ; 18,2 (C-30) ; 13,6 (C-21,5 (C-18) ; -4,7 (C-29)
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Partie expérimentale

22-OH adduits-Se4a et4b :

Adduits-SQ 6(S) et 6(R) du[(t-butyldiméthylsilyl)oxy]-23,24-dinor-9,10-sedwala-5,7(E),10(19)-
trien-22-ol

Le mélange des deux isomeres protéges de
la vitamine DB, 2a et 2b (5,6339;

9,8 mmol ; 1 éq.), est placé dans un tricol
de 500mL, puis dissous dans le
dichlorométhane  anhydre (330 mL;
0,03 M). Une  solution  contenant
suffisamment de Reactive Blue 2 dans le = 10 a
méthanol (20 mL ; 0,5 M) pour colorer I?Q @ >@ 2
milieu reactlonnel est ajoutée puis Si o S| o
'ensemble est placé a -78°C sous

agitation. Un flux d'air contenant 'ozone prodpér un générateur d'ozone TrailiazabO’ 70 est
passé dans le milieu réactionnel jusqu’au viragéinddicateur coloré du bleu au jaune. Une solution
de triphénylphosphine (2,7 g ; 10,3 mmol ; 1,05éaq)s le dichlorométhane (20 mL ; 0,5 M) est alors
ajoutée a —78°C, puis la température est laissgenter a 0°C. Apres 1 h de réaction, le borohydrure
de sodium (1,482 g ; 39,2 mmol ; 4éq.) est ajoud@@ et laissé réagir 2 h a 0°C. De I'eau est alors
ajoutée au milieu réactionnel suivie une solutigGl 1 N goutte a goutte jusqu'a ce que le pH reste
acide. La phase organique est séparée et la phasese est extraite trois fois au dichlorométhane.
Les phases organiques sont regroupées, extrditmuaacidifiée par HCI, séchées sur MgSfitrées

et évaporées sous vide en présence de silice.lide st alors déposé sur une courte colonne e sil
et élué par de I'éther de pétrole pour éliminedcbal résiduel résultant de I'ozonolyse (2,3-
diméthylbutan-1-ol B. 141°C) puis par un mélange MTBE-cyclohexane @Dfwur décrocher le
produit. L’éluat est évaporé sous vide pour obtersrdeux alcools des adduit-S@a et4b précipités
(5,193 g ; Rdt : >100% a cause des restes de Taetaérale) sous forme d’un solide blanc.

MM : 508,83 g.mol'1

CCM (Ether de pétrole/AcOEt 70/30) isome(&h Rf = 0,33
CCM (Ether de pétrole/AcOEt 70/30) isome(&p: Rf = 0,20

RMN-'H (500 MHz, CDCJ) isomeére €S)4a: & = 4,70 (1H, d, J= 9,5 Hz, 7-CH) ; 4,52 (1H, d,9]5
Hz, 6-CH) ; 4,01 (1H, m,&CHOH) ; 3,66 (2H, c, 19-CH); 3,64 (1H, ¢, 20-CKOH) ; 3,40 (1H, dd,
J=10,7 ; 6,9 Hz, 20-C4®OH) ; 2,61 (1H, ¢, B-CH,) ; 2,22 (1H, ¢, B-CHy) ; 2,12 (1H, ¢, 4-CH,) ;
2,02 (1H, ¢, 1B-CHy) : 2,00 (1H, ¢, 14-CH): 1,97 (1H, cPLH,) ; 1,89 (1H, ¢, 168-CH,); 1,82
(1H, ¢, 2-CHy) ; 1,73 (1H, ¢, 8-CHy) ; 1,73 (1H, ¢, 14-CH,) ; 1,71 (1H, ¢, B-CH,) ; 1,68 (1H, c,
11B-CHy) ; 1,57 (1H, ¢, 16-CHy) ; 1,57 (1H, m, 20-CH) ; 1,49 (1H, ¢, A&H,) ; 1,40 (1H, c, 17-
CH) : 1,36 (1H, ¢, 18-CH,) ; 1,34 (1H, ¢, 18-CHy) ; 1,08 (1H, c, &-CHy) : 1,06 (3H, d, J= 6,6 Hz,
21-CHy) ; 0,87 (3x3H, s, 31-CCHl; 0,68 (3H, s, 18-Ch} ; 0,07 (2x3H, d, 29-SiC)

RMN-*C (125 MHz, CDC}) isomére €S)4a: & = 150,4 (C-8) ; 130,7 (C-5) ; 126,4 (C-10) ; 110,4
(C-7) ; 67,9 (C-22) ; 67,6 (C-6) ; 66,6 (C-3) : BEC-19) ; 56,0 (C-14) ; 52,8 (C-17) ; 46,3 (C-13)
40,2 (C-12) ; 38,9 (C-20) ; 34,3 (C-4) ; 30,7 (C+2p,9 (C-9) ; 27,1 (C-16) ; 25,8 (C-31) ; 24,31F;
23,9 (C-11) ; 22,1 (C-15) ; 18,1 (C-30) ; 16,9 (©}-211,9 (C-18) ; -4,7 (C-29)
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Partie expérimentale

20-COOMe adduit-S£5(S)5a :

Adduits-SQ 6(S) et 6(R) du[(t-butyldiméthylsilyl)oxy]-23,24-dinor-9,10-sedwala-5,7(E),10(19)-
trien-22-oate de méthyle

L’ester méthylique de I'adduits-S(S) 5a est obtenu a partir
de I'ozonolyse de I'adduits-S35(S) dans les mémes conditions
opératoires que les 22-OH adduits:S@a et 4b, mais en
présence de soude méthanolique. 0,40 g d’adduit&®) 2a
(0,70 mmol ; 1 éq.) fournit ainsi apres purificatisur colonne de
silice 0,208 g d’ester méthylique de I'adduit-S&a 6(S) (56%)
sous forme de solide blanc.

RMN-'H (300 MHz, CDC}) : & = 4,72 (1H, d, J= 9,5 Hz, 7%
CH); 4,53 (1H, d, J= 9,5 Hz, 6-CH) ; 4,03 (1H, 3a;CHOH) ; /\SI . Ca9H4g05SSi

3,67 (2H, ¢, 19-CH) ; 3,67 (3H, s, 32-CH) ; 2,64 (1H, m, J=9,8 MM : 536,84 g.mol™*
;4,1 Hz, B-CH,) ; 2,47 (1H, qd, J=6,9 ; 2,8 Hz, 20-CH) ; 1,66i(Hq, J= 12,0 ; 6,0 Hz) ; 1,43 (1H,
td, J= 12,9 ; 3,8 Hz); 1,22 (3H, d, J= 6,6 Hz,(Hs) ; 0,89 (3x3H, s, 31-CCHji; 0,69 (3H, s, 18-
CHg) ; 0,07 (2x3H, d, 29-SiC¥)

RMN-*3C (75 MHz, CDC}) : 6 = 177,7 (C-22) ; 150,4 (C-8) ; 131,1 (C-5) ; 126(910) ; 111,1 (C-
7) ; 68,0 (C-6) ; 66,9 (C-3) ; 58,5 (C-19) ; 56(2-14) ; 53,7 (C-17) ; 51,8 (C-32) ; 46,5 (C-13)3, 1
(C-20) ; 40,5 (C-12) ; 34,7 (C-4) ; 31,1 (C-2) ;3QC-9) ; 27,0 (C-16) ; 26,2 (C-31) ; 24,7 (C-P¥;,2
(C-11) ; 22,5 (C-15) ; 18,5 (C-30) ; 17,7 (C-21)2,3 (C-18) ; -4,3 (C-29)

22-OpTs adduits-S{ba et6b :

Adduits-SQ 6(S) et 6(R) du2[(t-butyldiméthylsilyl)oxy]-22-p-tolylsulfonate-234-dinor-9,10-
secochola-5,7(E),10(19)-triene

L'alcool des adduits-S94a

et 4b (0,2g; 0,39 mmol; 2 O L .

1éq.) est dissous dans la "'~@o/ TR

pyridine conditionnée sur (H | s

tamis moléculaire (390 pL ;

1 M) puis le chlorure de

tosyle (0,090 g ; 0,47 mmol ;

1,2 ég.) est ajouté a 0°C puis

laissé réagir a températur _
C35H54O652S|

ambiante. Aprés 5h d 1
réaction, le chlorure de MM : 663,02 g.mol

tosyle (0,090 g ; 0,47 mmol ; 1,2 éq.) est a nouxagauté. Apres 2 h de réaction, une solution asgieu
saturée de bicarbonate de sodium et de l'acétathyte sont ajoutés. La phase aqueuse est extraite
deux fois a I'acétate d'éthyle. Les phases orgasgont regroupées, séchées sur Mg8iées sur
silice et évaporées sous vide (ajout d’heptane gormer l'azéotrope pyridine-heptane) jusqu’a
obtenir le tosylate des adduits-S&a et6b (0,223 g ; Rdt : 85%) sous forme d’un solide rosé.
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Partie expérimentale

20-COOH adduits-S£6(S)13a et13b :

Adduits-SQ 6(S) et 6(R) de I'acide@|[(t-butyldiméthylsilyl)oxy]-23,24-dinor-9,10-sedoala-
5,7(E),10(19)-trién-22-oique

PDC :

L’'aldéhyde de adduit-S£6(S)3a (1,5 g ; 2,96 mmol ; 1 éq.) est
dissous dans le DMF (15mL; c¢=0,2 M) stocké sumisa
moléculaire puis une solution orange de PDC (8,§(0823,7
mmol ; 8 €g.) dans le DMF (15 mL; ¢=0,2 M) est léau
lentement a 0°C sur la solution d’aldéhyde. Le eniliéactionnel
fonce progressivement. Le suivi CCM montre la digioa de He
l'aldéhyde et I'apparition d'un produit polaire gtraine sur la
plague avec (éther de pétrole-AcOEt 80:20), quinmere pas E o
avec (éther de pétrole-AcOEtsBt 80:20:0,5) et qui migre ave Si. &L 2 C28H4605SSi

(éther de pétrole-AcOEt-AcOH 80:20:0,5). Aprés 22le /0 MM : 522,81 g.mol™
réaction a 0°C, le milieu réactionnel est versésdammeélange de MTBE et de saumure sous agitation
vigoureuse puis acidifié par une solution de H®l.1Une filtration sur célite permet d’éliminer la
glue noire. La phase aqueuse est séparée, extaitefois par du MTBE. Cette phase organique est
lavée a la saumure avant d’étre regroupée auxsaureouveau, la phase organique est lavé a la
saumure, la phase aqueuse contre-extraite par dBEMjui est regroupé avec la phase organigue.
Enfin la phase organique est lavée deux fois ailazec contre-extraction par du MTBE. Les phases
organiques sont regroupées, séchées sur gdidtes et évaporées sous vide a 30°C pour donne
'acide de 'adduit-S@6(S)13a(1,446 g ; Rdt : 93%) sous forme une meringuedblarguasi-pure.

NaClG; :

L’'aldéhyde de I'adduit-S©3a (0,136 g ; 0,27 mmol ; 1 éq.) est dissous dansrtebutanol (1,3 mL ;
c=0,2 M) puis le 2-méthyl-2-butene 90% techniqu®&0(RL ; 2,68 mmol; 10 éq.) est ajouté a
température ambiante suivi d’'une solution aqueugeMO de dihydrogénophosphate de sodium
(2,3 mL ; ¢c=0,2 M) dans laquelle a été dissoushlerde de sodium (0,061 g ; 0,54 mmol ; 2 €q.). Le
milieu biphasique est agité vigoureusement 30 rremgpérature ambiante. Du MTBE et de la saumure
sont alors ajoutés, la phase aqueuse séparée tesiteeyar du MTBE. Les phases organiques
regroupées sont lavées deux fois a la saumureésgdur MgSg) filtrées et évaporées sous vide a
40°C pour donner I'acide de I'adduit-5@3a (0,131 g ; Rdt : 94%) sous forme une meringuedtian
quasi-pure.

CCM (Ether de pétrole/AcOEt/AcOH 80/20/0,5) isomé(8)6 Rf = 0,21
CCM (Ether de pétrole/AcOEt/AcOH 80/20/0,5) isomefR) Rf = 0,14

RMN-*H (300 MHz, CDCY) : & = 4,71 (1H, d, J= 9,5 Hz, 7-CH) ; 4,52 (1H, d,9J5 Hz, 6-CH) ; 4,01
(1H, m, -CHOH) : 3,66 (2H, ¢, 19-CH ; 2,62 (1H, m, B-CHy) ; 2,44 (1H, m, J= 7,0 Hz, 20-CH) ;
1,26 (3H, d, J= 7,0 Hz, 21-GH; 0,87 (3x3H, s, 31-CC#)i; 0,69 (3H, s, 18-CH) ; 0,05 (2x3H, d, 29-
SiCHg)

RMN-*C (75 MHz, CDC}) : & = 182,6 (C-22) ; 150,0 (C-8) ; 130,7 (C-5) ; 126(510) ; 110,8 (C-
7); 67,6 (C-6) ; 66,5 (C-3) ; 58,1 (C-19) ; 55(-14) ; 52,8 (C-17) ; 46,2 (C-13) ; 42,8 (C-20)0;2}
(C-12) ; 34,3 (C-4) ; 30,7 (C-2) ; 29,8 (C-9) ; 2C-16) ; 25,8 (C-31) ; 24,3 (C-1) ; 23,8 (C-120;2
(C-15) ; 18,1 (C-30) ; 17,2 (C-21) ; 12,0 (C-18%,7 (C-29)
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Partie expérimentale

20-COOH trans-triend4 :
acide 3[(t-butyldiméthylsilyl)oxy]-23,24-dinor-9,10-sedwala-5(Z),7(E),10(19)-trien-22-oique

L’acide de I'adduit-S@13aou13b (0,200 g ; 0,38 mmol ; 1 éq.) o
est dissous dans une suspension de bicarbonateddansdans 2 2
I'éthanol & 96% (38 mL ; ¢=0,01 M), préalablementtge a 18 %k
reflux 20 mn sous agitation puis refroidie. Cettduson est "
agitée 10 mn a température ambiante puis chaufféeflax
pendant 30 mn. Le milieu réactionnel est ensuiteidd avant
d’étre tiré a sec puis repris un mélange de MTBHBeesaumure.
L’ensemble est acidifie par une solution aqueuse
dihydrogénophosphate de sodium concentré jusqu'gueele _
dégagement de GCOcesse, la phase aqueuse est séparée. L s C28H1603SI
phase organique est alors lavée a la saumure,es6ah&1gSQ, MM : 458,75 g.mol™
filtrée sur silice et évaporée sous vide a 30°Crmmunner I'acide duranstriene14 (0,173 g ; Rdt:
99%) sous forme d’'une meringue blanche pure en RMN.

CCM (Ether de pétrole/AcOEt/AcOH 80/20/0,5) : Rf =®,4

RMN-H (300 MHz, CDCY) : & = 6,47 (1H, d, J= 11,7 Hz, 6-CH) ; 5,86 (1H, d,1157 Hz, 7-CH) ;
4,93 (1H, s, 19E-CH ; 4,65 (1H, s, 19Z-CH) ; 3,86 (1H, m, J= 4,0 HzoBCHOH) ; 2,88 (1H, dd, J=
12,4 : 4,0 Hz, B-CH,) ; 2,64 (1H, dd, J= 14,6 ; 4,0 HZ<CH,) ; 2,48 (1H, ¢, B-CHy) ; 2,45 (1H, c,
J=7,0: 3,3 Hz, 20-CH) ; 2,27 (1H, dd, J= 14,64 18z, 8-CH,) ; 2,16 (1H, c, &-CH,) ; 1,26 (3H, d,
J=7,0 Hz, 21-CH) ; 0,88 (3x3H, s, 31-CCHl; 0,59 (3H, s, 18-Ch ; 0,07 (2x3H, d, 29-SiC¥

RMN-3C (75 MHz, CDC}) : = 182,2 (C-22) ; 150,0 (C-10) ; 142,8 (C-8) ; I3@3-5) ; 119,9 (C-6)
116,5 (C-7) ; 107,6 (C-19) ; 69,4 (C-3) ; 56,1 (©-152,9 (C-17) ; 45,8 (C-13) ; 42,8 (C-20) ; 40,4
(C-12) ; 37,5 (C-1) ; 35,2 (C-4) ; 31,2 (C-2) ; 28C-9) ; 26,7 (C-16) ; 25,9 (C-31) ; 23,4 (C-1P2,3
(C-15) ; 18,2 (C-30) ; 17,2 (C-21) ; 12,3 (C-18%.7 (C-29)

CLHP(Cig) : Tr=10 mn (MeOH/ACOH 100:0,5%o)

20-COOH trienel9 :
acide 33[(t-butyldiméthylsilyl)oxy]-23,24-dinor-9,10-sedwoala-5(E),7(E),10(19)-trien-22-oique

L’acide du transtriéne 14 (104 mg; 0,23 mmol; 1éq.) est
dissous dans un mélange d’anthracéne (0,017 ¢94 @ndnol ;

0,4 éq.), de triéthylamine (65 uL; 0,47 mmol ; R)édans le
toluene (4,7 mL ; c=0,05 M) et le méthanol (468;ud=0,5 M)

dans un tube Cor&x puis dégazé a l'argon 5 mn. La lampe &
vapeur de mercure refroidie par la circulation d'flnide
réfrigérant dans sa double enveloppe est allumegoen20 mn

avant I'expérimentation. Lorsque la luminosité sistbilisée, le
tube CoreX est placé & 5 cm de I'axe de la lampe pendarit 2;5|,, Ve _
dans un bain & 5-7°C. Le milieu réactionnel estigadiltré sur ~ “Si__.. Ca28H4603SI

silice, I'anthracéne est élué par du toluene paisde I'éther de /0 MM : 458,75 g.mol*
pétrole. Le produit est décroché par une élutioMdBE contenant 1% d’acide acétique. La phase
organique est lavée a la saumure acidifiee parsohgion de HCl 1 M puis a la saumure. La phase
organique est séchée sur MgS@iltrée et évaporée sous vide a 30°C pour donumer meringue
blanche de I'acide du trierl® (95 mg ; Rdt : 91%) mais contenansd-riene et des traces de toluéne
et d'anthracéne.
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Partie expérimentale

CCM (Ether de pétrole/AcOEt/AcOH 80/20/0,5) : Rf =D,5
CLHP(Cig) : Tr=9,5mn (MeOH/AcOH 100:0,5%o)

20-COOH vitamine 20 :
acide 33-hydroxy-23,24-dinor-9,10-secochola-5(E),7(E),10¢kt®n-22-oique

L’éther detert-butyldiméthylsilyle19 (0,193 g ; 0,42 mmol ; 1 éq.) est
dissous dans le THF non-stabilisé (4,2 mL ; c=0)1dshs un tube en
plastique, la solution 1 M de TBAF dans le THF (3)éest alors
ajoutée a 0°C sous agitation. Aprés 3 h de réactiOAC sous argon
puis a température ambiante, I'éther de tert-butythylsilyle est
déprotégé. Le milieu réactionnel est dilué dansviEBE et de la
saumure acidifiée par une solution de HCI 1 M. hage organique est
lavée deux fois a la saumure, séchée sur Mg8i@ée sur silice et
évaporeée sous vide a 30°C pour donner une merinignehe d’alcool
20 qui par la suite est purifié par flash chromatpgia (éther de HO™ C22H3205 1
pétrole-AcOEt-AcOH 70:30:0,5) (0,136 g ; Rdt: 949%ur a 84%) MM : 344,49 g.mol
puis les isoméres du triene sont séparés par HREPamtive sur une colonne C18 éluée par
(MeOH/eau/AcOH 80:20:0,5%o)

CCM (Ether de pétrole/AcOEt/AcOH 70/30/0,5) : Rf =D,3

RMN-*H (300 MHz, CDCJ) : & = 6,22 (1H, d, J= 11,0 Hz, 6-CH) ; 6,03 (1H, d,1150 Hz, 7-CH) ;
5,05 (1H, s, 19E-CH ; 4,81 (1H, d, J= 2,6 Hz, 19Z-GH 3,95 (1H, m, J= 7,7 ; 3,7 Hzg&HOH) ;
2,84 (1H, dd, J= 11,7 ; 3,0 HZRLH,) ; 2,57 (1H, dd, J= 13,1 ; 3,7 HZo«CH,) ; 2,42 (1H, m, B-
CHy) ; 2,40 (1H, ¢, J= 7,0 Hz, 20-CH) ; 2,29 (1H, dé, 13,1 ; 7,7 Hz, B-CH,) ; 2,17 (1H, m, &-
CH,) ; 1,25 (3H, d, J= 7,0 Hz, 21-GH 0,57 (3H, s, 18-CH)

RMN-*C (75 MHz, CDC}) : & = 182,3 (C-22) ; 145,0 (C-10) ; 141,3 (C-8) ; BEC-5) ; 122,2 (C-
6); 117,9 (C-7) ; 112,5 (C-19) ; 69,3 (C-3) ; 58D14) ; 52,9 (C-17) ; 45,9 (C-4) ; 45,8 (C-13)2,8
(C-20) ; 40,4 (C-12) ; 35,1 (C-2) ; 32,0 (C-1) ;,2§C-9) ; 26,7 (C-16) ; 23,4 (C-11) ; 22,3 (C-15)
17,2 (C-21) ; 12,2 (C-18)

MS (ESI+) : 345 [MH]

HRMS (CI) : Calculée pour £Ha303 .o, 345297
ST ST 345,24326

CLHP(Cyg) : Tr=9mn (MeOH/eau/AcOH 80:20:0,5%o)

uv : €264,0 nm—= 15150 £€278,0 nm—= 11910
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Partie expérimentale

20-CO-NHS vitamine D21 :

Ester de N-hydroxysuccinimide de I'acidéRBydroxy-23,24-dinor-9,10-secochola-5(E),7(E),10¢19
trien-22-oique

La 20-COOH vitamine D20 (0,135g; 0,39 mmol ; 1éq.) et le N-
hydroxysuccinimide (0,054 g ; 0,47 mmol ; 1,2 éspnt séchés sous "

vide puis dissous dans le dichlorométhane anhydtengpérature O-N
ambiante. Le DCC en solution 1M dans le dichlortrage

(0,470 mL ; 0,47 mmol ; 1,2 éq.) est ajouté a 08G@ssagitation. Apres
2,75 heures de réaction a 0°C, le dichlorométhateteaporé sous
vide a 30°C, le résidu est repris dans l'acétatghgle et filtré sur
silice. Le filtrat, évaporé sous azote, est démmséune colonne de
silice et élué par un gradient (éther de pétrol®Bt70:30 -> 50:50).

