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ABREVIATIONS

aa : acide aminé

ACN : acétonitrile

ADN : acide désoxyribonucléique

Alloc : allyloxycarbonyle

ANSM : agence nationale de sécurité du médicament et des produits de santé

APA (6-APA) : acide 6-aminopénicillanique

APTS : acide para-toluénesulfonique

AX : amoxicilline

Boc : tert-butyloxycarbonyle

BME : B-mercaptoéthanol

Bn : benzyle

Bz : benzoyle

CAST : test de stimulation leucocytaire (de I'anglais : cellular antigen stimulation test)
cat. : quantité catalytique

Cbz (Z) : benzyloxycarbonyle

CCM : chromatographie sur couche mince

CD : cyclodextrine

CHARMM : ensemble de champs de force utilisés en dynamique moléculaire (de I'anglais : chemistry
at Harvard molecular mechanics)

CLEA : agrégats d’enzymes inter-liés (de I'anglais : cross-linked enzyme aggregates)
CMH (angl. MHC) : complexe majeur d’histocompatibilité (angl. major histocompatibility complex)
conc. : concentré

conv. : conversion

DB : banque de données (de I'anglais : database)

DBN : 1,5-diazabicyclo[4.3.0]non-5-éne

DBU : 1,8-diazabicyclo[5.4.0]lundéc-7-éne

DC : cellules dendritiques (de I'anglais : dendritic cells)

DCC : N,N'-dicyclohexylcarbodiimide

DCDMH : 2,4-dichloro-5,5-diméthylhydantoine

DCE : dichloroéthane

DCM : dichlorométhane

DCU : 1,3-dicyclohexylurée

DDJ : dose définie journaliére

DIB : diacétoxy-iodobenzéne

DIC : N,N’-diisopropylcarbodiimide

DIEA : diisopropyléthylamine

DMA : N,N-diméthylaniline



DMAC : N,N-diméthylacétamide

DMAP : 4-diméthylaminopyridine

DMF : N,N-diméthylformamide

DMSO : diméthylsulfoxyde

Dpm : diphénylméthyle

DRESS : syndrome d’hypersensibilité médicamenteuse (de I'anglais : drug reaction with eosinophilia
and systemic symptoms)

DTT : dithiothréitol

ed : excés diastéréomérique

EDCI : chlorhydrate de 1-éthyl-3-(3-diméthylaminopropyl)carbodiimide

ee : excés énantiomérique

ELISpot : de I'anglais : enzyme-linked immunosorbent spot

EP : éponge a proton : 1,8-bis(diméthylamino)naphtaléne

FAH, : anion dihydrofolate

FAH, : anion tétrahydrofolate

Fmoc : 9-fluorénylméthoxycarbonyle

GM-CSF : facteur de croissance des granulocytes et macrophages (de I'anglais : granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor)

GP : groupement protecteur

HBTU : hexafluorophosphate de N,N,N’,N-tétraméthyl-O-(1H-benzotriazol-1-yl)uronium

HLA : antigéne des leucocytes humains (de I'anglais : human leucocyte antigen)

HOBt : hydroxybenzotriazole

HNE : 4-hydroxy-frans-2-nonenal

HPLC : chromatographie liquide haute performance (de [langlais: high performance liquid
chromatography)

HSA : albumine du sérum humain (de I'anglais : human serum albumin)

IBCP : institut de biologie et chimie des protéines

IEDB : banque de données d’épitopes immuns (de l'anglais: immune epitope database)
(tools.immuneepitope.org/main)

Ig : immunoglobuline (anticorps)

IL : interleukines

IMGT® : systéme d’information international sur les agents du systéme immunitaire
(ImMunoGeneTics : www.imgt.org)

iTRAQ : marquage isobare pour la quantification relative et absolue (de l'anglais : isobaric tag for
relative and absolute quantitation)

LB : lymphocyte B

LC-MS : chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse (de l'anglais : liquid
chromatography — mass spectrometry)

LogP : logarithme du coefficient de partage octane/eau



LPS : lypopolysaccharide

LT : lymphocyte T

MALDI : désorption/ionisation laser assistée par une matrice (de I'anglais : matrix-assisted laser
desorption/ionisation)

m-CPBA : acide méta-chloroperbenzoique

MMPP : monoperoxyphtalate de magnésium

Mmt : mono-méthoxytrityle (4-méthoxytrityle)

Moc : méthoxycarbonyle

Moz : para-méthoxybenzyloxycarbonyle

MS : spectrométrie de masse

MS/MS : spectrométrie de masse tandem

NAG : N-acétylglucosamine

NAMA : acide N-acétylmuramique

NAMD : dynamique moléculaire a échelle nanoscopique (de I'anglais: nanoscale molecular
dynamics)

N.C. : non communiqué

NCS : N-chlorosuccinimide

NegC : contrOle négatif (de I'anglais : negative control)

NMP : N-méthylpyrrolidone

OMS (angl. WHO) : organisation mondiale de la santé (angl. world health organization)

PBMC : cellules mononuclées du sang périphérique (de I'anglais : peripheral blood mononuclear
cells)

PBS : tampon phosphate avec sels (de I'anglais : phosphate buffered saline)

PDB: banque de données des protéines (de Tlanglais: protein data bank)
(www.rcsb.org/pdb/home/home.do)

PG : pénicilline G ou benzylpénicilline

p-i concept : interaction pharmacologique avec les récepteurs immuns (de I'anglais : pharmacologic
interaction with immune receptors)

PMB : para-méthoxybenzyle

PME : algorithme d’évaluation des interactions électrostatiques (de I'anglais : particle mesh Ewald)
Pom : pivaloyloxyméthyle

PTMSE : (2-phényl-2-triméthylsilyl)éthyle

Rdt : rendement

Rf : rapport frontal pour les CCM

RMN (angl. NMR) : résonance magnétique nucléaire (angl. nuclear magnetic resonance)

RMSD : écart quadratique moyen (de I'anglais : root mean square deviation)

sat. : solution saturée

SMX : sulfaméthoxazole

SMX-HA : sulfaméthoxazole hydroxylamine



SMX-NO : N-nitroso-sulfaméthoxazole

SMX-NO, : N-nitro-sulfaméthoxazole

TA (angl. rt) : température ambiante (angl. room temperature)
TcR : récepteur des lymphocytes T (de I'anglais : T-cell receptor)
TCT : 2,4,6-trichloro-1,3,5-triazine

TFA : acide trifluoroacétique

THF : tétrahydrofurane

TIC : courant ionique total (de I'anglais : total ion current)

TIS : triisopropylsilane

TM : tamis moléculaire

TMS : triméthylsilyle

TMSE : 2-(triméthylsilyl)éthyle

ToF : analyseur a temps de vol (time-of-flight)

Trt : trityle

TTL : test de transformation lymphocytaire

T°C : température

UA : unité arbitraire

U.V. : ultra-violet

VMD : logiciel de visualisation de dynamique moléculaire (de I'anglais : visual molecular dynamics)

WT : type naturel, sans modification (de I'anglais : wild-type)
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. Généralités sur les allergies médicamenteuses

L’allergie médicamenteuse est une réaction immunitaire déclenchée contre un principe actif,
usuellement inoffensif. L’académie européenne d’allergologie et d'immunologie clinique définit les
allergies comme « des réactions d’hypersensibilité initiées par des mécanismes immunologiques »."?
L’hypersensibilité, quant a elle, est définie comme provoquant « des symptdmes ou des signes
cliniques reproductibles objectivement, initiés par une exposition a un stimulus défini, a une dose

tolérée par des sujets normaux ».’

Les allergies représentent 1/3 des effets indésirables médicamenteux.* L’incidence des
réactions allergiques va de 1,8 a 4,2%0 hospitalisations d’aprés une revue de Thong et Tan, publiée
en 2011, regroupant les différentes études sur l'incidence ou la prévalence allergique publiées entre
1983 et 2008.% Par définition, I'incidence sur une période ne tient compte que des nouveaux cas
détectés a cette période alors que la prévalence prend en compte le total des cas présents, donc

ceux incidents plus ceux déja présents.

L’allergie médicamenteuse ne peut étre prédite et pose donc un probléme sociétal non
négligeable de par la puissance de certaines de ses réactions, pouvant conduire au décés du patient.
Les symptdmes d’'une allergie médicamenteuse peuvent étre: des éruptions cutanées et de
l'urticaire, des troubles digestifs (vomissements, diarrhées) ou respiratoires (toux, éternuements), des
irritations oculaires, ou encore des cedémes,” mais les réactions cutanées restent les plus
fréquentes.®” En cas d'exacerbation de ces symptdmes, par exemple par une atteinte des
muqueuses (exanthéme, urticaire, cedéme), ou des troubles du rythme cardiaque, voire par une chute
de la pression artérielle menant & un collapsus, le terme de choc anaphylactique est utilisé.® Selon sa
gravité, ce choc peut entrainer la mort du patient par un arrét circulatoire et/ou respiratoire. Plus
rarement, certaines réactions allergiques se manifestent par des syndromes potentiellement mortels,
tels que le syndrome de Lyell, celui de Stevens-Johnson ou encore le syndrome d’hypersensibilité
médicamenteuse, plus connu sous le nom de DRESS (de I'anglais : drug reaction with eosinophilia
and systemic symptoms). Les syndromes de Lyell et de Stevens-Johnson sont des nécrolyses de
I'épiderme. lls se différencient par leur niveau de gravité : pour Stevens-Johnson moins de 10% de
I'épiderme est détaché alors que le Lyell présente plus de 30% de décollement.’ Les symptémes du
DRESS commencent par de la fievre, des malaises, des cedémes et des éruptions cutanées.
Surviennent ensuite une éosinophilie (augmentation du nombre d’éosinophiles dans le sang) et
autres anomalies hématologiques, hépatiques et rénales. Le taux de mortalité est d’environ 10% en

grande partie a cause de son diagnostic difficile.™
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En 1963, deux immunologistes anglais, Gell et Coombs, ont classé les hypersensibilités
allergiques en quatre grands groupes (1, Il, Ill, et IV) selon la forme d’action et le temps croissant de
réponse observés (d'immédiat pour la | jusqu’a 2 & 14 jours pour la IV'").">"* Les types I, Il et Ill sont
a médiation humorale, c’est-a-dire liés aux lymphocytes B et donc aux anticorps qu’ils produisent.
Seule I'hypersensibilité de type IV est a médiation cellulaire, c’est-a-dire liée aux lymphocytes T
spécifiques du médicament.” Les types Il et Il sont plus rares cliniquement. Il est fréquent de
rencontrer un mécanisme allergique qui combine deux types d’hypersensibilités (types | et IV par

exemple).