Les fractions contenant l'ester activé sont regéaspet évaporées
sous vide & 30°C pour donner la 20-CO-NHS vitarfird (0,172 g ; HO'
Rdt : 99%) sous forme d’'une meringue blanche.

C26H35NOs
MM : 441,56 g.mol*

CCM (Ether de pétrole/AcOEt 70/30) : Rf = 0,15

RMN-'H (500 MHz, CDCY) : & = 6,22 (1H, d, J= 11,3 Hz, 6-CH) ; 6,05 (1H, d,1153 Hz, 7-CH) ;
5,05 (1H, s, 19E-CH ; 4,81 (1H, d, J= 2,2 Hz, 19Z-GH 3,95 (1H, |, 8-CHOH) ; 2,83 (2H, d, J=
4,7 Hz, 33-CH) ; 2,82 (1H, cf9CH,) : 2,73 (1H, ¢, 20-CH) ; 2,57 (1H, d, J= 13,2 Ha;CH,) ; 2,40

(1H, m, B-CHy) ; 2,29 (1H, dd, J= 13,2 ; 7,9 HZB<CH,) ; 2,18 (1H, m, &-CH,) ; 1,39 (3H, d, J=
6,9 Hz, 21-CH) ; 0,61 (3H, s, 18-CH)

RMN-C (125 MHz, CDC}) : & = 145,0 (C-10) ; 141,0 (C-8) ; 135,8 (C-5) ; 12(%26) ; 118,1 (C-
7);112,6 (C-19) ; 69,2 (C-3) ; 55,8 (C-14) ; 52817) ; 46,0 (C-13) ; 45,9 (C-4) ; 40,6 (C-2@)0,3
(C-12) ; 35,2 (C-2) ; 31,9 (C-1) ; 28,9 (C-9) ; 2GC-16) ; 25,6 (C-33); 23,4 (C-11) ; 22,4 (C-15)
17,4 (C-21) ; 12,2 (C-18)

MS (CI) : 498 [M+CHg]" ; 442 [MH]' ; 424 [MH-H,0]*

HRMS (CI) : Calculée pour £Hz3eNOs " .....eviivecciecececeece e 442,359
MESUIEE ...ttt e e e e s e ee e 442,2591

1*" Immunogeéne : conjugué 20-CO-BSA vitamine D - B5A

La BSA déminéralisée (300 mg; 4,48 umol ; 1 égl) dissoute
sous agitation au Vortex dans une solution aquéyseM de
bicarbonate de sodium (7,51 mL ; 40 mg/mL) puisTéiF distillé
(3,76 mL) est ajouté goutte a goutte sous agitaioNortex, a une
vitesse assez lente pour maintenir la solution iti@plLa 20-CO-
NHS vitamine D21 (99 mg ; 0,24 mmol ; 50 éq.) est dissoute dans
du THF (3,76 mL) et additionnée lentement (15 noyssagitation

au Vortex sur la solution de BSA de maniére a ce lgumilieu
réactionnel reste limpide en fin d’addition. La¢tan est laissée
45 heures, sous argon, a température ambiante agitetion
magnétique. Le milieu réactionnel limpide est pldaés des sacs HO n

de dialyse (SpectraPor; MWCO 6000-8000; 1,7 mL/cm

préalablement bouillis et lavés a I'eau) et le teerincé par un mélange de bicarbonate de sodium
0,1 M aqueux et de THF distillé 50/50, puis dialgsd°C deux fois contre 5 L (4 heures) et une fois
contre 1 L (une nuit) de solution de bicarbonatsaidium 0,1 M dégazée a I'azote. Un colloide blanc
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apparait a la premiére dialyse probablement a cdeida trop forte concentration de I'immunogéne
dans le sac de dialyse. La totalité du contenwsdes est déposée sur une colonne d’exclusion sériq
de Sépharose® CL-4B (Pharmacia-Biotech) et deshileverre (h= 80 cm ; @= 3,5 cm) puis éluée par
une solution aqueuse 0,1 M de bicarbonate de sodiarnohromatogramme est enregistiE&=280 nm
(LC spectrophotometer, range 0,64 ; enregistreppkt Zonen BD 41, sensibilité 10 mV, défilement
papier 0,2 mm/mn) et les fractions collectées wige 16 mn (collecteur de fractions ISCO Retriever
11).

La fraction A (£ pic) : tubes 8 a 15, correspond a I'immunogénetiéd, colloide blanc.

La fraction B (2™°pic) : tubes 16 & 27, est 'immunogene limpide-dénaturé.

La fraction C (épaulement d4"Z pic) : tubes 28 a 32, probablement I'hapténe.

Les fractions A et B sont réparties dans des sacdialyses distincts (SpectraPor ; MWCO 6000-
8000 ; 1,7 mL/cm, préalablement bouillis et lav8%au) puis dialysées a 4°C quatre fois contre 5 L
(3x4 heures et une nuit) d’eau dégazée a I'aza@s.slacs de dialyse sont vidés et rincés, le votieme
chaque fraction est mesuré et un prélevement aégét : 157 mL ; B : 256 mL). Chaque fraction est
répartie dans des erlens, congelée et lyophili®ée donner le premier immunogéne : 20-CO-BSA
vitamine D22 (A : 50,6 mg ; B : 289,5 mg).

22-CMO adduits-Se23a et23b :

Adduits-SQ 6(S) et 6(R) du 22-O-(carboxyméthyl)oximin®{@-butyldiméthylsilyl)oxy]-23,24-dinor-
9,10-secochola-5,7(E),10(19)-triene

L’aldéhyde des adduits-S@a et
3b (50 mg; 0,099 mmol ; 1éq.)
est dissous dans le
dichorométhane anhydre (1 mL;
c=0,1 M), I'hémichlorhydrate de
carboxyméthoxylamine

(0,012 g ; 0,054 mmol ; 0,55 éq.) © ¢
est additionné sous forme solide, |*
suivie de pyridine sur tamisﬁ@Si/ ‘
moléculaire (100 puL) a 0°C sous ,/ o"
agitation. Apresl1,5 h de réaction,
'aldéhyde a disparu en CCM (éther de pétrole-AcBER0) et laisse place a un produit assez polaire
de Rf=0,5 (CHGJacétone-AcOH 70:20:0,5). Le brut réactionnel espéré puis repris par du
MTBE, de l'eau et quelques gouttes d'une solutienNROH 1 M jusqu'a pH basique. La phase
agueuse ainsi que I'émulsion sont soutirées, anfties de MTBE et acidifiées par une solution de
HCI 1 M. La phase aqueuse est extraite a nouveaiftis par du MTBE. Les phases organiques sont
regroupées, séchées sur Mgs#D évaporées par balayage d’azote jusqu'a obten22-CMO des
adduits-S@23aet23b (35 mg ; Rdt : 61%) sous forme d’'un solide blanasy-pur.

C30H4gNOgSSi
MM : 579,86 g.moI'l

CCM (Ether de pétrole/AcOEt/AcOH 50/50/0,5) isome8)6 Rf = 0,36
CCM (Ether de pétrole/AcOEt/AcOH 50/50/0,5) isomee)s Rf = 0,31

RMN-'H (300 MHz, CDC4) isomére €S)23b: & = 7,37 (1H, d, J= Hz, 22-CH) ; 4,70 (1H, d, J= 9,5
Hz, 7-CH) ; 4,60 (3H, s, 32-OGM; 4,51 (1H, d, J= 9,5 Hz, 6-CH) ; 4,01 (1H, ¢-@HOH) ; 3,66
(2H, ¢, 19-CH) ; 2,62 (1H, m, J= 8,8 Hz,B9CH,) ; 2,40 (1H, m, J= 8,4 ; 7,0 Hz, 20-CH) ; 1,14 (3H
d, J= 7,0 Hz, 21-CH ; 0,88 (3x3H, s, 31-CC¥; 0,69 (3H, s, 18-CH ; 0,06 (2x3H, d, 29-SiC¥)

RMN-*3C (75 MHz, CDC}) isomére 6S)23b: & = 174,5 (C-33) ; 157,6 (C-22) ; 150,0 (C-8) ; 130,
(C-5) ; 126,5 (C-10) ; 110,7 (C-7) ; 69,7 (C-3H7.6 (C-6) ; 66,6 (C-3) ; 58,1 (C-19) ; 56,0 (C-14)
54,1 (C-17) ; 46,4 (C-13) ; 40,1 (C-12) ; 37,4 (@-234,3 (C-4) ; 30,7 (C-2) ; 29,8 (C-9) ; 27,0-(C
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16) ; 25,8 (C-31) ; 24,4 (C-1) ; 23,8 (C-11) ; 28215) ; 18,1 (C-30) ; 18,0 (C-21) ; 12,1 (C-18%.7
(C-29)

22-CMO trans-triene4 :

22-0O-(carboxymeéthyl)oxyiming&d(t-butyldiméthylsilyl)oxy]-23,24-dinor-9,10-seduala-
5(2),7(E),10(19)-triéne

A une solution aqueuse de bicarbonate de sodiusD{Q ; n n 5
6,04 mmol ; 7 éq.), le 22-CMO des adduits,SZ3a et 23b > \N”O\/COOH
(0,500 g; 0,86 mmol ; 1 éq.) dissous dans I'éthan®6% est
ajouté a température ambiante sous agitation. Lerste
dégagement de G@esse, la solution est concentrée sous vide a
30°C puis reprise dans I'éthanol 96% (86 mL ; QvD1lpuis
portée a reflux 45 mn sous azote. Le milieu réaceb est
ensuite évaporé sous vide a 30°C a I'évaporatetatifrguis
repris dans I'éthanol absolu (particules brisées altra-sons)
puis filtré sur Célite. Le filtrat est évaporé saide a 30°C pour
donner une meringue jaunatre du sel de sodium éQN@ du
transtriene24 (0,436 g ; Rdt : 94%) quasiment pur en CLHP qua s#ilisé en I'état pour la suite de
la synthese.

_Si” > CgoHygNO,Si
MM : 515,80 g.mol !

CCM (Ether de pétrole/AcOEt/AcOH 70/30/0,5) : Rf =®,3
CLHP(Cig) : Tr=9,5mn (MeOH/AcOH 100:0,5%o)

22-CMO triene26 :

22-0O-(carboxymeéthyl)oxyiming&d(t-butyldiméthylsilyl)oxy]-23,24-dinor-9,10-seduala-
5(E),7(E),10(19)-triéne

Le sel de sodium du 22-CMO dranstriene 24 (0,400 g ;

0,74 mmol ; 1 éqg.) est dissous dans le méthandlniL, ;

0,1 M) puis ajouté a un meélange d’anthracene (0g058,30

mmol ; 0,4 éq.) et de triéthylamine (73 uL; 0,5&ah;

0,7 ég.) dans le toluene (14,8 mL; c=0,05 M). Lédiem
réactionnel est placé dans un tube CBrepuis dégazé a
I'argon 10 mn. La lampe a vapeur de mercure refegdr la
circulation d'un fluide réfrigérant dans sa doubleveloppe j _
est allumée environ 20 mn avant I'expérimentaticorsque 3S Ca0HaoNO4SI N

la luminosité est stabilisée, le tube CStrest placé a5cmde / MM : 515,80 g.mol

I'axe de la lampe pendant 3 heures dans un b&i@ @@t la température remonte a 24°C au cours de
I'irradiation. Le milieu réactionnel est ensuitdudi dans le MTBE et de la saumure acidifiée par une
solution de HCI 1 M. La phase organique est lavéefois a la saumure acidifiée par une solution de
HCI 1 M puis trois fois a la saumure, puis séch@eMgSQ, filtrée sur silice et enfin évaporée sous
vide a 30°C pour donner une meringue blanche dCKM® du triene24 contenant des traces de
d’anthracéne qui sera utilisé en I'état pour ldesde la synthése.

29
/
|\O\\‘

CCM (Ether de pétrole/AcOEt/AcOH 70/30/0,5) : Rf =®,2
CLHP(Cig) : Tr=9 mn (MeOH/AcOH 100:0,5%o)
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22-CMO vitamine @27 :

22-0-(carboxyméthyl)oxyiminoZhydroxy-23,24-dinor-9,10-
secochola-5(E),7(E),10(19)-triene

L’éther detert-butyldiméthylsilyle 26 est déprotégé par le TBAF
1 M en solution dans le THF en suivant le mémequale que
pour la 20-COOH vitamine 0. 0,124 g (0,24 mmol) de I'éther
fournissent aprés chromatographie (éther de pé&o®@Et-AcOH
70:30:0,5) 46 mg de l'alcod7 (48%, meringue blanche) qui est
purifié par CLHP préparative sur colonne C18.

C24H3sNOy .
CCM (Ether de pétrole/AcCOEt/ACOH 50/50/0,5) : Rf=9,2  HO' MM - 401,54 g.mol
RMN-*H (300 MHz, CDC}) : & = 7,36 (H, d, J= 8,4 Hz, 22E-CH) : 6,56 (1H, d,8]7 Hz, 227-
CH) : 6,22 (1H, d, J= 11,3 Hz, 6-CH) ; 6,03 (1H,Jg, 11,3 Hz, 7-CH) : 5,04 (1H, s, 19E-@H 4,80
(1H, d, J= 2,2 Hz, 19Z-CHi; 4,57 (2H, s, 32-CH) : 3,96 (1H, m, J= 7.3 : 3,7 Hza3CHOH) ; 2,84
(1H, m, B-CHp) : 2,57 (1H, dd, J= 13,2 ; 3,7 Hzx<CHy) ; 2,39 (1H, ¢, B-CHp) : 2,29 (1H, dd, J=
13,2 : 7,3 Hz, B-CH,) : 2,17 (1H, ¢, &-CH) : 1,13 (3H, d, J= 6,6 Hz, 21-GH 0,57 (3H, s, 18-Ch)

RMN-'3C (75 MHz, CDC}) : 6 = 157,5 (C-22) ; 145,0 (C-10) ; 141,3 (C-8) ; B3E;-5) ; 122,3 (C-
6); 117,9 (C-7) ; 112,6 (C-19) ; 69,3 (C-3) ; 56Ct14) ; 54,1 (C-17) ; 46,0 (C-13) ; 45,8 (C-4)0,2
(C-12) ; 37,3 (C-20) ; 35,1 (C-2) ; 31,9 (C-1) ;,28C-9) ; 26,9 (C-16) ; 23,4 (C-11) ; 22,3 (C-15)
18,1 (C-21) ; 12,3 (C-18)

MS (CI) : 825 [2M+Na] ; 424 [M+Na] ; 402 [MH]

HRMS (ClI) : Calculée pour GHzeNOA ™ ..o 402,2844
MESUIEE ...uvviiiiieeiieeeeeeeeeeee e e e e s e s sttt eeaaaaaaaeeaeeens 402,26426

CLHP(Cyg) : Tr=11 mn (MeOH/eau/AcOH 80:20:0,5%0) 22EWO vitamine D
CLHP(Cyg) : Tr=12 mn (MeOH/eau/AcOH 80:20:0,5%0) 22@MO vitamine D

22-CMO-NHS vitamine 28 :

Ester de N-hydroxysuccinimide du 22-O-(carboxynmjgkyimino- 33-hydroxy-23,24-dinor-9,10-
secochola-5(E),7(E),10(19)-triene

La 22-CMO vitamine 27 (48 mg ; 0,12 mmol ; 1 €q.) et le N- o} Q
hydroxysuccinimide (0,017 g ; 0,14 mmol ; 1,2 é&mpht séchés f,, AN Noﬂ

sous vide puis dissous dans le dichlorométhane daahg N ON;;j
température ambiante. Le DCC en solution 1M dams |

dichorométhane (0,143 mL ; 0,14 mmol ; 1,2 éq.) sgstté a

0°C sous agitation. Aprés 1 heure de réaction a, 0eC
dichlorométhane est évaporé sous azote, le résislu e
chromatographié sur une colonne de silice et élaé yn
mélange éther de pétrole-AcOEt 50:50. Les fractmmgenant
'ester activé sont regroupées et évaporées sales &i30°C Ho™
pour donner la 22-CMO-NHS vitamine P8 (44 mg ; Rdt:
73%) sous forme d’'une meringue blanche, contanené€CM (éther de pétrole-AcOEt 50:50) par un
produit polaire.

CogH3gN206
MM : 498,61 g.moI'l

CCM (Ether de pétrole/AcOEt 70/30) : Rf = 0,38
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2°™Immunogeéne : conjugué 22-CMO-BSA vitamine D - BSSA

La BSA déminéralisée (296 mg ; 4,41 umol ; 1 éqt) e
dissoute sous agitation au Vortex dans une solutio
aqueuse 0,1 M de bicarbonate de sodium (7,39 m
40 mg/mL) puis du THF distillé (3,70 mL) est ajoeté
goutte a goutte sous agitation au Vortex, a unessé
assez lente pour maintenir la solution limpide.22a
CMO-NHS vitamine D 28 (110 mg; 0,22 mmol;
50 ég.) est dissoute dans du THF (3,70 mL)
additionnée lentement sous agitation au Vortexlaur
solution de BSA de maniére a ce que le milie
réactionnel reste limpide en fin d’addition. La ¢téan
est laissée 38 heures, sous argon, a températur
ambiante sous agitation magnétique. Le milieu iéael limpide est placé dans des sacs de diatyse e
le tube est rincé par 60 mL d’'un mélange de biaaab® de sodium 0,1 M aqueux et de THF distillé
50/50, puis dialysé a 4°C contre 5L (4 heured), (2 heures) et 5L (une nuit), de solution de
bicarbonate de sodium 0,1 M degazee a l'azote.olaisn reste limpide. Le contenu des sacs est
mélangé et divisé en deux (I8"2partie est congelée a —18°C pour étre traitéergjmirs aprés) pour
étre déposé en deux fois sur une colonne d’exclusiérique de Sépharose® CL-4B et de billes de
verre (h= 80 cm ; &= 3,5 cm) puis élué par unetsmitaqueuse 0,1 M de bicarbonate de sodium. Le
chromatogramme est enregistr&=280 nm et les fractions collectées toutes les @2 m

Il Ny a pas de fraction dénaturée.

La fraction A : tubes 4 a 16 et 5 a 19, est 'immgéne limpide non-dénaturé.

La fraction B (épaulement du pic) : tubes 17 at220ea 24 probablement I'haptene.

Les fractions A sont réparties dans des sacs dgsdgpuis dialysées a 4°C trois fois contre 5x4(2
heures et une nuit) pour la premiére partie deuldfipation et quatre fois contre 5 L (2x4 heur¢s e
deux nuits) pour la deuxieme partie de la purifaatd’eau dégazée a I'azote. Les sacs de diatyse s
vidés et rincés, le volume de chaque fraction esturé et un prélevement effectué (Al: 240 mL ;
A2 : 325 mL). Chaque fraction est répartie dans eld=sns, congelée et lyophilisée pour donner le
deuxiéme immunogene : 22-CMO-BSA vitamin@®(Al : 175,1 mg ; A2 : 178,9 mg).

N-+ BSA
H

HO" n

trans-Trienol30 (22-OH triene):
35[(t-butyldiméthylsilyl)oxy]-23,24-dinor-9,10-sedwala-5(Z),7(E),10(19)-trien-22-ol

L’alcool des adduits-SD4a et 4b (2g; 3,9 mmol ; 1 éq.) est A =
dissous dans I'éthanol a 96% (200 mL ; 0,02 M). SSagitation
magnétique, une solution de bicarbonate de sodBil{ g ;

27,5 mmol ; 7 éq.) dans l'eau (40 mL; 0,1 M) egtutée a
température ambiante. La suspension est agitéenl(placée
1mn aux ultra-sons et chaufféee 1h a reflux. Apres .
refroidissement, le milieu réactionnel est tiréex puis repris w» N

dans I'éthanol 96% pour étre filtré sur célite. fikrat est E _
évaporeé sous vide a 30°C pour donner un solidechlaglange si7 C2gH450,S] L
de transtriénol 30, pur en CLHP et de traces de bicarbonate de O A MM : 444,77 g.mol
sodium qui sera utilisé en I'état pour la suitdadsynthése.

CCM (Ether de pétrole/AcOEt 80/20) : Rf = 0,48

RMN-'H (300 MHz, CDCJ) : & = 6,48 (1H, d, J= 11,3 Hz, 6-CH) ; 5,86 (1H, d,1153 Hz, 7-CH) ;
4,93 (1H, s, 19E-CH ; 4,65 (1H, s, 19Z-Ch} ; 3,85 (1H, m, J= 4,0 HzgBCHOH) ; 3,66 (1H, dd, J=
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10,6 ; 3,3 Hz, 20-CKDH) ; 3,40 (1H, dd, J= 10,6 ; 7,0 Hz, 20-&¥H) ; 2,87 (1H, dd, J= 11,7 ; 3,6
Hz, PB-CHy) ; 2,66 (1H, dd, J= 13,9 ; 4,0 HZ4CH,) ; 2,45 (1H, dt, J= 13,9 HzPICH,) ; 2,25 (1H,
dd, J= 13,9 ; 8,8 Hz,P4CH,) ; 2,15 (1H, td, J= 13,9 HzpCH,) ; 1,07 (3H, d, J= 6,6 Hz, 21-GH;
0,89 (3x3H, s, 31-CCH ; 0,58 (3H, s, 18-CH) ; 0,07 (2x3H, d, 29-SiCH

RMN-23C (75 MHz, CDC}) : 8 = 150,0 (C-10) ; 143,5 (C-8) ; 136,4 (C-5) ; 12(096) ; 116,2 (C-7) ;
107,6 (C-19) ; 69,5 (C-3) ; 68,0 (C-22); 56,2 (@-152,9 (C-17); 45,9 (C-13) ; 40,4 (C-12); 39,1
(C-20) ; 37,6 (C-1) ; 35,2 (C-4) ; 31,3 (C-2) ;@9C-9) ; 27,2 (C-16) ; 25,9 (C-31) ; 23,5 (C-122,3
(C-15) ; 18,2 (C-30) ; 16,9 (C-21) ; 12,1 (C-18%4,7 (C-29)

CLHP(Cyg) : Tr=11,5mn (MeOH 100%)

CCM (Ether de pétrole/AcOEt 80/20) : Rf = 0,48

Triénol 31 :
34[(t-butyldiméthylsilyl)oxy]-23,24-dinor-9,10-sedwala-5(E), 7(E),10(19)-trien-22-ol
Le transtrienol 30 (50 mg ; 0,112 mmol ; 1 éq.) et I'anthracéne a2

(8 mg; 0,045 mmol; 0,4 ég.) sont dissous danstdriéne

(2,2 mL; 0,05 M) dans un tube Cofetransparent aux UV et une

goutte de triéthylamine est rajoutée. La lampegeuade mercure

refroidie par la circulation d’'un fluide réfrigéfa(il0°C) dans sa

double enveloppe est allumée quelqgues minutes avant
I'expérimentation. Lorsque la luminosité est stabi, le tube
CorexX® est placé & 10 cm de l'axe de la lampe pendanSgtie Q@ Ve
une légére dégradation est observée en CCM (éthgréttole- — ~gi__ .
AcOEt 8:2). Le milieu réactionnel est filtré surlmmne silice 35- /0
70 um, lavée au toluéne afin d’éliminer I'anthrazepuis €luée par un mélange éther de pétrole-
AcOEt 8:2 pour récupérer 44 mg d’un produit donspeectre RMN'H montre des similitudes avec
celui de la vitamine Pet de grandes différences avec le produit de tépar

MM : 444,77 g.mol™

CCM (Ether de pétrole/AcOEt 80/20) : Rf = 0,45

RMN-*H (500 MHz, CDCJ) : & = 6,16 (1H, d, J= 11,4 Hz, 6-CH) ; 6,02 (1H, d,1I4 Hz, 7-CH) ;
5,01 (1H, s, J= Hz, 19E-GH; 4,77 (1H, s, J= Hz, 19Z-GH; 3,82 (1H, m, J= 9,1 ; 4,0 Hzp3
CHOH) ; 3,65 (1H, d, J= 8,0 Hz, 20-GBH) ; 3,38 (1H, t, J= 8,0 Hz, 20-GEBH) ; 2,84 (1H, dd, J=
12,6 : 4,1 Hz, B-CH,) ; 2,44 (1H, dd, J= 12,9 ; 4,0 Hzg4H,) ; 2,37 (1H, dt, J= 13,5 ; 4,7Hzp4
CHy) ; 2,24 (1H, dd, J= 12,9 ; 9,1 HA3-CH,) ; 2,09 (1H, dt, J= 13,5 ; 4,4 HzgLCHy) ; 1,99 (1H, c,
128-CH,) ; 1,99 (1H, c, 14-CH); 1,91 (1H, cpTH,) ; 1,88 (1H, ¢, 168-CH,); 1,69 (1H, c, 8-
CH,) ; 1,56 (1H, ¢, B-CHy) : 1,55 (1H, ¢, 20-CH) ; 1,54 (1H, ¢, d&CH,) ; 1,54 (1H, ¢, 18-CHy) ;
1,53 (1H, ¢, 1&-CHy) ; 1,53 (1H, ¢, 18-CHy) ; 1,38 (1H, ¢, 17-CH) ; 1,33 (1H, ¢, dTH,) ; 1,28
(1H, ¢, 18-CH,) ; 1,14 (3H, d, J= 6,6 Hz, 21-G}H, 0,89 (3x3H, s, 31-CCHl; 0,57 (3H, s, 18-CH} ;
0,07 (2x3H, d, 29-SiCh)

RMN-*3C (125 MHz, CDC}) : & = 145,4 (C-10) ; 141,1 (C-8) ; 136,5 (C-5) ; 12(C36) ; 118,0 (C-
7); 112,1 (C-19) ; 70,6 (C-3) ; 68,0 (C-22) ; 56(B14) ; 52,8 (C-17) ; 46,9 (C-4) ; 45,8 (C-13)0,4
(C-12) ; 39,1 (C-20); 36,4 (C-2) ; 32,8 (C-1) ;,28C-9) ; 27,2 (C-16) ; 25,9 (C-31) ; 23,4 (C-11)
22,3 (C-15) ; 18,2 (C-30) ; 16,9 (C-21) ; 12,2 (8)-1-4,6 (C-29)

CLHP(Cig) : Tr=10,5mn (MeOH 100%)
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22-OH vitamine D :
33hydroxy-23,24-dinor-9,10-secochola-5(E),7(E),10{i#n-22-ol

L’éther detert-butyldiméthylsilyle31 est déprotégé par le TBAF 1 M en
solution dans le THF en suivant le méme protocale pour la 20-
COOH vitamine D20 mais sans extraction acide. 0,210 g (0,47 mmol)
de I'éther fournissent aprées chromatographie (étieempétrole-AcOEt
70:30) 50 mg de la 22-OH vitamine D (32%, meringlanche).

C22H3402
HO™ MM : 330,50 g.mol™*
CCM (Ether de pétrole/AcOEt 50/50) : Rf = 0,38

RMN-H (300 MHz, CDCY) : & = 6,24 (1H, d, J= 11,3 Hz, 6-CH) ; 6,04 (1H, d,1153 Hz, 7-CH) ;
5,05 (1H, t, J= 2,6 ; 1,1 Hz, 19E-GH 4,82 (1H, d, J= 2,6 Hz, 19Z-GH 3,95 (1H, m, J= 7,6 ; 3,7
Hz, 31-CHOH) ; 3,65 (1H, dd, J= 10,6 ; 3,2 Hz, 204CM) ; 3,38 (1H, dd, J= 10,6 ; 6,6 Hz, 20-
CH,OH) ; 2,83 (1H, dd, J= 11,9 ; 3,8 HB-€H,) ; 2,58 (1H, dd, J= 13,2 ; 3,7 Hzg<CHy) ; 2,40
(1H, m, B-CHy) ; 2,29 (1H, dd, J= 13,2 ; 7,6 HZ3CH,) ; 2,18 (1H, m, &-CH,) ; 1,06 (3H, d, J=
6,6 Hz, 21-CH) ; 0,57 (3H, s, 18-Ch)

RMN-*3C (75 MHz, CDC}) : & = 145,1 (C-10) ; 141,9 (C-8) ; 135,3 (C-5) ; 12&36) ; 117,6 (C-7) ;
112,5 (C-19) ; 69,2 (C-3) ; 67,9 (C-22) ; 56,0 (@-152,8 (C-17) ; 45,9 (C-4) ; 45,9 (C-13) ; 403+

12) : 39,1 (C-20) ; 35,2 (C-2) ; 31,9 (C-1) ;: 29D9) : 27,2 (C-16) ; 23,5 (C-11) ; 22,3 (C-15)6,4
(C-21) ; 12,1 (C-18)

MS (ESI+) : 331 [MHT]

HRMS (CI) : Calculée pour SHas021" oo 33337
MNESUIEE ...ttt st e et e e et e s eaaas 331,2639

CLHP(Cyg) : Tr=5,75mn (MeOH/eau 90:10)

22-OpTs triene32 :
35 [(t-butyldiméthylsilyl)oxy]-22-p-tolylsulfonate-224-dinor-9,10-secochola-5(E),7(E),10(19)-triene

Le trienol31 (1,444 g ; 2,25 mmol ; 1 €q.) est dissous dans o O
la pyridine conditionnée sur tamis moléculaire (®)5; B S,
0,5M). Le chlorure de tosyle (0,743 g; 3,90 mmol

1,2 égq.) est ajouté sous agitation a 0°C. Apres deh
réaction a 0°C, le milieu réactionnel est placéhlé&s—18°C

puis lI'excés de chlorure de tosyle est hydrolysésso
agitation pendant 30 mn par I'ajout d’'une solutamueuse
saturée de bicarbonate de sodium puis d’'une ppiaatité = . _
de MTBE. La phase organique est diluée par l'ajdet > /~ [ CasH5404SS] .
MTBE, puis séparée, extraite & nouveau par undigolu” Sg e MM : 598,95 g.mol
aqueuse saturée de bicarbonate de sodium puis fdesux

par une solution aqueuse de chlorure de sodiurs, gdhée sur MgSCfiltrée sur silice et évaporée
sous vide a 30°C. Le tosylaB2 ainsi obtenu n’a pas l'odeur caractéristique dlorcine de tosyle
(1,815 g ; Rdt: 93%). Afin de s’assurer de sa f@ie produit est purifié sur colonne de silicthé

33
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de pétrole-AcOEt 100:2 -> 95:5) puis évaporé sads & 30°C pour donner un solide blanc collant de
22-QpTs triene32 (1,206 g ; Rdt : 62%).

CCM (Ether de pétrole/AcOEt 70/30) : Rf = 0,51

RMN-*H (300 MHz, CDCJ) : & = 7,79 (2H, d, J= 8,0 Hz, 33-CH) ; 7,34 (2H, d,8]8 Hz, 34-CH) ;
6,14 (1H, d, J= 11,0 Hz, 6-CH) ; 5,99 (1H, d, Js01Hz, 7-CH) ; 5,00 (1H, s, 19E-GH 4,75 (1H, d,
J= 2,2 Hz, 19Z-Ch) ; 3,98 (1H, dd, J= 9,1 ; 2,9 Hz, 22-@BTs) ; 3,80 (1H, ¢, J= 9,1 ; 6,6 Hz, 22-
CH,OTs) ; 3,80 (1H, m, 3CHOH) ; 2,82 (1H, dd, J= 11,7 ; 3,3 HB-BH,) ; 2,45 (3H, s, 36-C}) ;
2,41 (1H, ¢, 4-CH,) ; 2,34 (1H, m, B-CH,) ; 2,24 (1H, dd, J= 12,2 ; 9,0 HZ3<CH,) ; 2,08 (1H, m,
10-CH,) ; 0,99 (3H, d, J= 6,6 Hz, 21-GH 0,88 (3x3H, s, 31-CCHl; 0,51 (3H, s, 18-CH} ; 0,06
(2x3H, d, 29-SiCH)

RMN-*C (75 MHz, CDC}) : & = 145,4 (C-10) ; 144,6 (C-35) ; 140,7 (C-8) ; T36C-5) ; 133,1 (C-
32) ; 129,8 (C-34) ; 127,9 (C-33) ; 121,2 (C-6)L81L (C-7) ; 112,1 (C-19) ; 75,6 (C-22) ; 70,5 (C-3
55,9 (C-14) ; 52,1 (C-17) ; 46,9 (C-4) ; 45,7 (O-180,2 (C-12) ; 36,5 (C-20) ; 36,4 (C-2) ; 32F])
28,8 (C-9) ; 26,9 (C-16) ; 25,9 (C-31) ; 23,3 (OQ-122,2 (C-15) ; 21,7 (C-36) ; 18,2 (C-30) ; 17®
21) ; 12,0 (C-18) ; -4,6 (C-29)

MS (ESI+) : 599 [MH]

HRMS (Cl) : Calculée pour §gHs5504SST ™ ...vvvivieiieecee e 599,35903
MESUIEE ..eeniieee et e et e et e s e s e et s e e eaaaaeees 599,35873

CLHP(Cyg) : Tr=13,5mn (MeOH 100%)

22-OpTs vitamine B3 :
35 hydroxy-22-p-tolylsulfonate-23,24-dinor-9,10-seftola-5(E),7(E),10(19)-triene

Le 22-OpTs du trien82 (39 mg ; 65 umol ; 1 éq.) est dissous dans , o. 0

le THF non-stabilisé (65 pL ; 1 M) dans un tubepdastique ; la . o/S 2 24
solution 1 M de TBAF dans le THF (65 pL ; 65 umd! éq.) est
alors ajoutée a 0°C sous agitation. Apres 1,5 Isedeeréaction a
0°C sous azote, la réaction est peu avancée judsode TBAF
dans le THF (130pL ; 130 umol ; 2 é€q.) est rajoyt@er une nuit
a —18°C. Le milieu réactionnel est dilué dans le B&Tet la
saumure. La phase organique est lavée deux fassaumure et
deux fois a I'eau, puis séchée sur MgS@iltrée sur silice et C20H40045 1
évaporée sous vide a 30°C (30 mg). Le produit estipurifié sur HO" MM : 484,69 g.mol
colonne de silice et élué par (éther de pétrolettc80:20) pour donner la 22pDs vitamine D53
(15 mg ; Rdt : 47%).

CCM (Ether de pétrole/AcOEt 70/30) : Rf = 0,24

RMN-'H (300 MHz, CDCY) : & = 7,79 (2H, d, J= 8,4 Hz, 33-CH) ; 7,35 (2H, d,8]4 Hz, 34-CH) ;
6,22 (1H, d, J= 11,0 Hz, 6-CH) ; 6,01 (1H, d, Js018z, 7-CH) ; 5,04 (1H, t, J= 2,6 ; 1,2 Hz, 19E-
CH,) ; 4,80 (1H, d, J= 2,6 Hz, 19Z-GH 3,98 (1H, dd, J= 9,1 ; 3,2 Hz, 22-@H 3,96 (1H, m, 8-
CHOH) ; 3,80 (1H, dd, J= 9,1 ; 6,6 Hz, 22-§12,82 (1H, dd, J= 11,7 ; 4,0 HBETH,) ; 2,57 (1H,
dd, J= 13,5 ; 4,0 Hz,®dCHy) ; 2,45 (3H, s, 36-CH) ; 2,37 (1H, m, B-CHy) ; 2,28 (1H, dd, J= 13,5 ;
7,3 Hz, $-CH,) ; 2,17 (1H, m, &-CH,) ; 0,99 (3H, d, J= 6,6 Hz, 21-GH 0,51 (3H, s, 18-CH

RMN-'3C (75 MHz, CDC}) : & = 145,1 (C-10) ; 144,6 (C-35) ; 141,5 (C-8) ; B3E;-5) ; 133,1 (C-
32); 129,8 (C-34) ; 127,9 (C-33) ; 122,2 (C-6)178 (C-7) ; 112,5 (C-19) ; 75,6 (C-22) ; 69,2 (-3
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55,9 (C-14) ; 52,1 (C-17) ; 45,9 (C-4) ; 45,8 (C-130,1 (C-12) ; 36,5 (C-20) ; 35,2 (C-2) ; 31 (
1) ; 28,9 (C-9) ; 26,9 (C-16) ; 23,4 (C-11) ; 2215) ; 21,7 (C-36) ; 17,0 (C-21) ; 12,0 (C-18)

CLHP(Cyg) : Tr=9,5mn (MeOH/eau 90:10)

22-lodo vitamine b4 :
34 hydroxy-22-iodo-23,24-dinor-9,10-secochola-5(E})710(19)-triene

La 22-OpTs vitamine D63 (10 mg ; 21 umol ; 1 éq.) et l'iodure de
sodium (46 mg; 0,31 mmol; 15éq.) sont dissousisd#iacétone
(0,51 mL ; 0,04 M) sous agitation magnétique, apt@mature ambiante
puis placés a 50°C 2 heures. Le milieu réactiomst| évaporé sous
azote, repris dans (éther de pétrole-AcOEt 80:fild)¢ sur silice et
évapore. Le produit est purifié sur colone de sikt élué par (éther de
pétrole-AcOEt 90:10) pour donner la 22-iodo vitamid 54 (5 mg ;
Rdt : 56%).

CyoH33l0

HOY MM : 440,40 g.mol™

CCM (Ether de pétrole/AcOEt 90/10) : Rf = 0,39

RMN-'H (500 MHz, CDCY) : & = 6,43 (1H, d, J= 11,4 Hz, 6-CH) ; 6,04 (1H, d,1154 Hz, 7-CH) ;
5,06 (1H, t, J= 2,2 ; 1,0 Hz, 19E-GH 4,82 (1H, d, J= 2,2 Hz, 19Z-GH, 3,96 (1H, m, 8-CHOH) ;

3,34 (1H, dd, J= 9,5 : 2,5 Hz, 22-@); 3,19 (1H, dd, J= 9,5 ; 5,7 Hz, 22-@H; 2,83 (1H, dd, J=
11,7 ; 3,5 Hz, B-CHy) ; 2,57 (1H, dd, J= 13,2 ; 3,7 Hzg4CH,) ; 2,40 (1H, m, B-CHy) ; 2,29 (1H,
dd, J= 13,2 ; 7,9 Hz,PACH,) ; 2,18 (1H, m, &-CH,) ; 1,04 (3H, d, J= 6,3 Hz, 21-GH 0,59 (3H, s,
18-CHy)

RMN-*C (125 MHz, CDC}J) : & = 145,1 (C-10) ; 141,6 (C-8) ; 135,4 (C-5) ; 12&36) ; 117,8 (C-
7);112,5 (C-19) ; 69,2 (C-3) ; 56,0 (C-14) ; 56(817) ; 45,9 (C-4) ; 45,8 (C-13) ; 40,2 (C-1B7.,3
(C-20) ; 35,2 (C-2) ; 31,9 (C-1); 28,9 (C-9) ; @{C-16) ; 23,4 (C-11) ; 22,1 (C-15) ; 21,0 (C-22)
20,9 (C-21) ; 12,8 (C-18)

MS (ESI+) : 441 [MH]

HRMS (CI) : Calculée pour SHzal0 " Lo, 4485184
MESUIEE ...ttt e e e e s st ee e 441,16514

CLHP(Cyg) : Tr=15mn (MeOH/eau 95:5)

22-Cyano triene&3:
35[(t-butyldiméthylsilyl)oxy]-22-cyano-23,24-dinord-secochola-5(E), 7(E),10(19)-triene

Le tosylate32 (1,473 g; 2,5 mmol; 1éqg.) est dissous dans du A2
DMSO séché sur tamis moléculaire (12,2 mL; 0,2pdjs le ’
cyanure de potassium (1,121 g; 17,2 mmol ; 7 égt)ajouté a
température ambiante sous agitation. Le milieu tiéacel est

chauffé a 60°C 10 mn, placé aux ultra-sons 20 ma rbuveau

chauffé a 60°C 1 h. La réaction est contrblee paMQéther de
pétrole-AcOEt 95:5), le 22-cyano triene migre juatedessus du =«
tosylate. Le milieu réactionnel est alors addit@érde MTBE et ~J»
d’eau. La phase aqueuse est séparée et extraire doia par du Si\o\v
MTBE. Les phases organiques sont regroupées eedagaatre

MM : 453,78 g.mol ™t
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fois a la saumure, séchées sur MgSilirées sur silice et évaporées sous vide a 33@ donner le
22-cyano trien&3 (1,141 g ; Rdt : 100%).

CCM (Ether de pétrole/AcOEt 95/5) : Rf = 0,39

RMN-*H (300 MHz, CDCJ) : & = 6,15 (1H, d, J= 11,3 Hz, 6-CH) ; 6,01 (1H, d,113 Hz, 7-CH) ;
5,01 (1H, s, 19E-CH) ; 4,77 (1H, t, J= 1,3 Hz, 19Z-GH; 3,82 (1H, m, J= 9,1 ; 4,3 Hza3CHOH) ;

2,84 (1H, dd, J= 12,0 ; 3,5 HZBLH,) ; 1,18 (3H, d, J= 7,0 Hz, 21-GH 0,89 (3x3H, s, 31-CCH;

0,57 (3H, s, 18-CH ; 0,07 (2x3H, d, 29-SiC¥)

RMN-*C (75 MHz, CDC}) : & = 145,4 (C-10) ; 140,5 (C-8) ; 136,9 (C-5) ; 12(C26) ; 119,0 (C-
23); 118,2 (C-7) ; 112,2 (C-19) ; 70,5 (C-3) : BGC-14) ; 55,1 (C-17) ; 46,9 (C-4) ; 45,7 (C-13) ;
40,2 (C-12) : 36,4 (C-2) ; 33,9 (C-20) ; 32,7 (C-B8,7 (C-9) ; 27,6 (C-16) ; 25,9 (C-31) ; 24,8 (C
22) ;23,3 (C-11) ; 22,1 (C-15) ; 19,5 (C-21) ;28C-30) ; 12,2 (C-18) ; -4,6 (C-29)

MS (CI) : 510 [M+GHo]* ; 454 [MH]" ; 322 [MH-TBDMSOH]

HRMS (CI) : Calculée pour £HigNOST ™ ...vviiiicieceecee e 454,3505
INESUIEE ... e e e e e e eenns 454 ,3502

CLHP(Cig) : Tr=10,5mn (MeOH 100%)

22-CHO triene34 :
34[(t-butyldiméthylsilyl)oxy]-24-nor-9,10-secochodE),7(E),10(19)-trien-23-al

Le 22-cyano trien83 (42 mg; 0,093 mmol ; 1 ég.) est dissous
dans le dichlorométhane anhydre (0,926 mL ; 0,1pMis a - tn ~EH
80°C, sous agitation magnétique, la solution de AAIB 1 M m
dans le toluéne (102 pL; 0,102 mmol; 1,1 éq.) &sutée.

Apres 2 h de réaction une CCM (éther de pétroletc@b:5)

indique la fin de la réaction, le 22-CHO triéne reiguste au

dessus du nitrile. Le milieu réactionnel est diiaéds un mélange

de MTBE et de saumure acidifié¢e par HCI 1 M. La sgtha *
agueuse est séparée et extraite deux fois par dBEMTes >3° /"
phases organiques sont regroupées, lavées deuwxa foeau, /S'\o\“
séchées sur MgS¢Xiltrées sur silice et évaporées sous balayage
d’azote pour donner le 22-CHO triéBé (26 mg ; Rdt : 62%).