1) Les mécanismes de l'allergie médicamenteuse

Le mécanisme de [lallergie a médiation humorale implique les anticorps et plus
particulierement les IgE (pour le type 1) et les IgG (pour les types Il et 111).">"® Toute allergie débute
par une premiéere phase dite de sensibilisation lors du premier contact des lymphocytes spécifiques
de I'antigéne (le médicament dans ce cas) avec ce dernier. Elle est cliniquement muette et c’est lors
d’'un contact ultérieur avec ce méme antigene (la phase d’élicitation) que les symptdmes de la
réaction allergique apparaissent. Dans le cas des hypersensibilités de type I, Il et Ill, cette premiere
phase correspond a I'activation de lymphocytes T (LT) spécifiques par la molécule et a la synthése
des immunoglobulines E ou G spécifiques par les lymphocytes B (différenciés en plasmocytes), ainsi
que la prolifération en lymphocytes T spécifiques mémoires. Les hypersensibilités de type IV sont a

médiation cellulaire c’est-a-dire que les anticorps n’interviennent pas dans ce mécanisme.'*'®

Lors de la phase dinitiation, 'organisme va dans un premier lieu détecter un danger et
capturer les antigénes responsables par le biais des cellules présentatrices d’antigéne telles que les
cellules dendritiques.” Ces cellules vont, aprés leur maturation, migrer vers les ganglions
lymphatiques et digérer I'antigéne puis faire entrer en action les lymphocytes T spécifiques de
lantigéne. Ces lymphocytes sont dits naifs, c’est-a-dire qu’ils n'ont jamais été en contact avec
I'antigéne pour lequel ils présentent une spécificité. Ayant digéré I'antigéne, la cellule dendritique ne
va présenter aux lymphocytes T qu’une partie de I'antigéne capable de les activer, appelée épitope.
Cette présentation se fait par le biais d’'une molécule du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH)
(pour 'Homme le CMH s’appelle le HLA : human leucocyte antigen) tandis que les lymphocytes T
spécifiques détectent I'épitope par le biais de leur récepteur (TcR). Une prolifération lymphocytaire a
alors lieu, différenciant deux types de lymphocytes : les effecteurs, qui migrent vers les tissus
périphériques et les lymphocytes T mémoires qui sont stockés dans les ganglions lymphatiques et au

niveau des territoires périphériques et entrent en jeu lors de la phase d’élicitation (Schéma 1)."8
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Schéma 1 : Principe général de la phase d’initiation d’une réaction allergique

Lors d’'une nouvelle exposition a I'antigéne le méme mécanisme de capture a lieu mais c’est a
un lymphocyte T mémoire (et non plus naif) que la cellule dendritique présente I'épitope. lls
deviennent alors des lymphocytes T effecteurs et migrent vers les tissus périphériques pour
déclencher la réponse immunitaire contre I'antigéne qui, elle, sera cliniquement visible de par le
nombre plus important de lymphocytes T mémoires par rapport aux lymphocytes T naifs de la phase
d’initiation, et par un déficit en lymphocytes T régulateurs. Pour déclencher la réponse, le lymphocyte
T va sécréter des cytokines recrutant des cellules effectrices différentes selon le type

d’hypersensibilité.

Dans le cadre de notre étude nous nous intéressons plus particulierement aux hypersensibilités
immédiates (type I). Les IgE spécifiques de I'antibiotique, synthétisés lors du premier contact, sont
fixés a la surface des mastocytes et des granulocytes basophiles. Ces deux types de cellules sont
des globules blancs présents respectivement dans les tissus et dans le sang. lls sont non-spécifiques
mais dits sensibilisés quand des IgE spécifiques d’'un antigéne sont fixés a leur surface. lls ont la
capacité de se dégranuler au contact de cet antigéne. La dégranulation consiste en la libération des
médiateurs chimiques présents dans des poches appelées granules dans le cytoplasme des
mastocytes et basophiles. Les médiateurs chimiques libérés sont des amines vasoactives entre autre
I'histamine (1) (Figure 1), des enzymes comme la tryptase, des médiateurs lipidiques et différentes

cytokines.'®®

Figure 1 : Structure chimique de I'histamine (1)
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L’histamine (1) est en grande partie responsable des signes de l'allergie tels que l'urticaire, les
conjonctivites et les rhinites allergiques. Elle se fixe sur des récepteurs de I'histamine, notamment
ceux présents sur les cellules endothéliales des vaisseaux sanguins et ceux des cellules musculaires
lisses, ce qui induit respectivement des vasodilatations et des bronchoconstrictions (de méme avec
les médiateurs lipidiques libérés, tels que les prostaglandines et les leucotrienes). Si elle est libérée

en trés grande quantité elle va pouvoir induire des baisses de tension et des chocs anaphylactiques.

Les cytokines quant a elles stimulent le recrutement des leucocytes qui sont responsables de la
phase plus tardive de la réaction allergique (de 6 a 24h apres le deuxiéme contact avec I'antigéne)
menant a des Iésions tissulaires ainsi qu’'une forte sécrétion de mucus dans les voies

respiratoires.'®®

Nous allons maintenant nous intéresser aux déclencheurs de ces mécanismes de la réaction
allergique : les antigénes. Les antibiotiques ont la particularité d’avoir un faible poids moléculaire, ils
ne peuvent donc pas stimuler le systeme immunitaire par eux-mémes. La théorie de I'hapténe permet

de comprendre d’ou vient leur caractére antigénique.

2) La théorie de I'hapténe

Le concept de 'hapténe a été inventé en 1935 par Landsteiner et Jacobs.?’ Un hapténe est un
principe actif (molécule antigénique) ayant un poids moléculaire inférieur a 1 000 Da. Il peut étre
reconnu par le systéme immunitaire mais n’est pas capable de provoquer une réponse. Pour étre
détecté par les cellules dendritiques, il doit étre lié a une protéine porteuse, cellulaire ou sérique telle

que 'albumine du sérum humain (HSA). On dit que la protéine est hapténisée par le médicament.'®2%-

24

On parle de pro-hapténe, quand le principe actif subit une modification de type enzymatique
(métabolisation in situ de la molécule antigénique) avant de se lier covalemment a la protéine
porteuse. Et on parle de pré-hapténe quand la modification subie est non enzymatique (c’est-a-dire

chimique).?

Les antigénes immunogénes détectés par les cellules du systeme immunitaire sont
généralement des protéines covalemment modifiées par un principe actif, ou 'un de ses métabolites.
Une protéine modifiée pourra donc étre captée par une cellule dendritique, qui la digérera en
plusieurs fragments peptidiques. Certains peptides, présenteront le médicament ou un métabolite
antigénique. lls constitueront donc les épitopes hypothétiques. La cellule dendritique va présenter ces
peptides — dont des épitopes — via les molécules du CMH a un lymphocyte T spécifique de

I'antibiotique qui va le reconnaitre sur les épitopes grace a son TcR.%
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Ainsi il existe deux classes de CMH (I et Il) en fonction du lymphocyte T impliqué :

- lors d’une présentation de I'épitope aux lymphocytes T CD8+ c’est le CMH de classe | qui
est sollicité,’

- pour une présentation aux lymphocytes T CD4+ c’est le CMH de classe 1.7

Concernant les pénicillines et les sulfamides, les deux familles d’antibiotiques provoquant le
plus de réactions allergiques (cf. Introduction partie 1l p.35), des lymphocytes T spécifiques de ces
derniers ont été retrouvés dans le sang de patients allergiques, en particulier les CD4+.267* Entre
autre, des études préalables ont été réalisées par nos partenaires, I'équipe du docteure Roziéres®
ainsi que I'équipe du professeur Pallardy.**"* Elles mettent en exergue I'implication des lymphocytes
T CD4+ dans le mécanisme de l'allergie médicamenteuse. Ce sont donc les molécules du CMH de
classe Il de la cellule dendritique (chez 'Homme ce sont les HLA-DR, DP ou DQ) qui seront les plus
importantes lors de la présentation aux lymphocytes T, et donc celles sur lesquelles nous allons nous

pencher.