MM : 456,78 g.mol ™t

CCM (Ether de pétrole/AcOEt 95/5) : Rf = 0,47

RMN-*H (300 MHz, CDCY) : 8= 9,75 (1H, dd, J= 3,4 ; 1,2 Hz, 22-CHO) ; 6,18(1, J= 11,3 Hz, 6-
CH): 6,01 (1H, d, J= 11,3 Hz, 7-CH) ; 5,01 (1H18E-CH) : 4,77 (1H, d, J= 2,6 Hz, 19Z-GH
3,82 (1H, m, J= 9,1 ; 4,0 Hza3CHOH) ; 2,83 (1H, dd, J= 11,0 ; 3,7 HB-BH,) ; 2,37 (1H, m, B-
CHy) ; 1,03 (3H, d, J= 6,6 Hz, 21-GH 0,89 (3x3H, s, 31-CCHi; 0,60 (3H, s, 18-CH ; 0,07 (2x3H,
d, 29-SiCH)

RMN-*C (75 MHz, CDC}) : & = 203,5 (C-23) ; 145,4 (C-10) ; 140,8 (C-8) ; TB36C-5) ; 121,3 (C-
6); 118,1 (C-7) ; 112,2 (C-19) : 70,6 (C-3) ; 56(214) ; 56,2 (C-17) ; 50,8 (C-22) ; 46,9 (C-4)5,8
(C-13) ; 40,4 (C-12) ; 36,4 (C-2); 32,8 (C-1) ;,31C-20) ; 28,8 (C-9) ; 27,9 (C-16) ; 25,9 (C-31)
23,4 (C-11) ; 22,2 (C-15) ; 20,1 (C-21) ; 18,2 (@)}-312,1 (C-18) ; -4,6 (C-29)

MS (CI) : 513 [M+GHg]" ; 457 [MH]' ; 325 [MH-TBDMSOHT
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HRMS (CI) : Calculée pour £H4g02ST ™ ... 457,3502
MESUIEE ...ttt e e e s ee e 457,3507

CLHP(Cig) : Tr=12mn (MeOH 100%)

22-COOH triene3s :
acide 33[(t-butyldiméthylsilyl)oxy]-24-nor-9,10-secochoE),7(E),10(19)-trien-23-oique

Le 22-CHO triéne4 (20 mg ; 0,044 mmol ; 1 éq.) est dissous dans a2
le tert-butanol (220 pL ; ¢=0,2 M) puis le 2-méthyl-2-nee90%
technique (41 pL; 0,44 mmol; 10 ég.) est ajoutéerapérature
ambiante  suivi dune solution aqueuse 05M de
dihydrogénophosphate de sodium (220 uL; c¢=0,2 Mjnsd
laquelle a été dissous le chlorite de sodium (1Q @88 mmol ;

2 é9.). Le milieu biphasique est agité vigoureusarit® mn a 0°C.
Du MTBE et de la saumure sont alors ajoutés, ls@laueuse~_|,, Ve
séparée est extraite deux fois par du MTBE. Lesgharganiques— si_
regroupées sont extraites deux fois a I'eau, sé&ckéae MgSQ,

filtrées et évaporées sous balayage d'azote a BBYUE donner le 22-COOH trier85 (21 mg ; Rdt :
100%) sous forme d’'une meringue blanche quasi-pat€LHP.

C29H4803Si

o MM : 472,78 g.mol*

CCM (Ether de pétrole/AcOEt/AcOH 80/20/0,5) : Rf =8,3

RMN-*H (300 MHz, CDCJ) : & = 6,16 (1H, d, J= 11,3 Hz, 6-CH) ; 6,01 (1H, d,1153 Hz, 7-CH) ;
5,01 (1H, s, 19E-CH ; 4,77 (1H, d, J= 1,5 Hz, 19Z-GH 3,82 (1H, m, J= 9,1 ; 4,0 Hza3CHOH) ;
2,84 (1H, dd, J= 12,1 ; 3,0 HzBELH,) ; 2,49 (1H, dd, J= 4,0 Hzp4CH,) ; 2,49 (1H, dd, J= 16,6 ;
2,9 Hz, 22-CH) ; 2,35 (1H, dt, J= 13,9 ; 4,7 HZBTH,) ; 2,24 (1H, dd, J= 12,8 ; 9,5 HZBCH,) ;
1,04 (3H, d, J= 6,2 Hz, 21-GH; 0,89 (3x3H, s, 31-CCH; 0,59 (3H, s, 18-CH) ; 0,07 (2x3H, d, 29-
SiCHs)

RMN-*3C (75 MHz, CDC}) : 6 = 179,2 (C-23) ; 145,4 (C-10) ; 141,0 (C-8) ; B3EC-5) ; 121,3 (C-
6) ; 118,1 (C-7) ; 112,2 (C-19) ; 70,6 (C-3) ; 56(314) ; 56,1 (C-17) ; 46,9 (C-4) ; 45,8 (C-13)1;,2
(C-22) ; 40,4 (C-12) ; 36,4 (C-2) ; 34,0 (C-20)2,8 (C-1) ; 28,8 (C-9) ; 27,7 (C-16) ; 25,9 (C-31)
23,4 (C-11) ; 22,2 (C-15) ; 19,7 (C-21) ; 18,2 (@)}-312,1 (C-18) ; -4,6 (C-29)

MS (CI) : 529 [M+GHg]" ; 473 [MH] ; 341 [MH-TBDMSOHT

HRMS (CI) : Calculée pour £H4903ST " ....vvicviiiiece e, 473,3451
MNESUIEE ...ttt s e et e e e et e e s aaaas 473,3451

CLHP(Cig): Tr=11mn (MeOH/ACOH 100:0,5%o)

22-COOH vitamine 36 :
acide 3-hydroxy-24-nor-9,10-secochola-5(E),7(E),10(19&#tr23-oique

L’éther detert-butyldiméthylsilyle35 est déprotégé par le TBAF 1 M en
solution dans le THF en suivant le méme protocale pour la 20- ", 2_OH
COOH vitamine D20. 0,349 g (0,74 mmol) de I'éther fournissent apres
chromatographie (éther de pétrole-AcOEt-AcOH 7@3:> 50:50:0,5)
182 mg de l'alcool36 (69%, meringue blanche) qui est purifié par
CLHP préparative sur colonne C18.

176 Co3H3403

MM : 358,51 g.mol*
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CCM (Ether de pétrole/AcOEt/AcOH 50/50/0,5) : Rf =0,4

RMN-'H (300 MHz, CDCY) : & = 6,23 (1H, d, J= 11,3 Hz, 6-CH) ; 6,03 (1H, d,1153 Hz, 7-CH) ;
5,05 (1H, d, J= 1,1 Hz, 19E-GH 4,82 (1H, d, J= 2,2 Hz, 19Z-GH 3,95 (1H, m, J= 7,3 ; 3,7 Hz,
30-CHOH) ; 2,83 (1H, dd, J= 12,1 ; 3,6 HB-8H,) ; 2,58 (1H, dd, J= 13,2 ; 3,7 HZu«CH,) ; 2,42
(1H, m, B-CHy) ; 2,29 (1H, dd, J= 13,2 ; 7,3 HZBCHy) ; 2,18 (1H, m, &-CH,) ; 1,04 (3H, d, J=
5,1 Hz, 21-CH) ; 0,58 (3H, s, 18-CH)

RMN-*C (75 MHz, CDC}) : & = 184,2 (C-32) ; 145,1 (C-10) ; 141,7 (C-8) ; YBEC-5) ; 122,3 (C-
6); 117,8 (C-7) ; 112,5 (C-19) ; 69,3 (C-3) ; 56(314) ; 56,2 (C-17) ; 45,9 (C-4) ; 45,9 (C-13)0,4
(C-12) ; 35,2 (C-2) ; 34,0 (C-20) ; 31,9 (C-1) ;,@§C-9) ; 27,7 (C-16) ; 23,5 (C-11) ; 22,2 (C-15)
19,7 (C-21) ; 12,0 (C-18)

MS (CI) : 415 [M+CHg]" ; 359 [MH]" ; 341 [MH-H,0]*

HRMS (CI) : Calculée pour GHas031 ..., 35585
MESUIEE ...uunceieiiie e ee et e e et e eeeeeeesaans 359,2594

CLHP(Cyg) : Tr=10 mn (MeOH/eau/AcOH 80:20:0,5%o)

22-CO-NHS vitamine @2 :

Ester de N-hydroxysuccinimide de I'acidé8ydroxy-24-nor-9,10-secochola-5(E),7(E),10(19¢tw
23-oique

L’ester activé42 est préparé de la méme maniére que l'ester a2livé o}
par couplage de I'acide carboxyligBé (91 mg ; 0,25 mmol ; 1 ég.) au

N-hydroxysuccinimide (35 mg; 0,31 mmol ; 1,2 éqrn présence de O-N
DCC. Il est purifier sur colonne de silice et épa¥ (éther de pétrole-

AcOEt 50:50) pour donner 98 mg de 22-CO-NHS vitanin42 0
(Rdt : 84%).

|
Ca7H37NO5
Hoo MM : 455,59 g.mol™

CCM (Ether de pétrole/AcOEt 70/30) : Rf = 0,38

3*™|mmunogéne : conjugué 22-CO-BSA vitamine D - BBA

Le ™ immunogéne est préparé de la méme maniére que |
1*" (20-CO-BSA vitamine D22) par couplage de l'ester
activé42 (98 mg ; 0,22 mmol ; 50 ég.) sur la BSA (288 mg
4,30 umol ; 1 éq.). Apres la premiere série deydalpour
éliminer le THF entre autre, 'immunogéne est pérde la
méme maniére puis dialysé contre de l'eau et l\jigghi
L'immunogene est entierement soluble dans I'eauwn’yil a
pas de fraction dénaturée.

HO"
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23-CMO trienel7 :

23-0-(carboxyméthyl)oxyiming8 (t-butyldiméthylsilyl)oxy]-24-nor-9,10-secochola-
5(E),7(E),10(19)-triéne

Le 22-CHO triene34 (0,482 g; 1,06 mmol; 1éq.) et i, /NXOWOH
I’'hemi-chlorhydrate de carboxyméthoxylamine (0,138 o
0,63 mmol ; 1,2 éq.) sont séchés sous vide avagtred’
dissous dans le dichlorométhane anhydre sous a2otes
agitation et a 0°C, la pyridine conditionnée sumita
moléculaire (1,7 mL; 21,1 mmol; 20 éq.) est ageutlLa
réaction est laissée 1,5 h a 0°C, puis 30 mn a édeatyre _
ambiante. Une CCM montre la disparition de l'aldddhy ‘ C51H51NO,SI 1
(éther de pétrole-AcOEt 95:5) et I'apparition daclde TBDMSO" MM : 529,83 g.mol

(éther de pétrole-AcOEt-AcOH 70:30:0,5). Le milieéactionnel est évaporé a sec (azéotrope
pyridine-heptane). Les sous-produits apolaires gtintinés par lavage avec un mélange (éther de
pétrole-AcOEt 90:10) sur silice pour retenir le gui, puis le produit est élué par un mélange (éthe
de pétrole-AcOEt-AcOH 70:30:0,5). Le filtrat estagoré sous vide a 30°C et les traces d’acide
acétigue éliminées par son azéotrope avec I'hexam@roduit obtenu est purifié par chromato-flash
(éther de pétrole-AcOEt-AcOH 70:30:0,5) pour doniee23-CMO triene37 sous forme d’un solide
blanc (0,504 g ; Rdt : 90%).

CCM (Ether de pétrole/AcOEt/AcOH 70/30/0,5) : Rf =®,1
MS (ESI+) : 568 [M+K] ; 552 [M+Na] ; 530 [MH]" ; 398 [MH-TBDMSOH]

HRMS (LSIMS+, thioglycérol+AcONa) : Calculée pougBsoNNaO,SI ™ ........... 574,3304
MESUIEE ...ttt e et e e e e s e 574,3306

CLHP(Cyg) : Tr=10,5mn (MeOH/AcOH 100:0,5%0) 23(E)-CMfEne
CLHP(Cig) : Tr=11 mn (MeOH/ACOH 100:0,5%,) 23(Z)-CM@&ne

23-CMO vitamine 38 :
23-0O-(carboxyméthyl)oxyiming&hydroxy-24-nor-9,10-secochola-5(E),7(E),10(19¢te

Le 23-CMO triene37est dissous dans le THF non-stabilisé. Sous a2 %
azote et sous agitation, le TBAF 1 M dans le THH (AL ;
2,4 mmol ; 3 ég.) est ajouté a 0°C. La réactionl@ssée une
nuit a température ambiante et 1 heure a 50°C addtte
partiellement évaporée par balayage d'azote. Leiemil
réactionnel est alors dilué dans un mélange de MEBKle
saumure dont la phase organique est séparée peuadte deux

fois a la saumure (les phases aqueuses sont @xitegtes par

du MTBE). Les phases organiques sont séchées sBOiMg o
filtrées sur silice et évaporées sous vide a 3Q% . brut est
purifié sur colonne de silice et élué par un gnadig@ther de pétrole-AcOEt-AcOH 70:30:0,5 ->
50:50:0,5) pour donner un solide blanc de 23-CM@mine D38 quasi-pur (0,279 g ; Rdt : 84%).

CasH37NO,
MM : 415,57 g.mol*

CCM (Ether de pétrole/AcOEt/AcOH 50/50/0,5) : Rf =8,1

RMN-'H (300 MHz, CDCJ) : & = 7,523 et 6,7806 (1H, dd, J= 7,6 ; 5,7 Hz, 23-CBR3 (1H, d, J=
11,1 Hz, 6-CH) ; 6,03 (1H, d, J= 11,1 Hz, 7-CH)0%(1H, t, J= 1,1 Hz, 19E-GM; 4,81 (1H, d, J=
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2,3 Hz, 19Z-CH) ; 4,6014 et 4,6321 (2H, s, 32-0QH 3,96 (1H, m, J= 7,5 : 3,6 Hzp&HOH) ;
2,83 (1H, dd, J= 12,1 ; 3,3 HZBELH,) ; 2,58 (1H, dd, J= 13,4 ; 3,6 HzZg4LH;,) ; 2,37 (1H, m, B-
CH,) ; 2,29 (1H, dd, J= 13,4 ; 7,5 HZBCH,) ; 2,17 (1H, m, &-CH,) ; 1,00 (3H, d, J= 6,4 Hz, 21-
CHa) ; 0,56 (3H, s, 18-CH

RMN-*C (75 MHz, CDC}) : & = 152,7 (C-23) ; 145,0 (C-10) ; 141,8 (C-8) ; B36C-5) ; 122,4 (C-
6); 117,7 (C-7) ;: 112,5 (C-19) ; 69,3 (C-3) ; 560214) ; 56,2 (C-17) ; 45,9 (C-13) : 45,9 (C-4)0,3
(C-12) ; 35,7 (C-22) ; 35,1 (C-2) ; 34,8 (C-20)1,8 (C-1) ; 28,9 (C-9) ; 27,6 (C-16) ; 23,5 (C-11)
22,2 (C-15) ; 19,1 (C-21) ; 12,0 (C-18)

MS (ESI+) : 853 [2M+Na] ; 438 [M+Na] ; 416 [MH] : 398 [MH-H,O]"

HRMS (LSIMS+, thioglycérol) :  Calculée poungizgNOs ™ .......cvvevvereee. 416,2801
MESUIEE ....eiiiiiiiiiieieieeeeeee e e e e e e e s e 416,2802

CLHP (Cyg) : Tr=15,5mn (MeOH/eau/AcOH 80:20:0,5%.) BBCMO vitamine D
CLHP(Cyg) : Tr=16,5mn (MeOH/eau/AcOH 80:20:0,5%0) 2BCMO vitamine D

23-CMO-NHS vitamine @4 :

Ester de N-hydroxysuccinimide du 23-O-(carboxyn¥sikyimino-33-hydroxy-24-nor-9,10-
secochola-5(E),7(E),10(19)-triene

L’ester activeé44 est préparé de la méme maniére que
I'ester activé21 par couplage de l'acide carboxyliqG&
(80mg; 0,22 mmol; 1éq.) au N-hydroxysuccinimide
(31 mg; 0,27 mmol ; 1,2 éqg.) en présence de DCEstl
purifier sur colonne de silice et élué par (étherpétrole-
AcOEt 50:50) pour donner la 23-CMO-NHS vitamineld

(96 mg ; Rdt : 84%).

(f CogH40N206
HO™ MM : 512,64 g.mol™*

4°™ |mmunogéne : conjugué 23-CMO-BSA vitamine D - B5SA

Le ™ immunogéne est préparé de la méme maniére
que le £ (20-CO-BSA vitamine [22) par couplage

de l'ester activé44 (60 mg ; 0,12 mmol ; 50 éq.) sur
la BSA (157 mg; 2,34 umol; 1éqg.). Apres |
premiere série de dialyse pour éliminer le THF eentr
autre, 'immunogéne est purifié de la méme maniére
puis dialysé contre de l'eau et lyophilisé.
L'immunogéne est entierement soluble dans I'eau,\il
n'y a pas de fraction dénaturée (191,4 mg).

CCM (Ether de pétrole/AcOEt 50/50) : Rf = 0,36

HOY

CCM (Ether de pétrole/AcOEt 50/50) : Rf = 0,36
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22-(S-Bz-COOH) triéna9 :

acide 3[(t-butyldiméthylsilyl)oxy]-22-(4-mercaptobenzo@tl4-nor-9,10-secochola-
5(E),7(E),10(19)-triéne

Dans un ballon de 50 mL, l'acide 4-mercaptobenz®iqu
(206 mg ; 1,3 mmol; 2 éq.) et le bicarbonate ddiwso

(224 mg ; 2,7 mmol ; 4 éq.) sont séchés sous vide e
DMSO anhydre sur tamis moléculaire (6,7 mL ; 0,1ed)
ajouté. L’ensemble placé 5 mn aux ultra-sons. L©OPpZs
triene 32 solide (400 mg; 0,67 mmol ; 1 éq.) est ensuite
rapidement introduit. La suspension est alors agité a
température ambiante, puis 20 h a 50°C sous atete.
milieu réactionnel est alors additonné de MTBE, de
saumure et d’'une solut_lon aqueuse diHCI 1 M jusqit % D C5Hg,05SSi
acide. La phase organique est séparée et la phasese g .l MM : 580,94 g.mol™
extraite & nouveau au MTBE. Les phases organiques’ ©
regroupées sont lavées 3 fois a la saumure, séshéddgSQ, filtrées sur silice et évaporées sous
vide. Ce produit est chromatographié sur colonneiliee, éluée par un gradient (éther de pétrole-
AcOEt-AcOH 90:10:0,5 -> 80:20:0,5) pour donner [2-(3-Bz-COOH) triene39 (136 mg ; Rdt:
35%) sous forme d’un solide blanc.

CCM (Ether de pétrole/AcOEt/AcOH 80/20/0,5) : Rf =®,2

RMN-H (300 MHz, CDCY) : & = 7,97 (2H, d, J= 8,4 Hz, 34-CH) ; 7,31 (2H, d,8]4 Hz, 33-CH) ;
6,16 (1H, d, J= 11,0 Hz, 6-CH) ; 6,03 (1H, d, Js01diz, 7-CH) ; 5,01 (1H, s, 19E-GH 4,77 (1H, d,
J=1,5 Hz, 19Z-Ch) ; 3,82 (1H, m, J= 9,1 ; 4,0 HzpaCHOH) ; 3,21 (1H, dd, J=12,0 ; 2,6 Hz, 22-
CH,S) ; 2,84 (1H, dd, J= 12,0 ; 3,3 HR-8H,) ; 2,72 (1H, dd, J= 12,0 ; 8,8 Hz, 22-63) ; 2,45 (1H,
dd, J= 12,8 ; 4,0 Hz,®4CHj) ; 2,35 (1H, m, B-CHy) ; 2,25 (1H, dd, J= 12,8 ; 9,1 Hf3-CH,) ; 1,14
(3H, d, J= 6,6 Hz, 21-C#i; 0,89 (3x3H, s, 31-CCHi; 0,57 (3H, s, 18-CH); 0,07 (2x3H, d, 29-
SiCHs)

RMN-3C (75 MHz, CDC}) : 5 = 171,8 (C-36) ; 146,4 (C-32) ; 145,4 (C-10) ; BA@C-8) ; 136,7 (C-
5) ; 130,4 (C-34) ; 126,3 (C-33) ; 125,5 (C-35p1B (C-6) ; 118,1 (C-7) ; 112,2 (C-19) ; 70,6 (C-3
56,1 (C-14) ; 55,8 (C-17) ; 46,9 (C-4) ; 46,0 (O-180,4 (C-12) ; 39,4 (C-22) ; 36,5 (C-20) ; 36+
2) ;32,7 (C-1) ; 28,8 (C-9) ; 27,6 (C-16) ; 25®31) ; 23,4 (C-11) ; 22,2 (C-15) ; 19,1 (C-218,2
(C-30) ; 12,1 (C-18) ; -4,6 (C-29)

MS (LSIMS, thioglycérol+AcONa) : 625 [M+2N3]

HRMS (LSIMS+, thioglycérol+AcONa) : Calculée pougsBls:NaO3SSi ™ ............ 625,3124
MESUIEE ...iiie e et s 625,3128

CLHP(Cig) : Tr=22mn (MeOH/AcOH 100:0,5%o)
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22-(S-Bz-COOH) vitamine 80 :
acide 3>+hydroxy-22-(4-mercaptobenzoique)-24-nor-9,10-skclac5(E), 7(E),10(19)-triene

L’éther detert-butyldiméthylsilyle39 est déprotégé par le TBAF o}

1 M en solution dans le THF en suivant le mémequae que -

pour la 20-COOH vitamine 20. 20 mg (34 pmol) de I'éther w w * OH
fournissent apres chromatographie (éther de péfolEt- " S ¢

AcOH 70:30:0,5 -> 50:50:0,5) 14 mg de I'alcodD (88%,
meringue blanche) qui est purifié par CLHP prépegatsur
colonne C18.

CCM (Ether de pétrole/AcOEt/AcOH 50/50/0,5) : Rf =D,4

RMN-*H (500 MHz, CDC4+CD30D) :8 = 7,97 (2H, d, J= 85 CooHaa®sS
Hz, 34-CH): 7,31 (2H, d, J= 8,5 Hz, 33-CH) ; 6@}, d, J= HO' MM : 466,68 g.mol
11,0 Hz, 6-CH) ; 6,05 (1H, d, J= 11,0 Hz, 7-CH)0B(1H, t, J= 1,1 Hz, 19E-GM; 4,82 (1H, d, J=
2.2 Hz, 192-CH) ; 3,96 (1H, m, J= 7,6 ; 3,8 Hzg&HOH) ; 3,22 (1H, dd, J=12,0 ; 2,8 Hz, 22-
CH,S) ; 2,83 (1H, dd, J= 12,0 ; 4,1 HE-EH,) ; 2,73 (1H, dd, J= 12,0 ; 8,8 Hz, 22-63Y ; 2,58 (1H,
dd, J= 12,9 ; 3,8 Hz,®CH,) ; 2,40 (1H, c, B-CH,) ; 2,29 (1H, dd, J= 12,9 ; 7,6 HBCH,) ; 2,18
(1H, ¢, T-CHy) : 2,03 (1H, ¢, 14-CH) ; 2,01 (1H, ¢, ATH,) ; 1,92 (1H, ¢, B-CHy) ; 1,92 (LH, c,
160-CH,) ; 1,80 (1H, ¢, 20-CH) ; 1,70 (1H, caQCHy) ; 1,70 (1H, ¢, 14-CHy): 1.68 (1H, c, B-
CHy) : 1,56 (1H, ¢, 18-CH,) ; 1,54 (1H, ¢, 16-CHy) ; 1,54 (1H, ¢, 18-CH,) ; 1,50 (1H, ¢, 17-CH) :
1,37 (1H, ¢, 18-CH,) ; 1,35 (1H, ¢, 1B-CHy) : 1,14 (3H, d, J= 6,6 Hz, 21-GH 0,56 (3H, s, 18-
CHy)

RMN-1C (125 MHz, CDC}+CDs0OD) : & = 145,2 (C-10) ; 141,6 (C-8) ; 135,9 (C-5) ; 13((234) ;
126,7 (C-33) ; 122,0 (C-6) ; 118,0 (C-7) ; 112,51(@) ; 69,4 (C-3) ; 56,2 (C-14) ; 56,0 (C-17) ; 26,
(C-13) ; 45,9 (C-4) ; 40,4 (C-12) ; 39,8 (C-22)6,8(C-20) ; 35,3 (C-2) ; 32,4 (C-1) ; 29,0 (C-D7.7
(C-16) ; 23,5 (C-11) ; 22,3 (C-15) ; 19,1 (C-21)2,1 (C-18)

MS (CI) : 467 [MH] ; 449 [MH-H0]"

HRMS (ClI) : Calculée pour £8H3003S ...vooviiir e, 467,062
MESUIEE ...uvviiiiieiiieieeeeeeeeee e e e e e s s st et eeaaaaaaaaeaeeens 467,2621

CLHP(Cyg) : Tr=10,5mn (MeOH/eau/AcOH 90:10:0,5%o)

22-(S-Bz-CO-NHS) vitamine 45 :

Ester de N-hydroxysuccinimide de I'acidéBydroxy-22-(4-mercaptobenzoique)-24-nor-9,10-
secochola-5(E),7(E),10(19)-triene

L'ester active46 est préparé de la méme maniére que

I'ester activé21 par couplage de l'acide carboxyliqd®
(39mg; 84pumol; 1éqg.) au N-hydroxysuccinimide = | O—N
(12 mg; 100 umol ; 1,2 éq.) en présence de DCestl A

purifier sur colonne de silice et élué par (étherpétrole-
AcOEt 50:50) pour donner 47 mg de 22-(S-Bz-CO-NHS)
vitamine D46 (Rdt : 100%).

CCM (Ether de pétrole/AcOEt 50/50) : Rf = 0,29

C33H41NOsS

HOY MM : 563,75 g.mol
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5°Mimmunogéne : conjugué 22-(S-Bz-CO-BSA) vitamin@BA47 :

Le 5™ immunogéne est préparé de la méme
maniére que le®(20-CO-BSA vitamine 22) par
couplage de I'ester activib (47 mg ; 0,083 mmol ;
50 éq.) sur la BSA (112mg; 1,67 umol; 1 éq.).
Apres la premiére série de dialyse pour éliminer fe
THF entre autre, 'immunogéne est purifié de |a
méme maniere puis dialysé contre de l'eau |et
lyophilisé.

Fraction dénaturée : 67,7 mg

Immunogéne soluble : 58 mg

BSA

Trienal 48 (20-CHO triéne) :
35 [(t-butyldiméthylsilyl)oxy]-23,24-dinor-9,10-sedoala-5,7(E),10(19)-trién-22-al

L'acide iodoxybenzoiqué® (0,126 g; 0,45 mmol; 2 éq.) est o
dissous dans le DMSO (2,2 mL; ¢=0,1 M). Aprés alisson

totale, I'alcool 31(0,100 mg; 0,23 mmol ; 1 éq.) est ajouté a
température ambiante. La réaction est terminéeocatide 1 h et

le brut réactionnel est extrait 3 fois par I'étltlr pétrole. Les

phases d'éther de pétrole sont regroupées, estraifeis par un

mélange de saumure et d’une solution saturée @ebloicate de

sodium et 2 fois a I'eau. La phase organique eshés sur .,
MgSQ,, filtrée puis évaporée sous vide pour donner €hidle \Q Vo
48 (0,089g, Rdt: 89%). La purificaton par flash™ “Si. .
chromatographie sur silice (éther de pétrole-AcQBO:2 -> /0
95:5) donne 68 mg (Rdt : 68%) de I'aldéhytBsous forme d’une meringue blanche.

MM : 442,75 g.mol*

CCM (Ether de pétrole/AcOEt 100/2) : Rf = 0,18

RMN-'H (300 MHz, CDCJ) : & = 6,15 (1H, d, J= 11,3 Hz, 6-CH) ; 6,03 (1H, d,1153 Hz, 7-CH) ;
5,01 (1H, s, 19E-CH) ; 4,77 (1H, s, 19Z-CH ; 3,82 (1H, m, J= 9,1 ; 4,3 Hza3CHOH) ; 2,85 (1H,
dd, J= 11,7 ; 3,6 Hz,CH,) ; 2,45 (1H, dd, J= 12,4 ; 4,3 HZ4CH,) ; 2,37 (1H, m, B-CH,) ; 2,24
(1H, dd, J= 12,4 ; 9,1 HzPB4CH,) ; 1,14 (3H, d, J= 7,0 Hz, 21-GH 0,89 (3x3H, s, 31-CCH); 0,60
(3H, s, 18-CH) ; 0,07 (2x3H, d, 29-SiCh)

RMN-3C (75 MHz, CDC}) : = 205,0 (C-22) ; 145,4 (C-10) ; 140,3 (C-8) ; IB{C-5) ; 121,2 (C-
6) ; 118,3 (C-7) ; 112,2 (C-19) ; 70,6 (C-3) ; 58(14) ; 51,4 (C-17) ; 49,8 (C-20) ; 46,9 (C-4)6,2
(C-13) ; 40,3 (C-12) ; 36,4 (C-2) ; 32,7 (C-1) ;,28C-9) ; 26,5 (C-16) ; 25,9 (C-31) ; 23,3 (C-11)
22,6 (C-15) ; 18,2 (C-30) ; 13,6 (C-21) ; 12,5 (8)-1-4,6 (C-29)

MS (CI) : 499 [M+CHg]" ; 443 [MH]' ; 311 [MH-TBDMSOHT

HRMS (CI) : Calculée pour £H4702ST " ..eviiveeieecececee e 443,3345
MESUIEE ...ttt e e e e e e e 443,3347

119 Gracieusement fourni par S. LAURENT (LCO 1) et pmépselon le protocole : Frigerio, M.; Santagostivia, Sputore, SJ. Org.
Chem.1999 64, 4537-4538.
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20-CO-histamine trien&7:

34[(t-butyldiméthylsilyl)oxy]-22-N-histamine-23,24ntbr-9,10-secochola-5(E),7(E),10(19)-trien-22-
amide

RMN-'H (300 MHz, CDC}) : & = 7,57 (1H, s, 38-CH) : 0 N=
6,81 (1H, s, 37-CH) ; 6,15 (1H, d, J= 11,3 Hz, 6)CH,99

(1H, d, J= 11,3 Hz, 7-CH) ; 5,00 (1H, s, 19ELH4,76

(1H, s, 19Z-CH); 3,82 (1H, m, J= 9,1 ; 4,0 Hz,a3
CHOH) ; 3,52 (2H, c, 34-CHl; 2,83 (1H, c, P-CHy);

2,81 (2H, t, J= 6,6 Hz, 35-Gi; 2,45 (1H, dd, J=12,4 ; 4,0

Hz, 40-CHy) ; 2,24 (1H, dd, J= 12,4 ; 9,1 HzP-CH,) ;

1,16 (3H, d, J= 6,6 Hz, 21-GH; 0,88 (3x3H, s, 31- =
CCHs) ; 0,54 (3H, s, 18-CHJ ; 0,07 (2x3H, d, 29-SiCh) >@Si/”
RMN-3C (75 MHz, CDC}) : 5 = 177,0 (C-22) : 1453 (C- / ©
10) ; 140,8 (C-8) ; 136,6 (C-5) ; 121,3 (C-6) ; M8C-7) ; 112,2 (C-19) ; 70,6 (C-3) ; 55,8 (C-14)
53,2 (C-17) ; 45,9 (C-4) ; 45,6 (C-13) ; 45,2 (O-2@0,4 (C-12) ; 36,4 (C-2) ; 32,8 (C-1) ; 28,9 (C
35) ; 28,8 (C-9) ; 27,0 (C-34) ; 26,8 (C-16) ; 2%®31) ; 23,3 (C-11) ; 22,3 (C-15) ; 18,2 (C-30) ;
17,8 (C-21) ; 12,3 (C-18) ; -4,6 (C-29)

CLHP(Cg) : Tr=6,5mn (MeOH 100%)

MM : 551,88 g.mol™*

20-CO-histamine vitamine B8 :
3hydroxy-22-N-histamine-23,24-dinor-9,10-secoch®(g), 7(E),10(19)-trien-22-amide

La 20-CO-NHS vitamine D21 (30 mg; 68 umol; 1éq.) et
I'histamine (15 mg; 0,136 mmol ; 2 éq.) sont diges dans le
THF non-stabilisé (1,36 mL; 0,05 M) et une solatiaqueuse
0,1 M de bicarbonate de sodium (1,36 mL ; 0,05 Afrés une
nuit a 4°C, l'ester activé est encore visible enMC(&ther de
pétrole-AcOEt 50:50), I'histamine (38 mg ; 0,34 mMim® éq.)
est ajoutée. Apres 40 heures, la réaction est, fieiemilieu
réactionnel évaporé sous vide a 30°C, le résiduospsur
colonne de silice est élué par (chloroforme-méthano
ammoniaque 28% 90:10:1) pour donner la 20-CO-histam
vitamine D58 (24 mg ; 80%). HO

Ca7H39N30;
Mol. Wt.: 437,62

CCM (CHClL/MeOH/NH; aqg. 80/20/1) : Rf = 0,60

RMN-*H (500 MHz, CDC}) : & = 7,58 (1H, s, 38-CH) ; 6,82 (1H, s, 37-CH) ; 6(28, d, J= 11,3 Hz,
6-CH) ; 6,01 (1H, d, J= 11,3 Hz, 7-CH) ; 5,04 (kH,J= 2,2 Hz, 19Z-CH ; 4,80 (1H, d, J= 2,2 Hz,
19E-CH) ; 3,94 (1H, m, J= 7,9 ; 3,8 Hza3CHOH) ; 3,53 (2H, m, J= 6,3 Hz, 34-GH 2,83 (1H, c,
9B-CHy) ; 2,81 (2H, t, J= 6,3 Hz, 37-GH; 2,70 (1H, g, J= 7,1 Hz, 20-CH) ; 2,57 (1H, d¢, 13,0 ;
3,4 Hz, 41-CHy) ; 2,40 (1H, m, B-CHy) ; 2,29 (1H, dd, J= 13,0 ; 7,8 Hf3<CH,) ; 2,17 (1H, m, &-
CH,) ; 2,08 (1H, dd, J= 10,1 ; 6,6 Hz) ; 2,03 (1H, dd,10,1 Hz) ; 1,15 (3H, d, J= 6,6 Hz, 21-¢H
0,54 (3H, s, 18-CH

RMN-'C (125 MHz, CDC}) : & = 145,1 (C-10) ; 141,5 (C-8) ; 135,5 (C-5) ; 12&36) ; 117,8 (C-
7);112,5 (C-19) ; 69,2 (C-3) ; 55,9 (C-14) : 58(317) ; 46,0 (C-4) ; 45,7 (C-13) ; 45,2 (C-2@)0,3
(C-12) ; 35,2 (C-2) ; 32,0 (C-1) ; 28,9 (C-9) ; 2QC-16) ; 23,4 (C-11) ; 22,3 (C-15) ; 17,8 (C-21)
12,2 (C-18)

MS (CI) : 494 [M+GHg]" : 438 [MH]
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HRMS (CI) : Calculée pour SHzoNz05T" .o, 438,3121
MESUIEE ...ttt e e s eeee e 438,3121

CLHP(Cyg) : Tr=10,7 mn (MeOH/eau/g 70:30:0,1%o)

20-CO-(5-iodohistamine) vitamine &9 :
33-hydroxy-22-N-(5-iodohistamine)-23,24-dinor-9,1@eehola-5(E),7(E),10(19)-trien-22-amide

Les dérivés histaminés sont aliquotés dans le méthsur le %
fond des tubes puis séchés sous azote et soud eslsolutions O N Nj\NH
doivent étre ajoutées sur le fond du tube a laaopipette, tout en ' N X,

mélangeant au vortex. wH H |
Les produits sont stables a —18°C et ne semblens@aégrader
en solution diluée dans le méthanol.

A un tube contenant la 20-CO-histamine vitaminB8Yref SPL
188PP1) 10 pg; 23 nmol ; 1 ég.) sont ajoutés (23 puL ; 1 mM) de
méthanol puis (11,5puL; 11 nmol; 0,5¢éqg.) duneluson .
d’'iodure de sodium aqueux & 1 mM sous agitatioVarex, a HO"
température ambiante. La solution de chloraminel@,5pL ; 46 nmol ; 2 €ég.) a 1 mg/mL dans le
tampon phosphate 0,1 M pH 7,4 est ajoutée souatiagitvigoureuse au Vortex. Aprés deux minutes,
la réaction est stoppée par I'ajout sur le fonduhe d’'une solution de métabisulfite de sodium (9 p
229 nmol ; 10 ég.) a 5 mg/mL dans le tampon phdspbdl M pH 7,4. Le milieu réactionnel est
préleve et injecté en CLHP.

Co7H3gIN3O5
Mol. Wt.: 563,51

A un tube contenant la 20-CO-histamine vitaming8¥ref SPL 205A) 0,5ug ; 1,1 nmol ; 1 éq.) sont
ajoutés 23 uL (0,05 mM) de méthanol puis 11,5@b7 nmol ; 0,5 éq.) d’'une solution d’'iodure de
sodium a 50 uM dans la soude aqueuse a pH 7-1lagitation au Vortex et a température ambiante.
La solution de chloramine T (10,5 uL; 45,7 nmdiQ ég.) a 1 mg/mL dans le tampon phosphate
0,1 M pH 7,4 est ajoutée sous agitation vigourease/ortex. Apres deux minutes, la réaction est
stoppée par l'ajout sur le fond du tube d’'une solutde métabisulfite de sodium (9 uL ; 229 nmol ;
200 é€g.) a 5 mg/mL dans le tampon phosphate 0,HW @. Le milieu réactionnel est prélevé et
injecté en CLHP.

RMN-'H (300 MHz, CDCY) : & = 7,54 (1H, s, 38-CH) ; 6,21 (1H, d, J= 11,6 HLI8) ; 6,01 (1H, d,
J= 11,6 Hz, 7-CH) ; 5,03 (1H, s, 19E-@QH 4,79 (1H, d, J= 1,9 Hz, 19Z-GH 2,84 (1H, d, J= 13,2
Hz, PB-CH,) ; 2,76 (2H, m, 35-Ch) ; 2,61 (1H, dd, J= 13,1 ; 4,1 HZ<4€H,) ; 2,39 (1H, dt, J= 13,9 ;
5,0 Hz, B-CH,) ; 2,25 (1H, dd, J= 12,2 ; 8,8 H3-CH,) ; 2,14 (1H, m, &-CH,) ; 1,15 (3H, d, J= 6,6
Hz, 21-CH) ; 0,55 (3H, s, 18-Ck)

RMN-3C (75 MHz, CDC}) : 5 = 145,2 (C-10) ; 141,3 (C-8) ; 136,1 (C-5) ; 12(4C96) ; 118,1 (C-7) ;
112,6 (C-19) ; 69,4 (C-3) ; 56,0 (C-14) ; 53,2 (©)-146,0 (C-4) ; 45,8 (C-13) ; 44,8 (C-20) ; 405

12) ; 38,4 (C-34) : 35,4 (C-2) ; 32,5 (C-1) ; 29®B35) ; 29,0 (C-9) ; 26,8 (C-16) ; 23,5 (C-11)2,2
(C-15) ; 17,6 (C-21) ; 12,2 (C-18)

MS (ESI+) : 564 [MH]

HRMS (CI) : Calculée pour SHzolN302T " oo, 564,2087
MESUIEE ... eeeeeeeeeeeeteete s s 222 e e e e e e e eeeeenannnnes 564,2089

CLHP(Cyg) : Tr=14,5mn (MeOH/eau/f{ 70:30:0,1%o)
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22-CMO-histamine vitamine B4 :

22-0O-[(N-histamine)-carbamoylméthyl]oxyiming-Bydroxy-23,24-dinor-9,10-secochola-
5(E),7(E),10(19)-triene

Le dérivé a ioder 22-CMO-histamine vitamine5B est s
préparé de la méme maniére que le dérivé & ioder 20 o QOQ v N\H
CO-histamine vitamine »8) par couplage de l'ester i \N~O N %

activé 28 (44 mg; 88 pumol; 1éqg.) a [I'histamine
(49 mg ; 441 umol ; 5 éq.). Il est purifier surauhe de
silice et élué par (chloroforme-méthanol-ammoniaque
28% 90:10:1) puis par CLHP préparative pour donner
27 mg de 22-CMO-histamine vitamine@ (61%) Un
aliquot est purifié par CLHP analytique préparatia

de garantir sa pureté lors des marquages a I'ib2f) ( .
HO"

C29H42N4O3
Mol. Wt.: 494,67

CCM (CHCL/MeOH/NH; aq. 80/20/1) : Rf = 0,51

RMN-'H (300 MHz, CDCY) : & = 7,54 (1H, s, 38-CH) ; 7,35 (1H, d, J= 8,1 HZEX2H) ; 6,82 (1H,

s, 37-CH) ; 6,54 (1H, d, J= 8,4 Hz, 22Z-CH) ; 6(281, d, J= 11,0 Hz, 6-CH) ; 6,02 (1H, d, J= 11,0
Hz, 7-CH) ; 5,05 (1H, d, J= 2,2 Hz, 19E-@H 4,80 (1H, d, J= 2,2 Hz, 19Z-GH, 4,46 (2H, s, 32-
CHy) ; 3,97 (1H, m, J= 7,3 ; 3,7 HzaaCHOH) ; 3,59 (2H, m, J= 6,4 Hz, 34-GH 2,83 (1H, c, p-
CH,) ; 2,83 (2H, t, J= 6,4 Hz, 35-GH; 2,58 (1H, dd, J= 13,2 ; 3,3 HzgH,) ; 2,38 (1H, m, -
CH,) ; 2,30 (1H, dd, J= 13,2 ; 7,3 HZB€H,) ; 2,18 (1H, m, &-CH,) ; 1,11 (3H, d, J= 7,0 Hz, 21-
CHs) ; 0,56 (3H, s, 18-C})

RMN-'3C (75 MHz, CDC}) : & = 170,2 (C-33) ; 157,8 (C-22) ; 145,1 (C-10) ; 14(C-8) ; 135,8 (C-
5): 134,8 (C-38) ; 122,1 (C-6) ; 118,0 (C-7) ; BL2C-19) ; 72,5 (C-32) ; 69,1 (C-3) ; 56,1 (C-14)
54,1 (C-17) ; 45,9 (C-13) ; 45,8 (C-4) ; 40,2 (O-138,8 (C-34) ; 37,4 (C-20) ; 35,1 (C-2) ; 31> (
1) ; 28,9 (C-9) ; 26,9 (C-16) ; 23,4 (C-11) ; 22G315) ; 18,0 (C-21) ; 12,3 (C-18)

MS (ESI+) : 495 [MH] ; 989 [2M+H] ; 1011 [2M+Na]

HRMS (ClI) : Calculée pour £8H4aN403 ... 495,3335
MESUIEE ...uvviiiiieieieieeeeeeeeeee e e e e e s s smmmmmms et naaaaaaaaeaeeens 495,3337

CLHP(Cyg) : Tr=12,5mn (MeOH/eau/f 75:25:0,1%o)
uv : €265,5 nm— 16170 £266,5 nm— 16812

22-CMO-(5-iodohistamine) vitamine & :

22-0O-[(5-iodohistamine)-carbamoylméthyl]oxyiming-Bydroxy-23,24-dinor-9,10-secochola-
5(E),7(E),10(19)-triene

A un tube contenant la 22-CMO-histamine
vitamine D 64 (ref SPL 208PP1)10 pg; 20 nmol ;

1 éq.) sont ajoutés (40 uL ; 0,5 mM) de méthand pu
(10 pL ; 10 nmol ; 0,5 éq.) d’'une solution d’iodute
sodium aqueux a 1 mM sous agitation au Vortex et a
température ambiante. La solution de chloramine T
(9,5 uL ; 40 nmol ; 2 ég.) a 1 mg/mL dans le tampon
phosphate 0,1 M pH 7,4 est ajoutée sous agitation
vigoureuse au Vortex. Aprés deux minutes, la

réaction est stoppée par I'ajout sur le fond duetub
HO"

Co9H41IN4O3
Mol. Wt.: 620,57
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d’'une solution de métabisulfite de sodium (8 ulLO22mol ; 10 €ég.) a 5 mg/mL dans le tampon
phosphate 0,1 M pH 7,4. Le milieu réactionnel eétgvé et injecté en CLHP.