Cependant, I'équipe de Pichler a postulé la possibilité que certains antibiotiques puissent
étre présentés directement aux récepteurs des lymphocytes T et induire la réponse immunitaire selon
un mécanisme appelé le p-i concept (pharmacologic interaction with immune receptors). Ce concept
consiste en la présentation directe du médicament aux lymphocytes T sans passer par la phase
d’hapténisation d’'une protéine puis de digestion par la cellule dendritique. La molécule vient se
placer, via des liaisons non-covalentes, entre le TcR et un HLA d’une cellule dendritique présentant
un peptide non hapténisé a un lymphocyte T. Elle est donc captée par un lymphocyte T spécifique et
déclenche son activation. Ce mécanisme a en particulier été illustré avec un antibiotique de la famille
des sulfamides : le sulfaméthoxazole (SMX), que nous définirons dans la partie suivante (cf.
Introduction partie Il 3) p.55) (Figure 2).2"3%2

[ P — B)
~TCR: drug specific | ~TCR: hapten/specifig
. 4} \ B - Y B

peptide

peptide HLA-DR

Figure 2 : Représentation de la présentation du SMX selon le p-i concept (A) comparé a la présentation selon la
théorie de I’hapténe (B) par Werner J. Pichler*
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3) Le diagnostic d’une réaction allergique

Mis a part les symptdémes trés graves, la plupart des autres symptdomes des réactions
allergiques médicamenteuses sont souvent confondus avec les effets secondaires possibles des
médicaments concernés ce qui rend le diagnostic d’'une allergie difficile. Les symptdmes les plus

repérables sont ceux de type cutané qui peuvent étre confirmés par un dermatologue.

En cas de réaction allergique soupgonnée, le patient va dans un premier temps subir un
interrogatoire médical sur les types de symptdmes ressentis.>*® En cas de validation d’une réaction
allergique par un médecin généraliste, le patient va étre orienté vers un allergologue pour effectuer
des tests cutanés et/ou biologiques. Les tests cutanés sont des prick-tests et des tests
intradermiques. lls sont mis en ceuvre dans le cas d’hypersensibilités immédiates (donc médiées par
des IgE). Les prick-tests consistent a déposer une goutte d’allergéne dilué sur la peau de I'avant-bras
ou du dos du patient, puis a faire pénétrer cette goutte dans I'épiderme par le biais d’une aiguille.
L’apparition d’'une éruption cutanée valide I'allergie au médicament testé mais la réciproque n’est pas
vraie. Les tests intradermiques consistent en l'injection de I'allergéne sous la peau. Si le diameétre de
la papule alors formée augmente, selon certains critéres, alors le test est positif. Ici encore, un test
négatif ne réfute pas la possibilit¢ d’allergie. Ces tests doivent cependant étre réalisés dans un
établissement spécialisé car ils peuvent donner lieu a un choc anaphylactique chez certains

patients.**®

Dans les cas d’hypersensibilités retardées les tests cutanés mis en place sont des tests
intradermiques a lecture retardée ou des patchs tests.* Les patchs permettent I'application prolongée
du médicament (2 a 3 jours) sur la peau du dos du patient. Lors du retrait par I'allergologue si des
réactions sont observées le patient est considéré allergique. Une absence de réaction n’est toujours

pas une preuve de non allergie.

En derniére intention, quand tous les tests cutanés réalisés se sont avérés négatifs malgré les
observations préliminaires d’une potentielle allergie, ou quand les tests cutanés ne sont pas
réalisables, un test de provocation peut étre réalisé.”*>? Il consiste a administrer l'allergéne
soupgonné par la méme voie que celle ayant provoquée I'hypothétique réaction allergique. Il n’est
réalisé que pour des médicaments trés utilisés et non remplagables. Ce test est beaucoup plus
sensible que les tests cutanés, il est considéré comme le test « gold standard », donc ayant une
sensibilité de 100%.°> Mais il est de ce fait dangereux pour le patient et doit étre réalisé dans un

établissement possédant un service de réanimation.*

Si les symptdémes allergiques présumés étaient apparentés a un syndrome de Stevens-
Johnson, Lyell ou DRESS, les tests cutanés ne peuvent étre mis en ceuvre.” En complément des
tests cutanés, des tests biologiques doivent étre effectués.* lls consistent en la détection d’anticorps

spécifiques du médicament (IgE pour le type I). Seulement le résultat ne peut démontrer a lui seul
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une allergie. Ces tests sont de faible sensibilit¢, en particulier dans le cas des pénicillines.>>*® Les
tests de dégranulation des basophiles ne sont pas fiables (50% de sensibilité)*” compte tenu du faible
nombre de basophiles circulants.’®*® Les tests de libération des sulfidoleucotriénes restent a valider
du fait de leur manque de sensibilité et de spécificité.**®® Devant une réaction clinique aigiie, un
dosage sanguin d’histamine, de tryptase et des dosages urinaires de méthylhistamine précisent le

réle des basophiles et des mastocytes, quelle que soit la cause de la dégranulation.*

Des tests in vitro sur des lymphocytes T sont également réalisés puisqu’il existe un grand
nombre de lymphocytes T mémoires spécifiques du médicament allergisant dans le sang des patients
allergiques ayant déja été en contact avec I'allergéne.®’ Le test de transformation lymphocytaire (TTL)
permet de mesurer la prolifération des lymphocytes T spécifiques, en particulier pour les
hypersensibilités retardées aux B-lactames.?®?*°052¢5 \ajs il est également utilisé dans le cas des
allergies aux sulfamides.®"**®" || est trés utilisé car inoffensif, et est donc préféré pour les patients qui
auraient été victimes de réactions d’hypersensibilités violentes.®® Un autre test pour les
hypersensibilités retardées aux B-lactames sur les lymphocytes T spécifiques utilise la technique de

détection d’interférons-y via 'ELISpot (enzyme-linked immunosorbent spot), mais il n’est pas encore

employé couramment et reste dans le domaine de la recherche.®

Les tests diagnostiques sont nombreux mais aucun n’est encore idéal. L'intérét de développer
de nouveaux tests répondant a ces critéres de sélectivité, de sensibilité et de facilité d’'usage pour le

personnel médical est donc suscité a I'heure actuelle.

4) Le traitement des allergies

Il existe de nos jours trés peu de traitements efficaces pour soigner les allergies. Le plus utilisé
est ce que I'on appelle I'éviction de I'allergéne.’ Ce n’est pas réellement un traitement car il consiste
en fait a éviter tout contact avec l'allergéne. Pour le cas des pénicillines I'éviction est plutdt simple
puisqu’il existe d’autres antibiotiques qui peuvent remplacer I'action des pénicillines, par exemple un
macrolide, une tétracycline ou une quinolone. Les céphalosporines, quant a elles, sont plutét
déconseillées a cause du risque de réactions croisées. Cependant, il est bien connu que les autres
antibiotiques sont moins efficaces que les pénicillines, et les B-lactames en général. lls engendrent
des résistances de la part de certaines bactéries, c’est la raison pour laquelle il est fortement
conseillé d’effectuer les tests diagnostiques plutét que de s’auto-déclarer allergique a cause d’une

mauvaise interprétation d’'un phénomeéne cutané.

Lorsque le médicament est indispensable et irremplacgable un traitement symptomatique peut
étre administré avant la prise du médicament. Cependant ce traitement ne va agir que sur les signes
ou symptémes de l'allergie et pas sur sa cause. Il existe deux types de traitements symptomatiques :

les antihistaminiques et les corticoides.
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Les antihistaminiques réduisent les effets de I'histamine (1). lls sont des antagonistes compétitifs des
récepteurs de I'histamine de type | (Hy). Il existe également un autre type d’antihistaminique : la
tritoqualine (2), qui est un inhibiteur de I'enzyme L-histidine décarboxylase qui permet la synthése de
I'histamine (1) a partir de la L-histidine (3) (Schéma 2).
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Schéma 2 : Synthése de I'histamine (1) a partir de la L-histidine (3) et son inhibition par la tritoqualine (2)

Les corticoides sont des médicaments anti-inflammatoires, ils sont administrés en cas de réaction
allergique violente. Il est conseillé d’administrer des corticoides en paralléle des antihistaminiques car
ces derniers n'empéchent pas les chocs anaphylactiques et peuvent méme en masquer les premiers
symptdbmes. Par contre, les corticoides en association avec des antihistaminiques ont pu diminuer

lincidence de certaines réactions allergiques.®

La désensibilisation, ou immunothérapie spécifique, agit sur le systéme immunitaire en
induisant une tolérance de I'organisme vis-a-vis de l'allergéne responsable des symptdomes.®® Le
traitement consiste en des injections de doses croissantes d’allergéne au niveau sous-cutané. Elles
doivent étre réalisées a intervalles réguliers et peuvent durer plusieurs années. Les traitements ne
cessent d'évoluer et deviennent plus simples pour le patient grace a des traitements sublinguaux. La
désensibilisation a la pénicilline est effectuée par voie orale car le risque de réactions graves est
amoindri.’ La désensibilisation est le seul traitement reconnu par 'OMS comme efficace et durable.
Elle offre d'excellents résultats sur le long terme car ce traitement, comme son nom lindique,
désensibilise I'organisme et 'empéche de réagir. A I'heure actuelle, la désensibilisation est le seul
traitement curatif de l'allergie. Cependant le risque de réaction grave n’est pas négligeable, une dose
méme infime de l'allergéne peut mettre en jeu la vie du patient. De nouveaux traitements doivent

donc étre mis en place pour induire une tolérance sans présenter un danger pour le patient.
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C’est dans ce contexte que ce situe notre travail. Trouver des nouveaux outils moléculaires
pour le développement de nouveaux tests diagnostiques et traitements thérapeutiques de
désensibilisation. Notre but est donc d’identifier quels sont les épitopes qui, une fois présentés aux
lymphocytes T spécifiques, déclenchent leur prolifération et donc la réaction immunitaire. Pour ce
faire nous allons tout d’abord nous pencher sur la nature de I'antigéne faisant I'objet de notre étude.