RMN-H (300 MHz, CDCJ) : & = 7,53 (1H, s, J= Hz, 38-CH) ; 7,36 (1H, d, J= B2 22-CH) ; 6,21
(1H, d, J= 10,9 Hz, 6-CH) : 6,03 (1H, d, J= 10,9 RLCH) ; 5,05 (1H, s, 19E-G; 4,81 (1H, d, J=
2,2 Hz, 19Z-CH) ; 4,46 (2H, s, 32-CH) ; 3,97 (1H, I, &-CHOH) ; 3,57 (2H, d, J= Hz, 34-GMH; 2,85
(2H, s, 35-CH) ; 2,58 (1H, dd, J= 13,2 ; 2,8 Hzg4H,) ; 2,39 (1H, m, B-CH,) ; 2,30 (1H, dd, J=
13,2 ; 7,6 Hz, B-CHy) ; 2,18 (1H, m, &-CH,) ; 1,13 (3H, d, J= 6,6 Hz, 21-GH 0,58 (3H, s, 18-
CHa)

RMN-*3C (75 MHz, CDC}) : & = 145,1 (C-10) ; 141,0 (C-8) ; 135,9 (C-5) ; 12¢&16) ; 118,1 (C-7) ;
112,6 (C-19) ; 72,3 (C-32) ; 69,2 (C-3) ; 46,0 (8)-145,9 (C-4) ; 40,2 (C-12) ; 37,3 (C-20) ; 352
2) ;31,9 (C-1) ; 28,9 (C-9) ; 27,0 (C-16) ; 23@+{1) ; 22,4 (C-15) ; 18,1 (C-21) ; 12,4 (C-18)

CLHP(Cyg) : Tr=15mn (MeOH/eau/Rt 75:25:0,1%o)

22-CO-histamine vitamine B6 :
33-hydroxy-23-N-histamine-24-nor-9,10-secochola-5{8),10(19)-trien-23-amide

Le dérivé a ioder 22-CO-histamine vitaminebb est préparé
de la méme maniere que le dérivé a ioder 20-CQ@uhisie

36 _N
vitamine D 58) par couplage de l'ester acti& (18 mg; 3 | D=
40 umol ; 1 éq.) a I'histamine (22 mg ; 198 umbléq.). De la s —NH

saumure est ajoutée et la phase aqueuse estexdréis au
dichlorométhane. Les phases organiques regroupéas s
séchées sur MgS(puis purifiées sur colonne de silice éluée
par (chloroforme-méthanol-ammoniaque 28% 90:1061ng
de 22-CO-histamine vitamine 66 (Rdt : 33%) sont collectés. CoHa NoO

Un aliquot est purifié par CLHP analytique prépaeagfin de Vool \‘}\}t':34521,64
garantir sa pureté lors des marquages a I'iode)(125

CCM (CHClL/MeOH/NH; aqg. 80/20/1) : Rf = 0,61
CLHP(Cyg) : Tr=16 mn (MeOH/eau/gt 70:30:0,1%o)
CLHP(Cyg) : Tr=8,5mn (MeOH/eau/g 75:25:0,1%o)

23-CMO-histamine vitamine :

23-O-[(N-histamine)-carbamoylméthyl]loxyiming@8ydroxy-24-nor-9,10-secochola-
5(E),7(E),10(19)-triene

La 23-CMO-NHS vitamine D44 (20 mg ; 39 pumol ;

22 32 H 35
1 éq.) et I'histamine (22 mg ; 0,195 mmol ; 5 &mit 78 N~ N SN
dissous dans le THF non-stabilisé (0,39 mL ; 0,1 M) m o SY\E v
et une solution aqueuse 0,1 M de bicarbonate de B[ v s —NH

sodium (0,39 mL ; 0,1 M). Aprés 24 h a température

ambiante, I'ester activé a disparu en CCM (éther de
pétrole-AcOEt 50:50). Le milieu réactionnel évaporé

par balayage dazote a 35°C, le résidu aqueux
additionné d'une solution aqueuse saturée de
bicarbonate de sodium est extraite 3 fois go
dichlorométhane. Les phases organiques sous

C30H44N403
Mol. Wt.: 508,70
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regroupées, extraites 2 fois a I'eau, séchéesutfates de magnésium, filtrées et évaporées sous azo
Ta pour donner la 23-CMO-histamine vitaminé® (20 mg ; 100% de rendement) sous forme d’une
meringue blanche puis un aliquot est purifié paH@lanalytique préparative afin de garantir sa guret
lors des marquages a l'iode (125).

CCM (CHCL/MeOH/NH; ag. 80/20/0,5) : Rf = 0,80

RMN-*H (500 MHz, CDCJ) : & = 7,54 (1H, s, 38-CH) ; 7,5221 et 6,7569 (1H,dHp,3 ; 4,7 Hz, 23-
CH): 6,81 (1H, s, 37-CH) ; 6,22 (1H, d, J= 11,0, 18zCH) ; 6,04 (1H, d, J= 11,0 Hz, 7-CH) ; 5,05
(1H, d, J= 1,5 Hz, 19E-Ci)i; 4,82 (1H, d, J= 1,5 Hz, 19Z-GH 4,4838 et 4,5298 (2H, s, 32-OgQH
3,97 (1H, m, 8-CHOH) ; 3,59 (2H, m, J= 6,0 Hz, 34-GH 2,83 (1H, ¢, B-CH,) ; 2,83 (2H, t, J= 6,6
Hz, 35-CH) ; 2,58 (1H, dd, J= 12,9 ; 2,2 Hm«CH,) ; 2,41 (1H, m, B-CH,) ; 2,30 (1H, dd, J= 13,5 ;
7,8 Hz, $-CH,) ; 2,18 (1H, m, &-CH,) ; 0,97 (3H, d, J= 6,6 Hz, 21-GH 0,55 (3H, s, 18-CH

RMN-13C (125 MHz, CDC}) : & = 170,1 (C-33) ; 152,9 (C-23) ; 145,1 (C-10) ; BA(C-8) ; 141,5
(C-36) ; 135,6 (C-5) ; 134,7 (C-38) ; 122,2 (C-8)17,8 (C-7) ; 112,5 (C-19) ; 72,5 (C-32) ; 69,1 (C
3): 56,3 (C-14) ; 56,1 (C-17) ; 45,9 (C-4) : 45813) ; 40,4 (C-12) ; 38,8 (C-34) ; 35,7 (C-235,2
(C-2) ; 34,8 (C-20); 31,9 (C-1) ; 28,9 (C-9) ; ®(C-16) ; 23,4 (C-11) ; 22,2 (C-15) ; 19,2 (C-21)
12,0 (C-18)

MS (ESI+) : 509 [MH] ; 491 [MH-H,0]"

HRMS (LSIMS+, thioglycérol) :  Calculée poursgsNiOs™ ™ ................... 509,3492
MESUIEE .....evviiriiiiiiieeeeeeeeeeeeeeess s 909,3495

CLHP(Cyg) : Tr=15,3 mn (MeOH/eau/fN 75:25:0,1%o)

22-(S-Bz-CO-histamine) vitamineD :

acide 3+hydroxy-22-[(N-histamine)-4-mercaptobenzamide]rt-9,10-secochola-5(E),7(E),10(19)-
triene

Le dérivé a ioder 22-(S-Bz-CO-histamine)
vitamine D70 est préparé de la méme maniére que
par couplage de l'ester activ® (9 mg ; 15 umol ;

1 ég.) a I'histamine (8 mg; 75 umol; 5éq.). Un
aliquot est purifié par CLHP analytique préparative
afin de garantir sa pureté lors des marquages a
l'iode (125).

C34H45N30,S

HOY Mol. Wt.: 559,81

RMN-*H (500 MHz, CDC}) : & = 7,70 (2H, d, J= 7,6 Hz, 34-CH) ; 7,61 (1H, s;GH) : 7,30 (2H, d,
J=7,6 Hz, 33-CH) ; 6,85 (1H, s, 40-CH) ; 6,23 (tHJ= 11,4 Hz, 6-CH) ; 6,04 (1H, d, J= 11,4 Hz, 7-
CH) ; 5,05 (1H, s, 19E-CHi; 4,82 (1H, s, 19Z-C}} ; 3,95 (1H, m, 8-CHOH) ; 3,72 (2H, m, J= 6,0
Hz, 37-CH) ; 3,18 (1H, d, J= 12,3 Hz, 22-GS8) ; 2,91 (2H, t, J= 6,0 Hz, 38-GH 2,83 (1H, d, J=
13,2 Hz, B-CH,) ; 2,69 (1H, dd, J= 12,3 Hz, 22-G8) ; 2,57 (1H, d, J= 12,6 Hza4CH,) ; 2,40 (1H,

m, 13-CHy) ; 2,29 (1H, dd, J= 12,6 ; 7,8 HB<CH,) ; 2,17 (1H, m, &-CHy) ; 1,13 (3H, d, J= 6,6 Hz,
21-CH) ; 0,55 (3H, s, 18-Ch)
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RMN-*3C (125 MHz, CDC}) : & = 167,1 (C-36) ; 145,1 (C-10) ; 142,7 (C-32) ; B4(C-8) ; 135,5
(C-5) ; 131,1 (C-35) ; 127,4 (C-33) ; 127,3 (C-34p2,3 (C-6) ; 117,8 (C-7) ; 112,5 (C-19) ; 692 (
3); 56,2 (C-14) ; 55,9 (C-17) ; 46,1 (C-13) ; 4%34) ; 36,6 (C-20) ; 35,2 (C-2) ; 34,7 (C-41)1,3
(C-1) ;29,0 (C-9) ; 27,6 (C-16) ; 23,5 (C-11) ;22C-15) ; 19,1 (C-21) ; 12,1 (C-18)

MS (LSIMS+, thioglycérol) : 560 [MH]

HRMS (LSIMS+, thioglycérol) :  Calculée pourgiseNzOo' " ................ 560,3311
MESUIEE ...t s D60,3304

CLHP(Cig) : Tr=7,5mn (MeOH/eau/g 90:10:0,1%o)

Acide 3-(1H-imidazol-4-yl)-propioniques :

Dans un tricol de 250 mL, l'acide urocaniqf2 (5,48 g ; 39,7 mmol) est mis en

suspension dans 'eau (80 mL ; 0,5M) au moyen dtea-sons et en chauffant a % % N
80°C sous azote. A cette suspension refroidie @demture ambiante, est ajoutéO” = ™ B
le catalyseur a base de palladium 10% sur charbth (8,548 g ; 10%wt). Le NH
milieu réactionnel est balayé par un leéger fluxyditogéne puis laissé sous ¢ N0,
atmosphére d’hydrogéne au moyen d’'un ballon de roabhd sous agitation Mol. Wt.: 140,14
magnétique a 40°C pendant 3 h. La fin de la réactést marquée par la

disparition du spot CCM UV (chloroforme-méthanol/BD Rf : 0,5). Le ballon est alors refroidi a
température ambiante et balayé par un flux d’azatemilieu réactionnel est filtré sur célite efilerat
est concentré sous vide a 60°C a I'évaporateutifr@eant d’étre lyophilisé pour donner I'acide 3-
(1H-imidazol-4-yl)-propioniqué& 3 sous forme d’un solide blanc avec un rendementgasf.

RMN-'H (300 MHz, BO) : & = 8,55 (1H, d, J= 1,5 Hz, 38-CH) ; 7,21 (1H, s;GH) ; 2,97 (1H, t, J=
7,2 Hz, 34-CH) ; 2,58 (1H, t, J= 7,2 Hz, 35-GH

RMN-C (75 MHz, D:O) : & = 183,6 (C-33) ; 136,3 (C-36) ; 135,6 (C-38) ; MLBC-37) ; 38,7 (C-
34) : 23,8 (C-35)

N-hydroxysuccinimide 3-(1H-imidazol-4-yl)-propioadd :

L’acide 3-(1H-imidazol-4-yl)-propioniqu&’3 (20 mg; 0,14 mmol ; 1 éq.)

est placé en suspension dans le THF (1,4 mL ; d¥,Duis le carbonate 9

de N,N’-disuccinimide technique (55 mg; 0,21 mmal5 éq.) est ajouté 3 N,OM N\
température ambiante sous agitation. Aprés 1 jdla, de milieu réactionnel [N>H
est stocké a 4°C. Un aliquot est évaporé par bgéageazote. De 'eau est O ~ . \ o
ajoutée et la phase aqueuse extraite 3 fois padichlorométhane. Les ol wt: 237 21
phases organiques sont regroupées, séchées sur,Ndg&Cevaporé pour

donner le N-hydroxysuccinimide 3-(1H-imidazol-4-pljopionater4.
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22-NH-[3-(1H-Imidazol-4-yl)-propionate] vitamine b :

3hydroxy-22-amino-N-[3-(1H-imidazol-4-yl)-propion&e]-23,24-dinor-9,10-secochola-
5(E),7(E),10(19)-triene

Sur le méme principe que pour I'obtention du dédvéder 0
23-CMO-NHS vitamine D44, la 22-amino vitamine D84 . ~ MG/N
(3,6 mg; 11 umol ; 1 €q.) est couplée a un extesat de N- 1 ﬁﬂ 4 \\\ D

hydroxysuccinimide de l'acide  3-(1H-imidazol-4-yl)-
propionique. La réaction est laissée 2 jours a d°@ milieu
réactionnel est évaporé sous balayage d'azoteotadité est
dissoute dans le méthanol et purifie sur colonneHEL
analytigue avec un gradient (MeOH/eaghE®60:40:0,1%0 ->
90:10:0,1%0 en 40 mn) afin de garantir sa puret& ldes
marquages a l'iode (125). HOY

CogHa1N30;
Mol. Wt.: 451,64

RMN-*H (500 MHz, CDC4) : &= 7,53 (1H, s, 38-CH) ; 6,80 (1H, s, 37-CH) ; 6(281, d, J= 11,4 Hz,
6-CH) ; 6,04 (1H, d, J= 11,4 Hz, 7-CH) ; 5,05 (K 19E-CH) ; 4,82 (1H, s, 19Z-CH ; 3,96 (1H, m,
30-CHOH) ; 3,73 (2H, m, J= 6,9 Hz, 34-GH 3,34 (1H, m, 22-CkNH) : 2,98 (1H, m, 22-CbNH) ;
2,92 (2H, t, J= 6,6 Hz, 35-G; 2,83 (1H, d, J= 12,6 HzPBOCH,) ; 2,57 (1H, ¢, 4-CH,) ; 2,39 (1H,
m, 13-CHy) ; 2,29 (1H, dd, J= 13,6 ; 7,6 HB<CH,) : 2,18 (1H, m, 8-CHy) ; 0,92 (3H, d, J= 6,6 Hz,
21-CHy) : 0,55 (3H, s, 18-CH)

RMN-13C (125 MHz, CDC}) : 5 = 173,5 (C-33) ; 145,5 (C-10) ; 142,0 (C-8) ; BBE;-5) ; 122,7 (C-
6); 118,2 (C-7); 112,9 (C-19) ; 69,6 (C-3) ; 58®22) ; 56,5 (C-14) ; 54,6 (C-17) ; 46,3 (C-13) ;
45,4 (C-4) ; 40,8 (C-12) ; 37,2 (C-20) ; 35,6 (C-2P,3 (C-1) ; 29,3 (C-9) ; 27,8 (C-16) ; 23,91C) ;
22,7 (C-15) ; 17,9 (C-21) ; 12,5 (C-18)

MS (LSIMS+, thioglycérol) : 452 [MH]

HRMS (LSIMS+, thioglycérol) : Calculée poungHi N3O .. 452,3277
MESUIEE ...uvviiiieeiieeieeeeeeeeee e e e e e e e e 452,3283

CLHP(Cyg) : Tr=9mn (MeOH/eau/E\ 80:20:0,1%o)

CLHP(Cig) : Tr=11,3mn (MeOH/eau/sd 75:25:0,1%o)

20-CO-NH-PEO-biotine vitamine 7 :

{N-biotinyl-[N-2,2'-(éthylenedioxy)bis(éthylaming@ S-hydroxy-23,24-dinor-9,10-secochola-
5(E),7(E),10(19)-trien-22-amide)

L'ester  activé 20-CO-NHS

vitamine D 21 (5,0mg;

11,3 umol; 1éq.) et la biotin-

PEO-amine (Pierce-Perbio ref.

21346) (4,2mg; 11,3 pumol; 5

1 ég.) sont dissous dans le THF H H
|

distillé (113 uL; 0,1 M) et une

solution aqueuse de bicarbonate de

sodium 0,1 M (113 pL; 0,1 M) et ij/ C3gHeoN4O6S
laissé sous azote 22h RQov Mol. Wt.: 700,97

température ambiante puis 5h
supplémentaires a 40°C. Le milieu réactionnel &misaséché sous balayage d’'azote a 35°C, repris
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Partie expérimentale

dans 100 uL de méthanol (volume de la boucle ditiga) et injecté en CLHP sur une colonne
analytique (Hypersil 56105-060 ; 250x4.6 mm 5umrKasil C18), éluée par un gradient de méthanol
dans lI'eau de 50% a 100% en 60 mn avec un débit de/mn. Les fractions absorbant les UV a
264 nm sont collectées et évaporées sous azotéQG (L 292). Chacune des fractions est par la
suite testée face a un anticorps anti-vitamine Or p@rifier la présence de vitamine D et révélélpar
streptavidine — HRP pour vérifier la présence deiddéine. Seul les fractions 6 et 7 sont positiaese
test.

MS (ESI+) : 723 [M+Na] ; 701 [MH[';

HRMS (LSIMS, glycérol) : Calculée poursg@giNsOsS ™ ................. 701,4312
MESUIMEE ..vviieie et e et s e 701,4334

CLHP(C1g) : Tr=11,2mn (MeOH/eau 70:30)

22-CMO-NH-PEO-biotine vitamine :

{N-biotinyl-[N-2,2'-(éthylenedioxy)bis(éthylamingR2-O-(carbamoylméthyl)oxyiminoZhydroxy-
23,24-dinor-9,10-secochola-5(E),7(E),10(19)-triene

H S

NW E
- N
o NH

HN
Y
0]

Ca0Hs3N507S

Ho Mol. Wt.: 758,02

L’ester activé 22-CMO-NHS vitamine BB (5,0 mg ; 10 umol ; 1 éq.) et la biotin-PEO-am(Rerce-
Perbio ref. 21346) (3,8 mg ; 10 umol ; 1 éq.) stissous dans le THF distillé (100 uL ; 0,1 M) eeun
solution aqueuse de bicarbonate de sodium 0,1 N |{10; 0,1 M) et laissé sous azote 22 h a
température ambiante. Le milieu réactionnel estsadéché sous balayage d'azote a 40°C, repris dans
100 pL de méthanol (volume de la boucle d’injectieninjecté en CLHP sur une colonne analytique
(Hypersil 56105-060 ; 250x4.6 mm 5um Kromasil CE)ee par un gradient de méthanol dans I'eau
de 50% a 100% en 60 mn avec un débit de 1 mL/ms.flaetions absorbant les UV a 264 nm sont
collectées et évaporées sous azote a 35°C (SPL2B&fune des fractions est par la suite test&e fac
a un anticorps anti-vitamine D pour vérifier la ggace de vitamine D et révélé par la streptavidine
HRP pour vérifier la présence de la biotine. Sesiiftactions 12, 17 et 18 sont positives a ce test.

MS (ESI+) : 780 [M+Na] ; 758 [MH]

HRMS (LSIMS, glycérol) :  Calculée pours§sNsO;S'™ ................. 758,4526
MESUIEE ...ttt e e e e e e e e 758,4508

CLHP(C1g) : Tr=26 mn (MeOH/eau/ 70:30)
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Partie expérimentale

20-CO-NH-CH-CH,-NHBOC vitamine ¥9 :

N-(N-BOC-éthylenediamine)&hydroxy-23,24-dinor-9,10-secochola-5(E),7(E),10{iten-22-
amide

La 20-CO-NH-CH-CH,-NHBOC vitamine D79 est préparée
de la méme maniere que la 20-CO-NH-&EH,-NH;
vitamine D 80 par couplage de l'ester activ&l (50 mg;
0,11 mmol; 1éqg.) a la BOC-éthylenediamine (60 uL
0,23 mmol ; 2 éq.) dans le THF en présence dehyteanine
(29 pL; 0,24 mmol ; 1,2 €q.). Les extractions daites par du
MTBE. Apres purification, 11 mg de 20-CO-NH-G&H,-
NHBOC vitamine D79 (Rdt : 20%) sont obtenus.

CogH4eN204
Mol. Wt.: 486,69

RMN-'H (500 MHz, CDCY) : & = 6,22 (1H, d, J= 11,0 Hz, 6-CH) ; 6,02 (1H, d,1I50 Hz, 7-CH) ;
5,04 (1H, s, 19E-C}) ; 4,81 (1H, s, 19Z-C) ; 3,94 (1H, m, J= 7,6 ; 3,5 Hza3CHOH) : 3,34 (2H,
m, 34-CH) : 3,28 (2H, t, J= 5,0 Hz, 35-GH; 2,83 (1H, dd, J= 12,6 ; 3,8 H3LH,) ; 2,57 (1H, dd,
J= 12,9 Hz, 4-CH,) ; 2,40 (1H, m, B-CHy) ; 2,29 (1H, dd, J= 12,9 HzB4CH,) ; 2,17 (1H, m, &-
CHy) ; 2,10 (1H, m); 2,04 (1H, t, J= 9,5 Hz) ; 1,8H( s, 38-CCH) ; 1,18 (3H, d, J= 6,6 Hz, 21-
CHs) ; 0,55 (3H, s, 18-Ch)

RMN-*C (125 MHz, CDC}) : & = 171,8 (C-22) ; 145,1 (C-10) ; 141,5 (C-8) ; B3E-5) ; 122,3 (C-
6); 117,8 (C-7) ; 112,5 (C-19) ; 69,2 (C-3) ; 5614) ; 53,2 (C-17) ; 45,9 (C-4) ; 45,1 (C-13)5,1
(C-20) ; 40,3 (C-12) ; 35,2 (C-2) ; 32,0 (C-1) ;,24C-9) ; 28,4 (C-38) ; 26,9 (C-16) ; 23,4 (C-11)
22,3 (C-15) ; 17,9 (C-21) ; 12,2 (C-18)

MS (ESI+) : 995 [2M+Na] ; 509 [M+Na] ; 487 [MH] ; 431 [MH-isopropéné]

MS (LSIMS, thioglycérol) : 509 [M+Nd]; 487 [MH] ; 431 [MH-isopropéné] ; 387 [MH-
isopropéne-Cg*

HRMS (LSIMS, thioglycérol) :  Calculée pourisNoOg ™ ..., 487,3536
MESUIEE ....eviiiiiiiiieeeeeeeee e e e e e e e e e e 487,3537

CLHP(Cyg) : Tr=10,3 mn (MeOH/eau 80:20)

20-CO-NH-CH-CH,-NH; vitamine D80 :
N-(éthylénediamine)hydroxy-23,24-dinor-9,10-secochola-5(E),7(E),10{itn-22-amide

La 20-CO-NHS vitamine D21 (50 mg ; 0,11 mmol ; 1 éq.) est
dissoute dans le THF (1,1 mL; ¢c=0,1 M) A Ta, sag#ation, un

exces de diéthylamine (76 puL; 0,68 mmol; 6 égst ejouté
rapidement. Un précipité de NHS apparait rapidereetd réaction

est arrétée a 30 mn. Le milieu réactionnel est @éapous balayage
d’azote. De la saumure est ajoutée et le milieva&xd fois par du
dichlorométhane. Les phases organiques regroupésssechées sur .
MgSO, puis le produit est chromatographié sur colonnailiiee et

élué par un gradient (chloroforme/méthanol/ammareac28% CouHagN,0,
90:10:1 -> 80:20:1) pour obtenir 23 mg de 20-CO-8H-CHy>- o Mol. Wt.: 386,57
NH; vitamine D80 (Rdt : 52%).
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Partie expérimentale

RMN-'H (300 MHz, CDCY) : & = 6,22 (1H, d, J= Hz, 6-CH) ; 6,02 (1H, d, J= AzCH) : 5,04 (1H, s,
19E-CH) ; 4,80 (1H, s, 19Z-CH ; 3,90 (1H, m, J= 7,9 ; 4,0p3CH) ; 3,69 (2H, m, J= 6,9 ; 1,6 Hz,
34-CH) ; 2,38 (1H, m, f-CHy) : 2,27 (1H, dd, J= 12,6 ; 8,2 HzB<CH,) ; 2,17 (1H, m, &-CH,) ;
2,05 (1H, t, = 7,9 Hz,0dCHy) ; 1,43 (1H, td, J= 12,6 ; 3,5 Hz) ; 1,18 (3H,Jd, 6,9 Hz, 21-Ch) ;
0,56 (3H, s, 18-Ch)

RMN-*C (75 MHz, CDC}) : & = 145,1 (C-10) ; 135,7 (C-5) ; 122,1 (C-6) ; 11{®7) ; 112,5 (C-
19) ; 69,3 (C-3) ; 55,9 (C-14) : 53,1 (C-17) ; 4%(84) ; 45,7 (C-13) ; 44,7 (C-20) ; 40,4 (C-185,2
(C-2) ; 32,2 (C-1) ; 28,9 (C-9) ; 26,8 (C-16) ; 23C-11) ; 22,3 (C-15) ; 17,6 (C-21) ; 12,2 (C-18)

MS (CI) : 443 [M+GHg]" ; 387 [MH]" ; 369 [MH-H,0]"

HRMS (CI) : Calculée pour GHagN2O2 ™ oo 387,3012
MNESUIEE ...ttt s et eea e e e e aaaas 387,3014

22-azido triene3l :
35[(t-butyldiméthylsilyl)oxy]-22-azido-23,24-dinor-B-secochola-5(E),7(E),10(19)-triene

L’'azoture de sodium (76 mg; 1,2mmol; 7 éqg.) esis en
suspension dans DMF anhydre sur tamis moléculdiyé niL ;
0,1 M), et chauffé & 70°C 15 mn. Le 22-OpTs tri82¢100 mg ;
0,17 mmol ; 1 éq.) est ajouté sous forme solideerape€rature
ambiante, puis I'ensemble est porté a 50°C pen2idmtLe milieu H z

réactionnel est alors additionné d’éther de pétetlde saumure.

La phase organique est séparée et a nouveau laveéis 2 la

saumure. Les phases aqueuses sont systématiquemetne- & e _
extraite par de I'éther de pétrole. Les phases niggas sont - s .. CagHa7N3OSI
séchées sur MgSQfiltrées sur silice, éluées par (éther de pétrole / © Mol. Wt.: 469,78

AcOEt-AcOH 95:5) et évaporées sous vide pour doonerpate incolore, tres visqueuse de 22-azido
triene81 (64 mg ; Rdt : 82%).

CCM (Ether de pétrole/AcOEt 100/2) : Rf = 0,46

RMN-'H (500 MHz, CDCJ) : & = 6,16 (1H, d, J= 11,0 Hz, 6-CH) ; 6,02 (1H, d,1150 Hz, 7-CH) ;
5,01 (1H, s, 19E-CH) ; 4,77 (1H, t, J= 1,3 Hz, 19Z-GH; 3,82 (1H, m, J= 9,2 ; 4,0 HzpEHOH) ;
3,38 (1H, dd, J= 11,7 ; 3,3 Hz, 22-eM8) ; 3,06 (1H, dd, J= 11,7 ; 7,6 Hz, 22-0\3) ; 2,84 (1H, dd,
J=12,2; 4,0 Hz,R-CHy) ; 2,45 (1H, dd, J= 12,9 ; 4,0 HA<CH,) ; 2,36 (1H, dt, J= 13,5 ; 4,7 H1
CHy) ; 2,24 (1H, dd, J= 12,9 ; 9,2 HZBCH;) ; 2,09 (1H, tdt, J= 13,5 ; 4,4 ; 1,6 HO-CH,) ; 1,06
(3H, d, J= 6,6 Hz, 21-C¥i; 0,89 (3x3H, s, 31-CCH; 0,56 (3H, s, 18-CH; 0,07 (2x3H, d, 29-
SiCHs)

RMN-*3C (125 MHz, CDC}) : & = 145,4 (C-10) ; 140,8 (C-8) ; 136,7 (C-5) ; 12(C36) ; 118,1 (C-
7);112,2 (C-19) ; 70,6 (C-3) ; 58,0 (C-22) ; 56B14) ; 53,6 (C-17) ; 46,9 (C-4) ; 45,8 (C-13)0,4
(C-12) ; 37,3 (C-20) ; 36,4 (C-2) ; 32,8 (C-1) ;,2§C-9) ; 27,4 (C-16) ; 25,9 (C-31) ; 23,4 (C-11)
22,3 (C-15) ; 18,2 (C-30) ; 17,9 (C-21) ; 12,1 (8)1-4,6 (C-29)
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22-azido vitamine B2 :
33hydroxy-22-azido-23,24-dinor-9,10-secochola-5(E)710(19)-triene

L’éther detert-butyldiméthylsilyle81 est déprotégé par le TBAF 1 M en n 2
solution dans le THF en suivant le méme protocale pour la 20-
COOH vitamine D20 mais sans extraction acide. 64 mg (0,14 mmol) de
I'éther fournissent apres chromatographie (éthgvetele-AcOEt 90:10

-> 80:20) 32 mg de l'alco@2 (67%, meringue blanche).

CCM (Ether de pétrole/AcOEt 80/20) : Rf = 0,32

RMN-'H (300 MHz, CDCJ) : = 6,43 (1H, d, J= 11,3 Hz, 6-CH) ; 6,04 CyH33N30

(1H, d, J= 11,3 Hz, 7-CH) ; 5,05 (1H, t, J= 1,1 HRF-CH) ; 4,81 (1H, HO" Mol. Wt.: 355,52
d, J= 2,3 Hz, 192-Ch} ; 3,95 (1H, m, J= 7,5 ; 3,8 Hza8CHOH) ; 3,38 (1H, dd, J= 12,0 ; 3,4 Hz, 22-
CH,N3) ; 3,07 (1H, dd, J= 12,0 ; 7,5 Hz, 22-@83) ; 2,83 (1H, dd, J= 11,8 ; 3,9 HA3-€H,) ; 2,58
(1H, dd, J= 13,0 ; 3,8 Hzp4CH,) ; 2,40 (1H, m, B-CH,) ; 2,29 (1H, dd, J= 13,0 ; 7,5 HA3<CH,) ;
2,17 (1H, m, &i-CH,) ; 1,06 (3H, d, J= 6,8 Hz, 21-GH 0,56 (3H, s, 18-CH

RMN-'3C (75 MHz, CDC}) : = 145,1 (C-10) ; 141,6 (C-8) ; 135,5 (C-5) ; 12¢;36) ; 117,8 (C-7) ;
112,5 (C-19) ; 69,2 (C-3) ; 58,0 (C-22) ; 56,1 (@-153,6 (C-17) ; 45,9 (C-4) ; 45,9 (C-13) ; 403
12) ; 37,3 (C-20) ; 35,2 (C-2) ; 31,9 (C-1) ; 28(®9) ; 27,4 (C-16) ; 23,5 (C-11) ; 22,3 (C-15)7,.4
(C-21) ; 12,1 (C-18)

MS (CI) : 412 [M+GHg] " ; 356 [MH]" ; 338 [MH-H,O]" ; 328 [MH-N,]" ; 310 [MH-H,O-N,]*

HRMS (CI) : Calculée pour SHasNaO ¥ ..o 356,2702
MESUIEE ..t e et e e e s s e e e s et s e s aaaaaeees 356,2706

CLHP(Cig) : Tr=19 mn (MeOH/eau 90:10)

22-amino triene33 :
35[(t-butyldiméthylsilyl)oxy]-22-amino-23,24-dinorB0-secochola-5(E),7(E),10(19)-triene

21 22
/s,

Le 22-azido trieneB1l (28 mg; 0,06 mmol ; 1 éq.) est dissous

dans le THF séché sur hydrure de lithium aluminidn® mL ; NH,
0,05 M). L’hydrure de lithium aluminium (11 mg ;30mmol ;

5 éq.) est ajouté a température ambiante et leumitactionnel

agité 30 mn sous azote. Le THF est partiellemeap@sé sous

azote et du MTBE humide est ajouté, suivi de saemia phase

organique est séparée et lavée a la saumure puile paau. Les =

phases agueuses sont réextraites par du MTBE, LWG,?@ /* CogHagNOSi
séchées sur MgSQCet évaporées sous vide pour donner le 22- /S'\o\“ Mol. Wt.: 443,78

amino triene83 (21 mg : Rdt : 81%) sous forme d’une meringue
blanche.

CCM (CHCL/MeOH/NH; aq. 90/10/1) : Rf = 0,38

RMN-*H (300 MHz, CDCJ) : & = 6,16 (1H, d, J= 11,3 Hz, 6-CH) ; 6,02 (1H, d,113 Hz, 7-CH) ;
5,01 (1H, s, 19E-CH ; 4,78 (1H, d, J= 1,1 Hz, 19Z-GH 3,82 (1H, m, J= 9,1 ; 4,0 Hz&HOH) ;
3,74 (2H, m, 22-CbNH2) ; 2,83 (1H, dd, J= 11,5 ; 3,2 H-€H,) ; 2,75 (1H, dd, J= 12,8 Hz, 22-
CHaNH,) ; 2,37 (1H, m, J= 13,5 ; 4,8HZBLCH,) ; 2,24 (1H, dd, J= 12,8 ; 9,1 HAB3-CH,) ; 2,09 (1H,
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m, 10-CH,) : 1,00 (3H, d, J= 6,6 Hz, 21-GH 0,89 (3x3H, s, 31-CCH}; 0,56 (3H, s, 18-CH) ; 0,07
(2x3H, d, 29-SiCh)

RMN-3C (75 MHz, CDC}) : 5 = 150,9 (C-10) ; 145,4 (C-8) ; 136,5 (C-5) ; 124G36) ; 117,9 (C-7) ;
112,1 (C-19); 70,6 (C-3) ; 68,0 (C-22) ; 56,2 (©-153,9 (C-17) ; 47,6 (C-4) ; 45,8 (C-13) ; 405

12) ; 39,4 (C-20) ; 36,4 (C-2) ; 32,8 (C-1) ; 28®9) : 27,4 (C-16) ; 25,9 (C-31) ; 23,5 (C-11)2,2
(C-15) ; 18,2 (C-30) ; 17,1 (C-21) ; 12,2 (C-18%.6 (C-29)

MS (CI) : 500 [M+GHg]" ; 444 [MH]' ; 312 [MH-TBDMSOHT

HRMS (CI) : Calculée pour £HsoNOST ..., 444,3662
MESUIEE ...ttt e e e e s ee e 444,3665

CLHP(Cig) : Tr=32,8mn (MeOH/EBN 100:0,1%o)

22-amino vitamine 34 :
34-hydroxy-22-amino-23,24-dinor-9,10-secochola-5(E)710(19)-triene

L’éther detert-butyldiméthylsilyle83 (0,158 g ; 0,36 mmol ; 1 éq.) est P
déprotégé par I'acide fluorhydrique 48% aqueux (AL5; 14 mmol ; ’
40 €q9.) en solution dans le THF (7,1 mL; c=0,05 & tube en
plastique une nuit a -18°C. Le THF est évaporébpdayage d’'azote a
35°C. Le milieu réactionnel est repris dans du MTBEde I'eau
acidifiée par de 'HCIl 1 M. La phase aqueuse esai&e et extraite par

du MTBE puis du bicarbonate de sodium est ajousmyia pH
basique. La phase aqueuse est extraite 3 foisupdictlorométhane et

les phases organiques regroupees, séchées sur,Mg&@porée pour,,
donner I'amine84 (82 mg; Rdt: 80%). La purification par flash
chromatographie (chloroforme/méthanol/ammoniaquéb 285:5:1) fourni plusieurs fractions de
I'amine 84 pur en RMN.

CyoH35NO
Mol. Wt.: 329,52

CCM (CHCL/MeOH/NH; ag. 90/10/1) : Rf = 0,24

RMN-'H (300 MHz, CDCJ) : & = 6,23 (1H, d, J= 11,3 Hz, 6-CH) ; 6,04 (1H, d,1153 Hz, 7-CH) ;
5,05 (1H, t, J= 1,1 Hz, 19E-GH; 4,82 (1H, d, J= 2,3 Hz, 19Z-GH 3,93 (1H, m, J= 7,9 ; 3,8 Hz,
30-CHOH) ; 2,83 (1H, dd, J= 11,9 ; 3,5 HB-BH,) ; 2,75 (1H, dd, J= 12,6 ; 2,0 Hz, 22-Q¥H2) ;
2,57 (1H, dd, J= 13,2 ; 3,8 Hza4CH,) ; 2,43 (1H, m, B-CHy) ; 2,38 (1H, m, 22-CbNH2) ; 2,28
(1H, dd, J= 13,2 ; 7,9 HzB4CH,) ; 2,17 (1H, m, &-CH,) ; 0,99 (3H, d, J= 6,0 Hz, 21-GH 0,56
(3H, s, 18-CH)

RMN-3C (75 MHz, CDC}) : 5 = 145,2 (C-10) ; 141,9 (C-8) ; 135,4 (C-5) ; 12¢G36) ; 117,7 (C-7) ;
112,4 (C-19) ; 69,2 (C-3) ; 56,2 (C-14) ; 53,9 (©-147,5 (C-22) ; 46,0 (C-4) ; 45,9 (C-13) ; 405

12) ; 35,3 (C-2) ; 32,0 (C-1) ; 29,0 (C-9) ; 27(316) ; 23,5 (C-11) ; 22,3 (C-15) ; 17,1 (C-21p,11
(C-18)

MS (CI) : 386 [M+CHg]" ; 330 [MH[' ; 312 [MH-H,0[*

HRMS (LSIMS, thioglycérol) :  Calculée pounzNO ™ ...................... 330,2797
MESUIEE ....eveiieiiiiiieeeeeeeeeeeee e e e e e 330,2799
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23-amino triene6 :
34[(t-butyldiméthylsilyl)oxy]-23-amino-24-nor-9,1@&sochola-5(E),7(E),10(19)-triene

Le 22-cyano trien83 (24 mg ; 0,05 mmol ; 1 éq.) est dissous dans
le THF séché sur hydrure de lithium aluminium (H0; 0,05 M).
L’hydrure de lithium aluminium (20 mg; 0,5 mmollD éq.) est
ajouté a température ambiante et le milieu réacgbmgiteé 1 h
sous azote. Le THF est partiellement évaporé saote aet du H

MTBE humide est ajouté, suivi de saumure. La phlaganique
est separée et lavée a la saumure puis par de Lesuphases o w

agueuses sont réextraites par du MTBE, regrouggehées sur& Ve _
MgSOs et évaporées sous vide. Le produit brut est gurifiar S I(\3A2€1H3&t“_a§'7 o1
flash chromatographie sur silice / © ol Wha A1,
(chloroforme/méthanol/ammoniaque 28% 90:10:1) pmbanner le 23-amino trien@6 (12 mg : Rdt :
50%) sous forme d’une meringue blanche.

CCM (CHCL/MeOH/NH; aqg. 90/10/1) : Rf = 0,21

RMN-*H (500 MHz, CDCJ) : & = 6,16 (1H, d, J= 11,4 Hz, 6-CH) ; 6,01 (1H, d,1I4 Hz, 7-CH) ;
5,01 (1H, s, J= Hz, 19E-GH; 4,78 (1H, s, J= Hz, 19Z-G); 3,82 (1H, m, J= 9,7 ; 4,0 Hzp3
CHOH) ; 2,83 (1H, d, J= 12,6 HzBXCH,) ; 2,77 (1H, m, 23-CbNH,) ; 2,64 (1H, m, 23-CbNH)) ;
2,45 (1H, dd, J= 12,9 ; 4,0 HzoCH,) ; 2,37 (1H, dt, J= 13,6 ; 4,7 HzBLCH,) ; 2,24 (1H, dd, J=
12,9 ; 9,7 Hz, B-CH,) ; 2,09 (1H, c, J= 13,6 Hz,aiCH,) ; 0,94 (3H, d, J= 6,6 Hz, 21-GH, 0,89
(3x3H, s, 31-CCH) ; 0,55 (3H, s, 18-CH) ; 0,07 (2x3H, d, 29-SiC¥)

RMN-*3C (125 MHz, CDCJ) : & = 145,4 (C-10) ; 141,4 (C-8) ; 136,4 (C-5) ; 12(C46) ; 117,9 (C-
7); 112,1 (C-19) ; 70,6 (C-3) ; 56,7 (C-14) : 56(317) ; 46,9 (C-4) : 45,8 (C-13) ; 36,4 (C-2)4,3
(C-20) ; 32,8 (C-1) ; 28,9 (C-9) ; 27,8 (C-16) ;@%C-31) ; 23,5 (C-11) ; 22,3 (C-15) ; 19,0 (C-21)
18,2 (C-30) ; 12,1 (C-18) ; -4,6 (C-29)

CLHP(Cig) : Tr=13,0mn (MeOH/EBN 100:0,1%o)

Conditions générales de marquage a l'iode(125)

Sous une hotte aspirante munie de vitres chargégdoenb et dans des conditions optimum de
radioprotection, le dérivé a ioder est dissous daresquantité suffisante de méthanol pour assarer s
solubilité (20 pL). La solution de Nfal (0,8 mCi ; 8 pL) est ajoutée a température antbjssuivie de

la solution oxydante de chloramine T a 1 mg/mL @amgon phosphate de sodium 0,1 M a pH 7,4
(10 pL). La réaction de substitution électrophiteraatique est trés rapide et permet de limiter les
phénomenes de radiolyse. Elle est stoppée apreisoen2 mn par une solution réductrice de
métabisulfite de sodium a 5 mg/mL en tampon phaspda sodium 0,1 M a pH 7,4 (20 pL). Le
milieu réactionnel est par la suite dilué dans uglamge d’acétonitrile a 30% dans une solution
agueuse d’acide trifluoroacétique 0,5%0 (0,5 mL) mp&we purifié par CLHP gradient sur une colonne
analytique phase inverse (C18). L’éluat est cafleattomatiquement toutes les minutes. Le pic d’iode
libre (1) sort rapidement aprés le volume mort de la ca@psnivi du produit d’iodation & un temps
de rétention variable en fonction de sa polarit.pic de radioactivité correspondant au produit de
diiodation est absent des marquages.