Il. Antibiotiques étudiés responsables d’allergies

Les antibiotiques étudiés ont été choisis par rapport a leur forte prévalence allergique d’aprés
le classement effectué par Bigby et ses collaborateurs en 1986, dans le cadre du Boston
Collaborative Drug Surveillance Programme, une étude sur 15 438 patients hospitalisés entre 1975 et
1982.% Ce classement est toujours d’actualité si 'on se référe a la revue de Thong et Tan publiée en
2011 réunissant plusieurs autres études sur la prévalence et lincidence des hypersensibilités
allergiques médicamenteuses, ainsi que la publication de DofAa et ses collaborateurs de 2012 relatant

d’une étude réalisée entre 2005 et 2010.27°

Lors de I'étude menée par Bigby et al., chaque réaction cutanée d’origine allergique est
validée par un dermatologue et comptabilisée afin de calculer la prévalence de chaque médicament.®
Au total la prévalence allergique globale observée pour les antibiotiques est de 2,2%. Elle a ensuite
été calculée pour chaque médicament. Il en ressort que les deux médicaments ayant la plus forte

prévalence allergique sont 'amoxicilline (4) et le sulfaméthoxazole (5) (Tableau 1).%°

Consommation

Préval
Médicament Structure re\:i\/c)ance Classement | frangaise (DDJ/
. 1 000 hablj)”’

Amoxicilline (4) 1 10,7

Triméthoprime
(6) -sulfaméthoxazole 2 0,3

(5)
Pénicilline G (7) 10 0,4

Tableau 1 : Prévalence allergique des trois médicaments étudiés ainsi que leur classement d'aprés I'étude réalisée
par Bigby et ses collaborateurs en 1986, corrélées a leur consommation francaise (d’aprés un rapport de
novembre 2014 de ’ANSM’" en dose définie journaliére (DDJ)/1 000 habitants/jour)
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D’aprés le Tableau 1, I'antibiotique qui suscite le plus grand nombre de réactions allergiques
cutanées est 'amoxicilline (4) avec une prévalence de 5,1%, soit 63 patients allergiques sur 1 225.%°
Etant I'antibiotique de premiére intention, sa consommation en France est également la plus élevée
des antibiotiques avec 10,7 doses définies journalieres (DDJ)/1 000 habitants/jour. D’aprés le
« Collaborating Centre for Drug Statistics Methodology » de 'OMS la DDJ permet de calculer a partir
du nombre d’'unités vendues, et en fonction du nombre d’habitants, la consommation journaliére de
chaque molécule.”" Le mélange des deux antibiotiques triméthoprime (6) — sulfaméthoxazole (5) est
la deuxieme composition qui provoque le plus d’allergies avec une prévalence de 3,4%, soit 36 cas
sur 1066.° Sa consommation en France est de 0,3 DDJ/1 000 habitants/jour, c’est l'un des
antibiotiques les moins utilisés mais il est surtout administré pour la prévention et le traitement
d’infections opportunistes chez les patients séropositifs.”" Au dixiéme rang, on retrouve la pénicilline
G (7) avec une prévalence de 1,9%, soit 17 cas sur 918 patients.®® En France cet antibiotique est
consommé a raison de 0,4 DDJ/1 000 habitants/jour, c’est une des pénicillines les moins prescrites
de nos jours étant moins efficace que I'amoxiciline (4) sur un grand nombre de souches

bactériennes.”!

Les antibiotiques sur lesquels notre étude s’est portée sont donc les antibiotiques de type
pénicillines et sulfamides au vu de leurs fortes prévalences allergiques et de leur importance au
niveau clinique. Pour généraliser I'étude sur les pénicillines, nous avons choisi de travailler en
premier lieu sur un B-lactame modeéle : la péniciline G (7), qui a une structure plus lipophile que
I'amoxicilline (4). Bien qu’elle soit moins utilisée cliniquement ayant un spectre d’action moins étendu,
elle est tout de méme classée au 10° rang des prévalences allergiques (1,9%) d’aprés I'étude de

Bigby et ses collaborateurs (Tableau 1).%°

Apres I'étude sur la pénicilline G (7), celle sur 'amoxicilline (4) sera entreprise, et en dernier
lieu, cette étude s’intéressera a une autre grande famille d’allergénes, les sulfamides avec le

sulfaméthoxazole (5).

1) Pénicilline G

La péniciline G (PG) (7), ou benzylpénicilline, d’origine naturelle est produite par les

champignons du genre Penicillium (Figure 3).
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Figure 3 : Structure chimique de la pénicilline G (7) (A) photographie d’un champignon Penicillium chrysogenum au
microscope (Www.inspg.qc.ca/compendium-moisissures/penicillium-spp) (B)

a) L’histoire de la pénicilline

Depuis I'antiquité, certaines populations utilisent les champignons et moisissures pour traiter
des blessures et infections. Depuis les années 1870, les scientifiques, dont Louis Pasteur, se sont

intéressés au développement ou non de bactéries en présence de moisissures.

En 1897, le docteur Ernest Duchesne soutient sa thése intitulée « Contribution a I'étude de la
concurrence vitale chez les microorganismes : antagonisme entre les microbes et les moisissures ».”?
Il étudie l'interaction entre un champignon qu’il désigne comme étant le Penicillium glaucum (mais
compte tenu de la nomenclature de I'époque, il se peut que son étude ait porté sur un autre type de
Penicillium) et les bactéries Escherichia coli. Bien que les résultats soient peu concluants, il reconnait
que son étude, peu poussée, requiert d’étre plus approfondie et peut conduire a « la découverte

d’autres faits directement utiles et applicables a I'hygiéne prophylactique et & la thérapeutique ».”

La pénicilline G (7) a, quant a elle, été accidentellement découverte en 1928 par le docteur
Alexander Fleming qui, en rentrant de vacances a son laboratoire du Saint-Mary’s Hospital de
Londres, remarque qu’un champignon, le Penicillium notatum, utilisé par son voisin de paillasse, a
envahi ses boites de Pétri dans lesquelles il effectuait des cultures de staphylocoques. Il constate
alors que la ou le champignon s’est implanté, aucun staphylocoque n’a poussé. |l émet alors
'hypothése que le champignon synthétiserait une molécule aux activités antimicrobiennes qu’il
concentre a I'aide d’'un chimiste et qu’il nomme « pénicilline ». Aprés une étude d’'un an sur les effets
antimicrobiens, la stabilité et la toxicité de la pénicilline, il publie sa découverte mais la pénicilline ne

sera pas utilisée en médecine avant les années 1940.”

Howard Florey, professeur de pathologie a Oxford, Ernst Chain, biochimiste, Norman Heatley,
bactériologiste et le chimiste Edward Abraham produisent et purifient pour la premiére fois la
pénicilline. lls démontrent dans une publication I'effet bactériostatique de la pénicilline et soignent des

infections chez les souris, les rats et les chats.”™

L’avancée des travaux se heurte alors a la seconde guerre mondiale, Florey, Chain et leur
équipe continuent malgré tout et mettent au point une utilisation thérapeutique chez I'Homme et
étudient plus précisément la pharmacocinétique de la pénicilline.”” lls parviennent a guérir un
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adolescent de 15 ans présentant une suppuration du col du fémur, ainsi que d’autres patients, adultes
et enfants, présentant des infections aux yeux qui n’étaient pas guérissables par les autres
traitements essayés ; ils publient alors leurs avancées en 1941.” Cependant la production en grande
quantité de la pénicilline doit attendre 1942, aux Etats-Unis, ou un autre champignon, le Penicillium
chrysogenum fut montré comme produisant 200 fois plus de pénicilline que le Penicillium notatum.
Les laboratoires américains tels que Merck, Pfizer et Squibb se lancent alors dans la production a
échelle industrielle et la vente de pénicilline comme médicament appartenant a une nouvelle famille

créée a cette époque : les antibiotiques.

Finalement en 1945, Fleming, Florey et Chain se voient récompensés par le prix Nobel de
physiologie-médecine pour « la découverte de la pénicilline et ses effets curatifs de nombreuses

maladies infectieuses ».”®

b) La production de la pénicilline

Les synthéses de la pénicilline G (7) et d’autres pénicillines naturelles ont été entreprises dans
les années 50. Cependant, I'étape butoir réside dans la fermeture du cycle B-lactame a 4 unités, trés
tendu, qui conduit préférentiellement a la création d’'un cycle oxazolone (9) a 5 unités plus stable,
observé déja en 1953 par Sheehan et ses collaborateurs lors de nombreuses tentatives de fermeture
en ester de méthyle de péniciline G (10) (avec du chlorure de thionyle, ou du trichlorure de

phosphore, ou du chlorure d’acétyle ou encore de I'anhydride acétique) (Schéma 3).””

& SUN—
o) :8_’/8 (10)
O= HN—/ " |

OH

(8) Oo\ .

(9)

Schéma 3 : Tentatives de fermeture du cycle B-lactame par Sheehan et ses collaborateurs’’

lls trouvent alors le moyen de cycliser mais pas directement a partir du dérivé acide de -
méthyl benzylpénicilloate (8). L'ajout d’'un dérivé phtalimide au niveau de la chaine latérale de la
pénicilline (11) empéche la formation du cycle oxazolone. Cependant, le rendement de la cyclisation
est faible : 13% aprés l'oxydation du soufre en sulfone (13) par l'action du KMnO, dans l'acide

acétique sur le dérivé (12) (Schéma 4).”
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Schéma 4 : Fermeture du B-lactame sur le dérivé phtalimide (11) puis oxydation du soufre en sulfone par Sheehan
et ses collaborateurs

Plus tard, en 1955, Sheehan et Hess rapportent [lutilisation de Ila N,N-
dicyclohexylcarbodiimide (DCC) en vue de la formation de liaison peptidique, de type amide, entre un
acide carboxylique et une amine.”® Sheehan et ses collaborateurs décident alors de tester cette
méthode d’amidation pour effectuer la cyclisation du B-lactame sur une pénicilline naturelle. lls
publient alors en 1957 puis en 1959 la synthése totale d’'une pénicilline naturelle : la pénicilline V (14)
(Schéma 5).%% Le phtalimidomalonaldehydate de tert-butyle (15) réagit avec la D-pénicillamine (16)
en présence d’acétate de sodium aqueux et d’éthanol. Deux centres asymétriques sont alors formés
et donc 4 diastéréoisoméres peuvent étre générés. Deux diastéréoisoméres sont observés : (17a)
avec 24% de rendement et (17b) avec 30% de rendement. Les auteurs ne sont pas en mesure de
connaitre la stéréochimie absolue de leurs composés mais aprés de nombreux tests de comparaison
avec les données de la littérature, ils peuvent affirmer que le produit (17a) est celui présentant la
méme stéréochimie que la pénicilline V naturelle (donc 2S,5R,6R). Le diastéréoisomére (17b) est
converti en composé (17a) désiré en effectuant une recristallisation dans la pyridine. 46% De
rendement de recristallisation sont obtenus, ce qui équivaut a 14% de rendement en plus pour le
compose (17a) et donc un rendement total aprés recristallisation de 38% en composé désiré. La
déprotection du phtalimide est ensuite effectuée avec de I'hydrazine suivie d’'un traitement au HCI
aqueux qui donne I'amine primaire du dérivé (18) avec un bon rendement de 82%. Sheehan et Hess
précisent qu’'a partir de ce composé de nombreuses pénicillines peuvent étre synthétisées en faisant
réagir 'amine primaire avec différents chlorures d’acides. Pour la synthése de la pénicilline V, c’est le
chlorure de phénoxyacyle qui est utilisé a hauteur de 1 équivalent avec 2 équivalents de triéthylamine
dans du dichlorométhane. Le composé amidé (19) est obtenu avec un rendement de 70%. Il subit
alors la déprotection de son ester de tert-butyle en milieu acide. L’acide pénicillanique de la pénicilline
V (20) est obtenu quantitativement et subit alors un traitement en milieu basique avec 4 équivalents

de DCC pour conduire & la pénicilline VV (14) avec un rendement de seulement 5% (Schéma 5).79%
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Schéma 5 : Synthése totale de la pénicilline V (14) par Sheehan et ses collaborateurs’®®°

En conclusion cette synthése totale de 5 étapes conduit au produit convoité avec un
rendement global de 1%. De plus les auteurs précisent que la synthése totale a été transposée a la
pénicilline G (7) mais donne un rendement de cyclisation inférieur a celui de 5% obtenu pour la
pénicilline V (14).2° La recherche sur la synthése de pénicillines a donc été stoppée d’autant plus que
I'amélioration par mutagénése des souches de champignon productrices de pénicilline et les
sélections successives ont abouti a des souches qui produisent plus de 60 000 unités/mL de culture
en 200 heures, soit plus de quinze mille fois plus que la souche Penicillium notatum de départ.®’ De
nombreux brevets ont été déposés sur la production de la pénicilline au fur et a mesure de son

amélioration.®>®" La pénicilline G (7) est aujourd’hui encore produite par la voie biotechnologique.®®
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La bioproduction par les champignons consiste en la biosynthése d’'un tripeptide (ACV) de
'acide L-aminoadipique (21), la L-cystéine (22) et la L-valine (23) qui s’épimérise en D-valine lors de
son incorporation dans I'enzyme L-aminoadipyl-L-cystéine-D-valine synthétase, nommée ACV
synthétase. Ce tripeptide (24) se cyclise ensuite en isopénicilline N (25). Enfin, l'acyltransférase
catalyse la substitution de la chaine latérale par un autre radical (acide phénylacétique pour la
pénicilline G (7)). Cette acylation biocatalysée autorise l'utilisation de précurseurs différents dans le
milieu de culture afin d’augmenter le rendement de la biosynthése vers un type de pénicilline souhaité

(Schéma 6).8189%0
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Schéma 6 : Biosynthése de la pénicilline G (7)81'90

La pénicilline est devenue un médicament produit en quantité industrielle alors que sa
structure chimique n'était pas encore complétement élucidée et que son mode d'action était

totalement inconnu.
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c) Le mode d’action des pénicillines

Les pénicillines comme tous les antibiotiques agissent contre les bactéries. La paroi
bactérienne est constituée de peptidoglycane qui donne sa forme a la bactérie et Iui assure une
protection mécanique contre la pression osmotique et les agressions extérieures. Le peptidoglycane
est composé d’oligosaccharides, un enchainement de N-acétyl-D-glucosamine (NAG) (26) et d’acide

N-acétylmuramique (NAMA) (27) liés par des liaisons osidiques B(1—4) (Schéma 7).

OH OH OH OH
0 0 -~ o)
HO HO 0
H&LOH . O§§\/OH HO&&O ol
NH \( NH - o NH NH
—0 —0
COOH ~00H ):o
(26) (27) — (28) -n

Schéma 7 : Structure chimique de la N-acétyl-D-glucosamine (26) et de I’acide N-acétylmuramique (27) et leur
enchainement (28)

Sur I'extrémité acide carboxylique de certains NAMA (27) sont liés des petits peptides composés de
L-alanine, d’acide D-glutamique, de L-lysine, de glycine ou d’acide diaminopimélique (analogue de la
lysine) et terminés par deux résidus de D-alanine. L’'assemblage tridimensionnel du peptidoglycane
pour former la paroi de la bactérie se fait par le biais d’'une enzyme : la transpeptidase. Cette enzyme
catalyse la coupure de la liaison amide avec le résidu D-alanine terminal et le couplage avec un
résidu glycine d’'une autre chaine polypeptidique. Elle assure alors la réticulation du peptidoglycane et

la rigidité de la paroi (Schéma 8).%
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C’est grace a lisostérie entre le dipeptide D-alanine-D-alanine terminal (29) et la pénicilline G (7) que
cette derniére peut pénétrer le site actif de la transpeptidase et bloquer 'enzyme en se liant a ses
résidus sérines via 'ouverture de son noyau B-lactame ce qui inhibe la formation de la paroi de la

9 et empéche ainsi la division et donc la formation de nouvelles bactéries (Schéma 9).%

bactérie,
L’effet bactériostatique des pénicillines n’est donc actif que contre les bactéries en phase de
croissance et non celles en phase stationnaire qui ont déja construit leur peptidoglycane.® L'effet
bactéricide (ce qui va conduire a la destruction des bactéries) résulte en fait dans le mécanisme de la
bactérie elle-méme qui va — suite a l'altération de son peptidoglycane — activer ses peptidoglycanes-

hydrolases, des enzymes également appelées autolysines qui induisent la lyse de la bactérie.***°
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Schéma 9 : Isostérie entre la D-alanine-D-alanine (29) et la pénicilline G (7), suivi de son ouverture par les résidus
sérines de la transpeptidase conduisant a I'inhibition de I'’enzyme

L'épaisseur de la paroi est nettement supérieure chez les bactéries dites a Gram+ et est en
contact direct avec le milieu extracellulaire. Par contre les bactéries @ Gram- ont leur peptidoglycane
plus fin et enchassé entre deux membranes plasmiques dont linterne est majoritairement
phospholipidique tandis que I'externe est majoritairement lipopolysaccharidique, ce qui rend l'accés
aux antibiotiques naturels de type B-lactame moins efficace (Figure 4).*® Par contre les bactéries a
Gram- présentent des porines au sein de leur membrane externe. Les porines sont des protéines en
forme de canaux, qui permettent le passage de petites molécules hydrophiles a travers la membrane
externe des bactéries, et permettront donc aux pénicillines d’accéder au peptidoglycane et a la
transpeptidase. La faible action de la pénicilline G (7) contre les bactéries a Gram- s’explique donc
par son caractére peu hydrophile qui défavorise le passage de la membrane externe par les porines.
Elle peut tout de méme pénétrer dans certaines bactéries Gram- en diffusant a travers la membrane
externe, mais ce processus est lent. Aprés I'action de la pénicilline les bactéries a Gram+ perdent leur
membrane cellulaire et sont appelées des protoplastes. Les bactéries a Gram- ne peuvent pas

complétement perdre leur membrane cellulaire elles sont donc appelées des sphéroplastes.
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Figure 4 : Représentation de la paroi d'une bactérie a Gram+ (A) comparée a celle d'une bactérie a Gram- (B)96

d) Le mode d’hapténisation

La pénicilline G (7), ayant un poids moléculaire de 334,39 g/mol, doit se lier a une protéine
pour étre détectée par le systéme immunitaire et déclencher une réaction allergique.? La pénicilline
G (7) est un hapténe, les groupements nucléophiles des protéines et plus particulierement des

résidus lysines se lient & la pénicilline via 'ouverture du noyau B-lactame (Schéma 10).2:23:97-103

Comparé a un B-lactame libre, le B-lactame bicyclique des pénicilines a une réactivité
exacerbée. En effet, dans ce systéme bicyclique, une tension de cycle régne en jonction de cycle
empéchant I'atome d’azote d’adopter une géométrie plane nuisant a la délocalisation électronique de
'amide. En I'absence de cette délocalisation, la double liaison C=0 de la fonction lactame d’une
pénicilline est beaucoup plus électrophile que celle d’'un B-lactame libre ce qui rend aisée I'attaque
par des résidus nucléophiles d’amino-acides, comme par exemple une fonction amine de lysine.
L’ouverture du motif B-lactame par un résidu nucléophile d’une protéine engendre la formation d’'un

bioconjugué (Schéma 10).
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Schéma 10 : Hapténisation de la pénicilline G (7) par ouverture du B-lactame par les acides aminés amino-
terminaux d'une protéine