Purification d’anticorps sur colonne de Protéine A

Réactifs :
e Tampon borate 20 mM - NaCl 0,15 M pH 8,5 (élution)
» Tampon acide acétique 0,58% - NaCl 0,15 M pH 3é&era@chage)
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* Tampon borate 1 M pH 8,0 (neutralisation)

e Tampon borate 20 mM - NaCl 0,15 M NalD mM pH 8,5 (conservation colonne)

» Colonne Sépharose - protéine A (h= 25 cm ; @= 2émuijlibrée en tampon borate 20 mM-NacCl
0,15M pH 8,5

Purification sur protéine A :
Accrochage :
> 1 mL de liquide d’ascite dilué au demi par 1 mLtpgdorate 20 mM
> Filtration sur Milliporé® 0,22 pm et dép6t sur la colonne eluée par tp 6&atmM a faible
débit
> Téte de colonne lavé 4 fois par 500 uL de tp bazateaM a faible débit
> Incubation une nuit a +4°C

Décrochage :

> Elution par tp borate 20 mM a faible débit juscab&orption nulle a 280 nm
Elution par tp acide acétique 0,58% a débit moyen
Eluat collecté en tubes polypropyléne additionr&8,8 mL de tp borate 1 M
Mesure de la DO des tubes a 280 nm
Colonne reconditionné en tp borate 20mM - NaN

vV V V V

Dialyse :
> Les tubes contenant les Ac sont regroupés
Dialysé contre 1 L de tp borate 20 mM 1 nuit a +4°C
Sac de dialyse vidé (volume recueilli de 7 mL)
Mesure de la DO a 280 nm : 0,0913 soit 0,0652 mg/mL
Concentration de la solution jusqu’a 0,5 mL
DO2g0 nm= 0,62 soit 0,442 mg/mL et une quantité totaletitrps de 0,221 mg

vV V VYV V V
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Annexes

Annexe A : Tableaux de déplacements RMN

Spectres des dérivés des adduits-SO

'Het BC

2
Déplacements H pour les Adduits-SO
" Adduit- Adduit- 20-CHO 20-CHO 20-COOMe 20-COOH 22-CMO
Position SO, 6(S) SO, 6(R) 6(S) 6(R) 22-OH 6(S) 6(S) 6(S) 6(S) Moy. Ecart
2a 2b 3a 3b 4a 5a 13a 23a

3a 402c 397 ¢c 4,02 c 3,96 ¢ 4,01 c 4,03 ¢ 4,01 c 4,01 ¢ 4,00 0,02

6 4,52 d 4,63 d 4,52 d 4,62 d 4,52 d 4,53 d 4,52 d 4,51d 4,55 0,05

7 4,69 d 4,77 d 4,72 d 4,81 d 4,70 d 4,71 d 4,70 d 4,70 d 4,72 0,04

9B 26l1lc 2,58 2,63 c 2,6ldd 261c 2,64 c 2,62 2,62 ¢ 2,62 0,02
18 0,66 s 0,57 s 0,71 s 0,62 s 0,68 s 0,69 s 0,69 s 0,69 s 0,66 0,05
19 3,65 ¢ 3,66 c 3,66 ¢ 3,66 ¢ 3,66 ¢ 3,67 c 3,66 ¢ 3,66 ¢ 3,66 0,01
20 2,05 240m 237c 1,57 2,47 2,44 2,40 ¢ 2,24 0,33
21 1,02 d 0,92 d 1,14 d 1,15d 1,06 d 1,22d 1,26 d 1,14 d 1,12 0,11

a 3,64

22 B 5,19 5,20 9,60 d 9,58 d 3.40 dd _ _ 7,37d
23 5,20 ¢ 5,20 m _ _ _ _ _ _ 5,20 0,00
28 0,92d 1,03 d _ _ _ _ _ _ 0,97 0,08
29 0,05 d 0,06 d 0,06 d 0,05 0,07 d 0,07 d 0,05d 0,05d 0,06 0,01
31 0,88 s 0,88 s 0,88 s 0,88 s 0,87 s 0,89 s 0,87 s 0,88 s 0,88 0,01

Tableau 13 : Comparaison des spectres RMMNes dérivés « adduits-$&

Tableau 14 : Comparaison des spectres REINdes dérivés « adduits-5©

Déplacements “°C pour les Adduits-SO

N Adduit-  Adduit-  20-CHO 20-CHO 20-COOMe 20-COOH 22-CMO

Position SO, 6(S) SO, 6(R) 6(S) 6(R) 22-OH 6(S) 6(S) 6(S) 6(S) Moy. Ecart
2a 2b 3a 3b 4a 5a 13a 23a

<D 243 247 243 247 243 247 243 244 245 02
C2) 307 310 307 31,0 30,7 311 307 307 309 02
©3) 666 669 665 668 66,6 669 665 666 667 02
(C-4) 343 341 343 341 34,3 347 343 343 343 02
©5) 1308 1305 1306 1303 1307 1311 1307 1307| 1307 0.2
(C-6) 677 669 676 668 67,6 680 67,6 67,6| 675 04
©7 1102 1096 1109 1104 1104 1111 1108 1107| 1105 05
C8) 150,6 1500 1498 1491 1504  150,4 150,0 150,0| 150,1 0,5
(9 209 204 208 293 20,8 302 298 208/ 208 03
(C-10) 1264 1267 1266 1269 1264 1269 1265 1265 1266 0,2
(c11) 240 236 238 234 23,9 242 238 238 238 03
(C-12) 403 400 400 398 40,2 405 402 401 401 02
(€13) 461 455 466 459 462 465 462 464 462 04
(C-14) 565 563 555 553 56,0 562 558 560/ 560 04
(c-15) 21 21 225 225 22,1 25 222 221 223 02
(C-16) 277 2716 265 264 27,1 269 267 270/ 270 05
(©17) 564 562 514 512 52,8 537 528 541 536 1,9
(C-18) 120 123 122 125 11,9 123 119 121 122 02
(€19) 581 582 581 582 58,1 585 581 581 582 01
(C-20) 403 403 497 49,6 38,9 431 428 37,4| 428 47
(c-21) 211 212 135 136 16,9 177 17,2 180 174 29
(C-22) 1321 1322 2049 2046 679 1777 1826 157,6
(c23) 1356 1354 _ _ _ _ _ 1355 o1
(C-24) 429 429 - - - - - | 429 o0
(c-25) 31 331 _ _ _ _ - T 331 00
(C-26) 197 197 - - - - - | 197 00
(©27) 200 200 _ _ z _ z T 200 00
(C-28) 177 17,7 - - - - - | 177 o0
(€-29) 47 47 47 47 47 43 47 47 47 o1
(C-30) 181 182 181 182 18,1 185 181 181 182 0.1
(©31) 258 258 258 258 25,8 262 258 258 259 01
(C-32) 51,8 697| 60,7 12,7
(C-33) 174,5
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Spectres des dérivés du « triene »

Déplacements H pour les Triénes
14 30 31 32 33 34 35 37 48 57 81 83 86
Jo 216c 215m 209d 208¢ 2,09 td 209c| 210 0,03
B 248c 245m 237t 234c 235 235 237c 236t 2,37c 237t 237 0,03
3g 3,8 m 38 m 38m 38 m 38m 38 m 38 m 38m 38m 38.m 38m 38m 38 ml 38 001
40 264dd 266dd 244dd 241 2,49 dd 2,45 dd 2,45 dd 2,45 dd 2,45 dd 245dd 2,47 0,07
B 227dd 225dd 2,24dd 2,23 dd 224c 224dd 224dd 224 224dd 224 224 2,24 0,01
6 6,47d 648d 616d 6,14d 6,15d 6,16d 6,16d 6,16d 615d 615d 616d 6,16d 616d| 6,18 0,09
7 586d 586d 602d 599d 60ld 60l1d 60ld 603d 603d 599d 602d 60lLd 60Ld| 600 0,04
93 2,88dd 2,87dd 2,84dd 2,82dd 2,84dd 2,83dd 2,84 dd 2,84dd 2,85dd 2,83¢c 2,84dd 2,83dd 2,83d| 284 0,01
18 059s 058s 057s 05ls 057s 060s 059s 057s 060s 054s 056s 056s 0,55 0,57 0,02
19 E 493s 4,93s 5,00s 500s 500s 501s 501s 501s 501s 500s 501s 500s 5,00s 5,00 0,02
Z 465s 465s 477s 475d 477s 477s 477s 477d 477s 476s 477s 478s 478s| 476 0,04
21 1,26d 107d 1,13d 099d 1,17d 1,03d 1,04d 1,14d 113d 1,16d 1,06d 1,00d 094d| 1,07 0,08
a 3,66dd 3,65d 3,98 dd 2,42 B _ 3,38dd 3,74 ¢ 3,35 0,53
22 -  340dd 3,38t 3,80 3,21 ad 3,06 dd 2,75 dd 2,17 @ 3,13 042
29 007d 007d 007d 006 007 007 007 007 007d 007d 007 007 007d| 007 0,00
31 088s 089s 089s 08s 089s 089s 089s 089s 089s 088s 08)s 089s 08 s| 08 0,00
Tableau 15 : Comparaison des spectres RMNes dérivés « triéne »
Déplacements Bc pour les Trienes
Position 2(iriizn()s(—)'_' 'If:izg:ws(;l Triénol 22-OpTs cyano 22-CHO 0(2)20H 2(23(')SOBI-|Z Trienal 2?“;3? azzizdo aniizno anzjno Moy. Ecart
14 30 31 32 33 34 35 37 48 57 81 83 86
(C1) 375 37,6 328 327 32,7 328 328 32,7 327 328 328 328 328 332 14
(C-2) 31,2 312 364 363 363 364 364 364 364 364 364 364 364 359 15
(C-3) 69,4 695 706 705 705 70,6 706 706 70,6 706 70,6 70,6 706/ 705 0,3
(C-4) 352 352 469 469 46,9 46,9 469 46,9 469 459 469 47,6 469 458 3,5
(C5) 136,7 136,4 1365 136,7 1369 136,7 136,6 1367 137,0 136,6 136,7 1365 136,4| 136,7 0,2
(C-6) 119,9 120,0 121,3 1212 121,2 1212 121,3 121,2 1211 1212 121,3 121,3 1214|1211 0,4
(€7 116,5 116,2 1180 1181 1182 1181 1181 1181 1183 1181 1181 117,9 117,9| 1179 0,6
(C-8) 142,8 1435 141,1 140,7 140,5 140,8 1410 140,8 140,3 140,8 140,8 1454 1414|1414 16
(C9) 289 290 289 288 287 288 288 288 288 288 288 289 289 288 01
(C-10) 150,0 150,0 1454 1454 1454 1454 1454 1454 1454 1453 1454 150,9 1454|1463 2,1
(C-11) 234 235 234 233 233 234 234 234 233 233 234 235 235 234 01
(C-12) 40,4 40,4 40,4 40,2 40,2 40,4 40,4 40,4 40,3 40,3 40,4 40,5 2| 403 01
(C-13) 458 459 458 457 457 458 458 46,0 46,2 456 458 458 458 458 0,2
(C-14) 56,0 562 560 559 560 562 563 561 556 558 560 562 567| 560 0,2
(C-15) 223 223 223 222 221 222 222 222 226 223 223 223 222/ 223 o1
(C-16) 267 272 272 269 276 279 277 276 265 268 27,4 273 27,8 273 04
(C-17) 529 529 528 521 551 562 561 558 514 532 536 539 563 539 1,7
(C-18) 123 121 121 12,0 122 121 121 121 125 123 121 122 121 122 01
(C-19) 107,6 107,6 112,1 1121 1122 1122 1122 1122 1122 1122 1121 1121 112,1| 111,7 1,4
(C-20) 428 391 391 365 339 31,9 339 365 498 452 373 394 342 384 52
(C-21) 17,2 169 169 170 194 201 196 19,1 136 178 179 17,1 19,0/ 17,8 1,8
(C-22) 1822 680 680 756 248 50,8 41,2 394 2050 1770 580 68,0 ?
(C-29) 47 47 46 46 -46 46 46 -46 46 46 -46 46 -46 -46 00
(C-30) 182 182 182 182 182 182 182 182 182 182 182 182 182 182 0,0
(C-31) 259 259 259 259 259 259 259 259 259 259 259 259 259 259 0,0

Tableau 16 : Comparaison des spectres RMN\des dérivés « triene »
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Spectres des dérivés de la vitamine D

Déplacements H pour les Vitamines D

- " 22- 22-S-Bz-  20-CO-  22-CMO- 23-CMO- 22-(S-Bz-

Position Vit.D , 20-COOH 22-CMO COOH 23-CMO COOH hist. hist. hist. CO-hist)
1 20 27 36 38 40 58 64 68 70

2,18 217c 217c 218 2,17m 2,18c¢c 2,17 ¢ 2,18c 218m 2]17c

a

! B 242 242c 239c 242 237Tm 240c 2,40 ¢c 238c 241m 240c
30 39m 395m 39%m 39m 39m 396m 394m 397m 397m 395m
40 2,58 2,57dd 257dd 258dd 2,58dd 258dd 2,57dd 258dd 2,58dd 2,57d
B 230 2,29dd 2,29dd 2,29dd 229dd 229dd 2,28dd 230dd 230dd 2,29 dd

6 6,23d 6,22d 6,22d 6,23d 6,23d  6,23d 6,22 d 6,22d 6,22d 6,23d
7 6,04d 6,03d 6,03d 6,03d 603d 605d 601d 6,02d 6,04d 6,04d
93 283 2,84dd 284c 283dd 283dd 283dd 283¢c 2,83 2,83dd 2,83d
18 05 s 057s 057s 058s 056s 056s 054s 056s 055s 055s
E 482t 505s 5,04s 505d 505d 505d 480d 505d 505d 5,05s

19 A 5,05 d 481d 480d 4,82d 4,81d 4,82 d 504 s 4,80d 482d 48ls
21 092d 125d 1,13d 1,04d 1,00m 1,14d 1,15d 1,11d 097m 1,13d
a 7,36 d 3,21 dd 7,35d 3,18d
22 B 520 - 6,56 d - 2,73 dd - 6,54 d 2,68 dd
Déplacements 'H pour les Vitamines D (suite)
20-CO- 20-CO- 22-NH-[3-
Position NHS NH-CH,-  22-OH 22-OpTs 22-lodo 22-Azido 22-Amino (Imid-4- Moy. Ecart
CH,- yl)-prop]
21 79 53 54 82 84 75
L0 2,18c¢ 217m 218c¢ 217m 218m 2,17c 217¢c 2,17 0,00

B 240c 240m 240c 237m 240m 240c 2,40 ¢ 239c| 240 0,01
3ag 395m 394m 39m 39%m 39%5m 395m 393m 396 m| 395 0,01
a0 2,57 2,57dd 2,58dd 2,57dd 257dd 257dd 257dd 257c| 257 0,00
B 229 2,29dd 2,29dd 2,28dd 2,29dd 229dd 228dd 229dd 229 0,01
6 6,22d 6,22d 6,24d 6,21d 6,43d 6,43d 6,23d 6,23d| 6,25 0,07
7 6,06d 6,02d 6,04d 6,01d 6,04d 6,04d 6,04d 6,04d| 6,03 0,01
9B 282c 2,83dd 2,83dd 2,82dd 283dd 283dd 283dd 283d| 283 0,01
18 061s 055s 057s 051s 0,59s 0,56 s 0,56 s 0,55s| 0,56 0,02
19 E 505s 504s 505t 504s 506s 505t 5,05t 505s| 5,02 0,08
Z 48ls 480d 482d 480d 482d 481d 482d 48ls| 4,84 0,08
21 1,39d 1,18d 1,06d 0,99d 1,04d 1,06d 0,99d 0,92d| 1,08 0,12
20 @ _ _ 3,65dd 398dd 3,34dd 3,38dd 2,75dd 3,34dd 4,25 1,66

B 3,38dd 3,80dd 3,19dd 3,07 dd 2,98c| 3,88 1,55

Tableau 17 : Comparaison des spectres RMNes dérivés « vitamine D »
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Déplacements Bc pour les Vitamines D

22-(S-

Postion Vit.D , 20-COOH czr\jo 22-COOH czr\io ZéOSOBHZ Zgisct_o 22hci;\:o 23hicyo Bﬁ{g?'
1 20 27 36 38 40 58 64 68 70

(C-1) 32,6 32,0 319 31,9 319 32,4 32,0 31,9 31,9 319

(C-2) 35,8 351 351 352 351 353 352 35,1 35,2 3572

(C-3) 69,8 69,3 69,3 69,2 69,3 69,4 69,2 69,1 69,1 69,2

(C-4) 46,6 45,9 458 45,9 459 45,9 459 45,8 45,9 45,9

(C-5) 1357 1356 1355 1353 1353 1359 1355 1358 1356 1355
(C-6) 1231 1222 1223 1223 1224 1220 1223 1221 1222 1223
€7 1181 1179 1179 1177 117,7 1180 1178 1180 117,8 117.8
(C-8) 142,9 1413 1413 1417 1418 1416 1415 1411 1415 1416
(c-9) 29,7 289 289 289 289 290 289 289 289 29,0
(C-10) 1457 1450 1450 1451 1450 1452 1451 1451 1451 1451
(c-12) 24,2 234 234 235 235 235 234 234 234 235
(€12) 410 403 402 404 40,3 404 403 40,2 404 2
(c-13) 464 458 460 459 459 462 457 459 458 46,1
(C-14) 57,1 559 561 563 562 562 559 561 563 56,2
(c-15) 22,9 223 223 222 222 223 223 223 222 22,3
(C-16) 28,4 267 269 21,7 216 21,7 268 269 27,6 27,6
(€17) 57,1 529 541 562 562 559 533 541 561 559
(c-18) 12,9 122 123 120 120 121 122 123 120 121
(c19) 1131 1125 1125 1125 1125 1125 1125 1125 1125 1125
(C-20) 41,0 428 37,3 340 348 366 452 37,4 348 36,6
(c-22) 18,2 17,2 180 19,7 191 191 178 180 192 19,1
(C22) 1363 1823 1575 ? 357 398 ? 1578 357 2
(C23) 1326 152,7 152,9

Déplacements ¥c pour les Vitamines D (suite)
20-CO-NH- 22-NH-[3-

Position Zilﬁso- CH,-CH,- 22-OH 22-OpTs 22-lodo Azzid'o Aniizr'm (Imid-4- | Moy.  Ecart
NHBOC yl)-prop]
21 79 53 54 82 84 75
(C1) 31,9 32,0 31,9 31,9 31,9 31,9 32,0 32,3 32,0 0,2
(C-2) 35,2 35,2 35,2 351 352 352 353 35,6 35,2 0,2
(C-3) 69,2 69,2 69,2 69,2 692 69,2 692 69,6 69,3 0,2
(C-4) 45,9 45,9 45,9 45,9 459 45,9 46,0 45,4 45,9 0,2

(C-5) 135,8 1355 1353 1355 1354 1355 1354 1359 1355 0,2
(C-6) 122,2 122,3 122,3  122,2 1223 1223 1223 122,7 1223 0,2

(C-7) 118,1 117,8 117,6 117,8 117,8 117,8 117,7 118,2| 117,9 0,2
(C-8) 141,0 1415 1419 1415 1416 1416 1419 142,0| 1416 0,4
(C9 28,9 289 29,0 289 289 289 290 29,3 29,0 0,2

(C-10) 145,0 145,1 1451 1451 1451 1451 1451 1455 1451 0,2
(C-11) 23,4 234 235 234 234 235 235 23,9 23,5 0,2
(C-12) 40,3 40,3 40,4 40,1 40,2 40,3 40,5 40,8 40,4 0,2
(C-13) 46,0 451 459 458 458 459 458 46,3 45,9 0,3
(C-14) 55,8 55,9 56,0 55,9 56,0 56,0 56,2 56,5 56,1 0,3
(C-15) 22,4 22,3 223 222 221 223 223 22,7 22,3 0,2
(C-16) 26,7 26,9 27,2 269 270 273 273 27,8 27,3 0,5
(C-17) 52,8 532 52,8 52,1 558 53,6 539 54,6 54,5 =5
(C-18) 12,2 122 121 11,9 12,7 121 121 12,5 12,2 0,3
(C-19) 112,6 1125 1124 1125 1125 1125 1124 112,9] 1125 0,2
(C-20) 40,6 45,1 39,1 365 373 373 ? 37,2 38,5 3,4

(C-21) 17,4 17,8 16,9 170 209 179 171 17,9 18,2 1,1
(C-22) ? 171,8 67,9 755 21,0 58,0 475 58,9 89,0 583
(C-23) _ _ _ _ _ _ _ _

Tableau 18 : Comparaison des spectres RfMN\des dérivés « vitamine D »

Annexe B : Spectres RMN 'H et *C
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HSQC (édition CH 3+, CH,-, CH+) de I'adduit-SO , isomere 6(S) 2a
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HSQC-TOCSY (d9=15ms) du 22-OH adduit-SO , isomere 6(S) 4a
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HSQC-TOCSY (d9=15ms) du trienol 31

trienol
31 21 31 18
o P 19E 197
/\S| \‘3 2 L
yae) 67
31 30 18
22 9B 4a |4 UUJ
18 — 3| Negative Positive 21 1.8
2 — NN '
31 % REIN H i |
3 40 4B
E 14
22
22 4 =
3 .
: 3a
E 19E 197
19 I v o
7
7 o
6 [
6
pp
\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\(tl
8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0
ppm (t2)

254

m

)



Annexes

trienol

21 31 18

4 10
e, !
o
31 3a 1
22 22 9B 4a B 4B 1a
18 Negative Positive .
18
21
A IO
2l ——=% 2 -
pr— N I Lo H
H 150+
15 3 ™ . "
- 1 1
H R 110+B 31
31 5
7 16a 1
16 ————% .16
9 : r 9a
9
1 P 1B 1la
1 3 - - i
| 2a 2B
2 | i
20 — 3 G e I
12 —é' i - B
i 12p 12a
3 % 4z
4 ———3 # "
3 17
17 =1 3 i
14 —3% 1 i
14
22
22 5 ] - ¥
3 4 = |
| 3a
‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\
3.50 3.00 2.50 2.00 1.50 1.00 0.50
ppm (t2)

255

"ppm

| ()



Annexes

HSQC-TOCSY (d9=15ms) de la 22-(S-Bz-COOH) vitamine D 40
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22-(S-Bz-COOH) vitamine D
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Annexe D : Courbes de déplacements par les gammes
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Préparation d’haptenes de la vitamine D et obtentio d’anticorps monoclonaux
anti-25-hydroxyvitamine D pour la mise au point d’'un immunodosage simultané des deux
25-hydroxyvitamines D, et D3

Dans le but d’accéder a un radioimmunodosage saméltles 25-hydroxyvitamines Bt Ds, qui sont

un bon indicateur de la quantité de vitamine D alisple dans l'organisme, 5 hapténes de la
vitamine D de chainons variables a fonction acidebaxylique terminale ont été préparés par
hémisyntheése a partir de la chaine latérale dadeine . Ces 5 haptenes ont été couplés a la sérum
albumine bovine pour immuniser des souris, desatittes lapins ou bien a I'histamine pour donner
des traceurs radioactifs, marqués par I'ioda)(

Les animaux ont bien répondu en sécrétant des ogposic dirigés contre les deux 25-
hydroxyvitamines b et D; avec des reconnaissances presque identiquesellgles spléniques de 3
de ces rats ont pu étre fusionnées avec un myeékbensouris afin de les immortaliser. Deux
hybridomes sécréteurs d’anticorps monoclonaux @gomnaissent les deux vitamines similairement et
ne croisent pas avec I’lhormone,25-dihydroxyvitamine D ont pu étre sélectionnés.

Synthesis of vitamin D haptens and production of maoclonal anti-25-hydroxyvitamin D
antibodies for the optimization of a simultaneous 2-hydroxyvitamins D, and D; immunoassay

Vitamin D status can be determined by a radioimnagsay measurement of 25-hydroxyvitamins D
and B in plasma. For this purpose, 5 vitamin D haptenb different terminal carboxylic acid side
chains were synthesised from vitamin. Rabbits, rats and mouse antibodies were genetated
immunisation with bovine serum albumin conjugatéshese 5 haptens. Histamine conjugates gave
precursors of the radioiodinated tracers.

25-hydroxyvitamin B and 3 antibodies were obtained from all these animath wiore or less equal
recognition. Spleen cells from 3 rats immunisedenfesed with mouse myeloma cells. Two different
hybridoma clones secreting monoclonal antibodigd wgual response for the two vitamins and no
cross-reaction withd,25-dihydroxyvitamin D were selected.

Discipline : Chimie

Mots-cles :vitamine D ; haptenes 25-hydroxyvitaminesdd D; ; immunodosage ; anticorps anti-25-
hydroxyvitamine D ; traceurs
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