45



Le motif ouvert pénicilloyle substituant la protéine constitue alors le déterminant antigénique
majeur de la pénicilline G.”” D’autres déterminants antigéniques mineurs ont déja été décrits dans la
littérature comme par exemple I'acide benzylpénicillénique-protéine ou la pénicillamine-protéine issus
de la réaction des cystéines des protéines (méme celles impliquées dans un pont disulfure) avec la
pénicilline G (7) (Figure 5).”'°'% Mais ils n’ont jamais été observés in vitro au départ de protéines

humaines ou de séra de patient.’®

Protelne _Protéine
S
\
o j .l
{j H2N "’/ OH
r
(0]
acide benzylpénicillénique-protéine pénicillamine-protéine

Figure 5 : Déterminants antigéniques mineurs de la pénicilline G (7)

Ces adduits sont issus de la métabolisation de la pénicilline G (7). En milieu aqueux acide
(comme dans I'estomac), cette derniere est métabolisée en acide pénicillénique (30) (selon le
mécanisme présenté en Schéma 11), ainsi qu’en acide pénicilloique (31). L’acide pénicillénique (30)
se réarrange ensuite rapidement en acide pénillique (32)." Et lacide pénicilloique (31) se

décompose en pénicillamine (16) (Schéma 12).9"1%

% :l;'/f . Q/%C\jjrf (OH) -

COOH COOH
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(7) ®

@”mhj — @”ﬁq
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Schéma 11 : Mécanisme de formation de I'acide pénicillénique (30) a partir de la pénicilline G (7), en milieu acide
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Schéma 12 : Métabolisation de la pénicilline G (7) en milieu aqueux acide

L’acide pénicillénique (30) peut également former des adduits ouverts par les résidus lysines
d'une protéine, conduisant a des composés épimérisés en position 6 (la position 5 étant
préférentiellement de configuration R pour des raisons de compression stérique dans le cycle
thiazolidine). Le bioconjugué de la protéine avec le diastéréoisomére 5R,6S est décrit dans la
littérature comme étant probablement plus immunogéne que celui issu de son isomére 5R,6R

(Schéma 13).%1%3
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Schéma 13 : Formation du déterminant antigénique majeur épimérisé en passant par I'acide pénicillénique (30)

Le métabolite acide pénicillénique (30) étant détecté in vivo en trop faible quantité, nous avons
décidé pour ce travail de thése d’étudier le déterminant antigénique majeur issu de I'ouverture du 3-

lactame de la pénicilline G (7) par les lysines des protéines.
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En résumé, I'utilisation de la pénicilline G (7) a permis a la médecine de progresser depuis sa
découverte jusque dans les années 60, mais elle a rapidement montré ses limites. Son spectre
d’action contre les bactéries reste limité, et en particulier contre les bactéries Gram- en raison de sa
faible biodisponibilité. De plus, I'élimination par la voie rénale de la pénicilline G (7) est trés rapide, en
deux a trois heures, 50 a 80% de la dose d’antibiotique administrée sont éliminés."”” L’administration
doit donc étre fréquente, ce qui est contraignant puisque la pénicilline G (7) n’est administrable que
par voie parentérale di & sa faible stabilité en milieu acide (suc gastrique).” Cette élimination rénale
rapide conduit a un recouvrement de plus de 80% du principe actif sous sa forme active, le reste est
également excrété dans les urines, mais sous forme d’'un métabolite inactif : I'acide pénicilloique
(31)." Des tentatives de synthése de dérivés de la pénicilline ont donc été entreprises pour essayer

de contourner les problémes de la pénicilline G (7).

2) Amoxicilline

L’amoxicilline (AX) (4) est une amino-pénicilline synthétique. Elle posséde le spectre d’action
le plus large des dérivés pénicillines.”® Depuis sa mise sur le marché en 1972, elle a supplanté la
pénicilline G (7) et est devenue I'antibiotique de premiére intention.”"”® L’amoxicilline est cependant

I'antibiotique possédant la plus forte prévalence allergique (5,1% de la population).®®

a) L’histoire de 'amoxicilline

En 1959, Batchelor, Doyle, Nayler et Rolinson réussirent a mettre au point une méthode
industrielle d’isolement de l'acide 6-aminopénicillanique (6-APA) (33), le noyau des pénicillines, a
partir de la fermentation de Penicillium chrysogenum, en n’introduisant pas de réactif acylant dans le
bouillon de culture (Figure 6)."® Sur ce bicycle il devient possible de fixer, par synthése, différentes

chaines latérales et d’obtenir, par la suite, des pénicillines dites hémisynthétiques.
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Figure 6 : Structure chimique de I'acide 6-aminopénicillanique (33)

Les chercheurs ont donc voulu améliorer les propriétés de la pénicilline G (7). En premier lieu,
son caractére hydrophobe ne lui permet pas d’étre administrable par voie orale, de plus son spectre
d’action reste faible. Pour 'augmenter et permettre la pénétration dans les bactéries a Gram-,

I'hydrophilie de la pénicilline devait étre augmentée. Ainsi les amino-pénicillines, avec un groupement
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amine libre en plus, présentent un caractére plus hydrosoluble. De plus les chercheurs ont constaté
que le spectre d’action de ces amino-pénicillines était bien plus large que celui de la pénicilline G (7).
En premier lieu I'ampicilline (34) fut découverte, en 1961,""° mais elle présente toujours une mauvaise
biodisponibilité orale. L’amoxicilline (4) fut découverte en 1964,"" encore plus hydrophile de par son
groupement phénol, et peut de ce fait étre administrée par voie orale. C’est grace a son large spectre
d’action et a sa meilleure biodisponibilité orale que I'amoxicilline (4) est devenue I'antibiotique de

premiére intention (Figure 7).
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Figure 7 : Structure chimique de I"ampicilline (34) et de I'amoxicilline (4)

b) Synthése industrielle

A T'heure actuelle 'amoxicilline (4) est I'antibiotique le plus consommé au monde, avec par
exemple en France une consommation de 10,7 DDJ/1 000 habitants/jour (Tableau 1).”' Il a été
abordé précédemment la difficulté de synthétiser avec de bons rendements et énantiosélectivement
les B-lactames de type pénicilline (cf. Introduction partie Il 1) b) p.38). Il a donc été difficile
d’envisager une synthése industrielle totalement chimique de ces amino-pénicillines. C’est pourquoi
lorsqu’en 1959 Batchelor et ses collaborateurs décrivent une méthode d’extraction de l'acide 6-
aminopénicillanique (33) c’est par la voie hémisynthétique que les industries pharmaceutiques

décident d’accéder aux amino-pénicillines synthétiques telles que 'amoxicilline (4)."

Il existe différentes voies d’acces a ces pénicillines hémisynthétiques. Tout d’abord I'accés a
lintermédiaire acide 6-aminopénicillanique (33) peut se faire soit selon la voie décrite par Batchelor et
ses collaborateurs en 1959 (une culture de Penicillium chrysogenum dans un bouillon n’ayant pas
d’agent acylant).' Soit & partir d’une pénicilline naturelle (par exemple la pénicilline G (7)), obtenue
par une culture de Penicillium chrysogenum, suivie d’'une hydrolyse sélective de la chaine amide
latérale réalisée par voie enzymatique ou par voie chimique.®® A partir de cet intermédiaire 6-APA
(33) l'acylation avec la chaine désirée peut se faire par voie enzymatique ou par voie chimique

(Schéma 14).
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Schéma 14 : Différentes voies d'accés aux pénicillines hémisynthétiques

De nombreuses publications sur I'hydrolyse de la pénicilline G (7) en acide 6-
aminopénicillanique (33) par la voie enzymatique parurent en 1960. Entre autre, par I'action d’une
hydrolase issue de cellules bactériennes d’Escherichia coli avec laquelle les auteurs obtiennent 95%
de conversion en 4h,"? ou d'une pénicilline amidase d’'Alcaligenes faecalis qui conduit a des
conversions de I'ordre de 6 mg/mL de culture,’* ou encore une pénicilline acylase de Nocardia qui
conduit en 16h a 2,4 g/L de 6-APA (33) a partir de 5 g/L de pénicilline G (7) et 2 g/L de cellules soit un
rendement de 80%."" La voie enzymatique fut stoppée dans les années 70 au profit de la voie
chimique qui contournait les inconvénients dus aux enzymes : a savoir les faibles concentrations de
produit, les risques de contamination des souches bactériennes ainsi que les colts élevés engendrés
lors de lisolement du produit."’® Publiée par Weissenburger et Van der Hoeven en 1970, cette
synthése monotope permet d’accéder au 6-APA (33) avec un excellent rendement, sur 4 étapes, de
91%.""° La pénicilline G (7) possédant une fonction amide et une fonction lactame trés réactive en
condition basique et nucléophile, elle ne pouvait pas étre hydrolysée par les méthodes classiques. A
partir du sel de potassium de la pénicilline G (7), la fonction acide est protégée par un groupement
silyle par le traitement au pentachlorure de phosphore a basse température conduisant au dérive
iminochloré (35). Toujours a froid, un excés de n-butanol permet la formation de I'imino-éther (36) par
substitution nucléophile. L’hydrolyse ammoniacale suivie du réajustement du pH a 4,1 permet d’isoler

I'acide 6-aminopénicillanique (33) qui cristallise avec un excellent rendement (Schéma 15).""
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Schéma 15 : Synthése chimique du 6-APA (33) par Weissenburger115

Seulement cette synthése chimique posait, a I'échelle industrielle, des problemes environnementaux
et des colts en solvant et en énergie trop importants pour subsister.?® Les voies enzymatiques sont
donc a nouveau explorées, contournant les problemes précédents notamment au niveau du
recyclage des enzymes en développant des enzymes immobilisées.'® Les conversions n’étant pas
probantes sur des enzymes issues des bactéries natives, les chercheurs ont alors voulu améliorer les
souches bactériennes, dans les années 80, la technologie de '’'ADN recombinant permit d’obtenir une
souche 10 fois plus active que la native."'®'"” Les meilleures pénicillines amidases, encore utilisées a

I'heure actuelle, sont celles issues de souches améliorées d’Escherichia coli.""*""°

La seconde étape dans la synthése des pénicillines hémisynthétiques consiste en 'acylation
de l'acide 6-aminopénicillanique (33) par des dérivés de la D-phénylglycine. Elle a été développée

également par les deux voies : chimique et enzymatique.

Le brevet relatant de la découverte de 'amoxicilline parut en 1965.""" A ce moment, la synthése mise
en place était chimique. Dans le brevet, I'exemple décrit part du meélange racémique de la 4-
hydroxyphénylglycine N,O-diprotégée (37), mais les inventeurs précisent avoir également réalisé la
synthése en série D ainsi qu’en série L. Ce composé (37) réagit avec du chloroformiate d’éthyle
conduisant a un anhydride mixte (38) qui réagit ensuite avec 'acide 6-aminopénicillanique (33) en
milieu basique pour obtenir le sel sodique de I'amoxicilline N,O-diprotégée (39) avec un rendement
sur les deux étapes de 61%. La déprotection de I'amoxicilline (39) est réalisée par double
hydrogénation conduisant quantitativement au produit désiré (4) (Schéma 16). La pureté du produit

obtenu n’est toutefois pas discutée.™"’
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Schéma 16 : Synthése chimique de I'amoxicilline (4) d'aprés le brevet de Nayler et Smith""’

Plus tard, en 1971, un nouveau brevet décrit la synthése de I'amoxicilline (4) a partir d’'un dérivé
disilylé du 6-APA (40) et de la D-4-hydroxyphenylglycine N-protégée (42).'® Parmi les différents
groupements protecteurs exposés dans le brevet, seuls ceux décrits dans le Schéma 17 ci-aprés
permettent d’accéder au meilleur rendement de 43%, avec une pureté finale de 80%. En modifiant le
solvant et le traitement I'inventeur augmente la pureté a 93% mais le rendement diminue a 37%.
L’acide 6-aminopénicillanique (33) est silylé sur ses fonctions acide et amine en composé (40) par le
chlorure de triméthylsilyle. L’anhydride mixte de la D-4-hydroxyphenylglycine N-protégée par une
fonction 1-methoxycarbonyl-propén-2-yl (41) (lui-méme obtenu par condensation du chloroformiate
d’éthyle sur le sel de sodium de I'acide correspondant (42), appelé sel de Dane) est ensuite couplé au
noyau peénicilline suivi d’'une hydrolyse en milieu acide pour obtenir 'amoxicilline (4) trihydrate qui

cristallise avec un rendement de seulement 43% (Schéma 17).'%°
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Schéma 17 : Synthése de I'amoxicilline (4) selon le brevet de Love'®

En 1978 des chercheurs néerlandais déposent un brevet sur 'optimisation de la synthése de Love de
I'amoxicilline (4) utilisant le sel de Dane (42) (trés économique). En jouant sur les températures et les
temps de réaction et surtout en contrdlant bien les différents pH, ils améliorent la pureté a 97,7% et le

rendement a 83,5%.'%'

Lors de la découverte des pénicillines acylases, I'équipe de Huang avait testé I'acylation par
voie chimique avec des chlorures d’acides. lls précisent obtenir de bons rendements, sans plus de
détail.""* Cette voie de synthése n’a pas été exploitée par la suite pour 'amoxicilline mais I'est pour

d’autres pénicillines hémisynthétiques telles que 'ampicilline (34).""*"*’

D’autres chercheurs ont constaté la possibilité de réversion de I'enzyme, offrant la possibilité d’une
synthése enzymatique de nouvelles pénicillines."'?'"® Par exemple I'équipe de Marconi a mis au point
'hydrolyse de la pénicilline G (7) en acide 6-aminopénicillanique (33) par une pénicilline acylase
immobilisée issue d’Escherichia coli en 1973,""® puis deux ans plus tard ils exploitaient cette méme
enzyme immobilisée pour synthétiser I'amoxicilline (4) et autres nouvelles pénicillines par voie
enzymatique.'® En milieu légérement basique (pH = 8) 'enzyme tend a hydrolyser la pénicilline alors
gu’en milieu légérement acide (pH = 6) voire neutre elle tend a la synthétiser. Les auteurs ont donc
effectué leur synthése a partir du 6-APA (33) et de la D-4-hydroxyphénylglycine (43) a un pH neutre.

Une conversion maximale de 30% est obtenue avant d’observer la prédominance de I'hydrolyse sur
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I'acylation, conduisant & de faibles concentrations d’amoxicilline (2,3 pmol/mL)." De nombreuses
améliorations ont vu le jour au fur et @ mesure du temps, en 1996 un procédé de préparation de
'amoxicilline (4) en continu est breveté. Permettant d’obtenir des rendements allant jusqu’a 90% a
partir de l'acide 6-aminopénicillanique (33) et de la D-4-hydroxyphénylglycine activée avec une
productivité allant jusqu’a 156 mmol/h/L."?* Environ 900 g d’amoxicilline trihydrate sont produits en
14h. L’équilibre acylation/hydrolyse est déplacé en faveur de I'acylation grace a la faible solubilité de
I'amoxicilline qui précipite en solution trés concentrée (proche de la saturation en substrat) et est

collectée hors du réacteur et n’est donc que faiblement disponible pour 'hydrolyse.'?®

Mais, finalement, malgré tous les progrés en vue d’'une synthése industrielle enzymatique

c’est toujours la méthode chimique a partir du sel de Dane (42) qui est utilisée a I’heure actuelle pour

synthétiser 'amoxicilline (4) a I'échelle industrielle 88'"119.124.125

c) Le mode d’action de I'amoxicilline

Le mode d’'action de 'amoxicilline (4) est le méme que celui de la pénicilline G (7). Elle est
capable de pénétrer dans les bactéries Gram- en raison de sa plus forte hydrophilie par rapport a la
pénicilline G (7) (Tableau 2). En effet nous avons vu précédemment (cf. Introduction partie 1l 1) c)
p.42) que les bactéries a Gram- possedent des porines dans leur membrane externe qui permettent
le passage de petites molécules préférentiellement hydrophiles. Le caractére plus hydrophile de
'amoxicilline (4) est donc ce qui lui permet de plus facilement passer cette membrane externe par
rapport a la pénicilline G (7). Ce qui lui offre donc un spectre d’action plus large touchant a la fois les

bactéries Gram+ et un grand panel de bactéries Gram-.

Médicament Structure

HO/Q/SZ/N;L/S 0,87

Amoxicilline (4) o

Oy s
Ampicilline (34) d OH D 1,35

N Y o
Pénicilline G (7) Q/?OJTNQ/ 1,83

Tableau 2 : logP de I'amoxicilline (4), ’ampicilline (34) et de la pénicilline G (7)
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d) Le mode d’hapténisation de I'amoxicilline

L’amoxicilline (4) a une masse moléculaire de 365,40 g/mol. Elle est, comme la pénicilline G
(7), un hapténe. Son mécanisme d’hapténisation principal est le méme que celui de la pénicilline G

(7) (cf. Introduction partie Il 1) d) p.45) et des autres pénicillines, 2%

c’est-a-dire par 'ouverture du
B-lactame par les groupements nucléophiles des protéines et plus particulierement par les résidus

lysines.'?

L’amoxicilline (4) est métabolisée moins rapidement que la pénicilline G (7) car elle est plus stable
chimiquement : la formation des déterminants antigéniques mineurs comme pour la pénicilline G (7)

n’a d’ailleurs jamais été jusqu’a ce jour observée.'

3) Sulfaméthoxazole

Le sulfaméthoxazole (SMX) (5) (Figure 8) a une prévalence de 3,4% lorsqu’il est associé au

triméthoprime (usuellement associés pour éviter les résistances et permettre une action plus rapide

contre les bactéries).®® '

_N
S, N
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H,N

Figure 8 : Structure chimique du sulfaméthoxazole (5)

a) L’histoire du sulfaméthoxazole

Pendant la premiére guerre mondiale, de nombreux soldats blessés décédent du fait
d’infections. C’est pourquoi, a cette époque, la recherche d'agents anti-infectieux est trés active. En
Allemagne, deux chimistes de chez Bayer, Josef Klarer et Fritz Mietzsch synthétisent la
sulfamidochrysoidine qui est testée sur des infections chez le rat et démontrée active en décembre
1931. Entre 1932 et 1935, le médecin allemand Gerhard Domagk du groupe Bayer découvre les
propriétés antibactériennes du Prontosil (le chlorhydrate de sulfamidochrysoidine) (44) (Figure 9), sur
des patients. Le Docteur Domagk obtient un prix Nobel en 1939 pour la découverte de l'activité

thérapeutique du Prontosil (44).7

Figure 9 : Structure chimique du Prontosil (chlorhydrate de sulfamidochrysoidine) (44)
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L'efficacité de cet antibiotique suscite l'intérét de plusieurs chercheurs dans toute I'Europe,
notamment en France, ou I'équipe de l'institut Pasteur d’Ernest Fourneau, démontre que le Prontosil
(44) est métabolisé en sulfanilamide (45) dans I'organisme et constitue le métabolite actif contre les
bactéries (Figure 10). Il est commercialisé dés 1937 en France, en Grande-Bretagne et aux Etats-

Unis.”®

\//

HZN”S\©\ (45)
NH

2

Figure 10 : Structure chimique du sulfanilamide (45), métabolite du Prontosil, principe actif contre les bactéries

La famille des sulfamides s’est par la suite agrandie et de nombreuses autres molécules ont
été synthétisées et testées dont le sulfaméthoxazole (5) en 1956.%"*" Les sulfamides deviennent
ainsi les premiers antibiotiques synthétiques, mais leur spectre d'action est relativement étroit et leur
métabolisation par I'organisme fait souvent apparaitre des produits toxiques, ce qui contribue encore

au développement de la pénicilline.

b) Synthése industrielle

La synthése industrielle du sulfaméthoxazole (5) est classique. Elle consiste en une
condensation du 3-amino-5-méthylisoxazole (46) avec un acide p-aminobenzénesulfonique activé
(par exemple en chlorure de sulfonyle ou en ester), ou avec un acide p-aminobenzénesulfonique
activé N-protége (par exemple par un groupement acétyle comme dans le composé (47), activé par
un chlorure de sulfonyle représenté dans le Schéma 18 ci-aprés) menant au composé de
condensation (48) avec d’excellents rendements. S’en suit une réaction de déprotection de I'amine
aromatique primaire conduisant au produit désiré (5) en peu d’étapes et avec des rendements

quasiment quantitatifs (Schéma 18)."*'
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Schéma 18 : Synthése industrielle du SMX (5)"*"

c¢) Le mode d’action du sulfaméthoxazole

Le mécanisme d’action du SMX (5) met en jeu I'anion dihydrofolate (FAH,) (50) et son

analogue réduit :

partir du FAH, (50) par I'action d’'une enzyme :

'anion tétrahydrofolate (FAH,) (51). Dans l'organisme le FAH, (51) est synthétisé a
la dihydrofolate réductase (Schéma 19). Le FAH, (51)

est vital pour I'organisme, il intervient notamment dans la biosynthése de certains acides aminés ainsi

que certains acides nucléiques.'
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Schéma 19 : Synthése du FAH, (51) a partir du FAH; (50) via la dihydrofolate réductase

0JO)
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57



La sélectivité du SMX (5) réside dans l'une des différences entre les bactéries et les
mammiféres : les mammiferes trouvent le FAH, (50) dans leur alimentation alors que les bactéries
doivent le synthétiser. Il en est de méme pour le FAH, (51) auquel les bactéries n’accedent que par le
biais de la dihydrofolate réductase. Le SMX (5), et plus particuliérement le sulfanilamide (45) qui en
découle est un isostére de I'acide para-aminobenzoique (52) qui intervient dans la synthése de novo
de FAH, (50) par les bactéries (Schéma 20). Ces derniéres insérent le sulfanilamide (45) dans leur
métabolisme, il est alors un inhibiteur compétitif d’'une des enzymes impliquées dans la synthése de
FAH, (50) : la dihydroptéroate synthétase. En empéchant la synthése du FAH, (50) par les bactéries,
elles nont plus accés au FAH, (51), ni a la biosynthése de certaines bases de leur ADN. Elles ne
peuvent donc plus se multiplier, ce qui fait du sulfaméthoxazole (5) un antibiotique a effet

bactériostatique.'*
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Schéma 20 : Structures isostéres entre le sulfanilamide (45) et I'acide p-aminobenzoique (52), précurseur
du FAH; (50)

Pour renforcer cet effet bactériostatique le SMX (5) est usuellement associé au triméthoprime
(6). Cette association permet également de réduire les effets de résistance étant donné que les deux
antibiotiques ont un mécanisme d’action différent. Le triméthoprime (6) agit comme inhibiteur
compétitif de 'enzyme dihydrofolate réductase, empéchant la synthése de FAH, (51) a partir du FAH,
(50) qui aurait été synthétisé avant I'action du SMX (5). Il tient sa spécificité du fait des faibles
différences structurales existant entre 'enzyme des bactéries et celle des mammiféeres. Ce double
mode d’action par l'association du triméthoprime (6) et du sulfaméthoxazole (5) permet un
épuisement encore plus rapide des FAH, (51) restants, stoppant trés vite la croissance des

bactéries. 332
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d) Les modes de présentation du sulfaméthoxazole aux lymphocytes T

Comme vu précédemment (cf. Introduction partie | 2) p.30), il existe deux modes de
présentation du SMX (5) aux lymphocytes T. Le p-i concept ne nécessite pas la formation d’'un adduit
acide aminé-antibiotique et ne fera donc pas partie de notre étude. Le second mode repose sur la

théorie de I'haptene, comme vu précédemment pour les pénicillines.

Le SMX (5) a une masse moléculaire de 253,28 g/mol. Il doit se lier a une protéine pour étre
immunogeéne, mais il doit subir une métabolisation enzymatique avant de pouvoir se lier. C'est donc
un pro-hapténe. Le sulfaméthoxazole (5) va d’abord subir une oxydation par les cytochromes P450
(CYP2C9 ou CYP2C8)™ ou par la myéloperoxydase (enzyme présente dans les cellules dendritiques

et les kératinocytes),"*

et passer de sa forme amine a une forme hydroxylamine (SMX-HA) (53).
Cette hydroxylamine (53) subit ensuite spontanément une oxydation en dérivé nitroso (SMX-NO) (54)
qui est trés réactif et va donc se lier aux protéines, et plus particulierement aux dérivés cystéines non
impliqués dans un pont disulfure.®”"3*'**'%" Une publication de Callan et ses collaborateurs émet
'hypothése que les dérivés cystéines impliqués dans I'hapténisation du SMX-NO (54) seraient
oxydés sous forme de dérivés acides sulféniques et donneraient donc lieu a des dérivées N-
hydroxysulfinamides (Schéma 21-A)."**"*" Sans cette oxydation, les dérivés obtenus seraient les
mémes que ceux observés quand le glutathion (55) sous sa forme SH se lie directement avec le
dérivé nitroso du SMX (54). Le couplage conduit au dérivé semimercaptal (N-hydroxysulfénamide)

(56) qui se réarrange rapidement (t;,=2,5 min)"®

en dérivé sulfinamide (57) plus stable (Schéma 21-
B)."**"*" Seulement le dérivé sulfinamide (57) n'est pas stable au chauffage, ainsi qu’aux conditions
acides, comme celles présentes lors de la digestion des protéines par les cellules dendritiques. Ce
qui pourrait expliquer qu’aprés un traitement de 15 minutes a 55°C de leurs échantillons de HSA

hapténisé, Callan et al. n'observent que le dérivé N-hydroxysulfinamide.'®
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Schéma 21 : Hapténisation du métabolite nitroso du sulfaméthoxazole (54) par les dérivés cystéines oxydés d'une
protéine (A) ou par le glutathion (55) (B)
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Généralement la voie de dégradation du SMX (5) est une N-acétylation dans le foie et
I'oxydation par les cytochromes ne se produit que sur une petite quantité de I'antibiotique. Cependant
certains patients dits « acétyleurs lents » ainsi que ceux atteints de pathologies telles que le VIH, qui

perturbent la voie d’acétylation, ont une plus grande prévalence d’hypersensibilité au SMX (5).?'

Connaissant les formes des hapténes pour les trois antibiotiques d'intérét, la deuxieme étape
du processus immunitaire reste a étudier. Pour rappel cette deuxiéme étape consiste en la digestion
par les cellules dendritiques de la protéine avec l'antibiotique hapténisé, et l'identification des

peptides en découlant qui déclencheront la réponse des lymphocytes T.

M. Projet de recherche

L’objectif de ce projet est de trouver des peptides immunogénes constituant des épitopes dans
le but de développer des nouvelles méthodes de diagnostic précoce de l'allergie. Il s’agit donc de
I'antibiotique étudié, qui doit étre présenté aux lymphocytes T via un couplage avec un petit peptide,
issu de la digestion d’'une protéine porteuse. Nous ferons donc un état de l'art afin de choisir la
protéine porteuse la plus pertinente et d’identifier les résidus des acides aminés susceptibles d’étre
hapténisés par les antibiotiques de notre étude. De méme, nous évaluerons les méthodes de
sélection a disposition, ainsi que les méthodes de synthése des peptides potentiellement épitopes

nécessaires a notre étude.

1) Etude sur une protéine modéle

a) Etat de l'art

Comme vu précédemment, les antibiotiques étudiés sont des hapténes ou pro-hapténes. lls
se lient a une protéine pour devenir les antigénes reconnus par le systéme immunitaire. L’albumine
du sérum humain (HSA) est la protéine la plus abondante du sérum. Son réle est de maintenir le pH
et la pression osmotique dans le corps humain.™® Elle est également connue pour étre une bonne
protéine de transport grace a ses nombreuses cavités, comme le démontre sa structure
radiocristallographique obtenue sans ligand avec une résolution de 3,2 A (PDB: 4K2C)." Les
substrats connus pour étre transportés par la HSA sont les métaux, les acides gras, les acides

aminés mais également les médicaments et leurs métabolites.”*'*’

Dans la littérature, des publications relatent déja de I'accroche des antibiotiques de type [3-

A 98:99.126-128.142-144 \1ais |a détermination des acides aminés hapténisés dans la

lactames sur la HS
séquence de la protéine ne s’est faite que plus tard. Pour la pénicilline G (7), c’est en 1987 que

Lafaye et Lapresle initient la recherche des sites de fixation en utilisant la technique de la
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fragmentation de protéine par un traitement chimique. Dans cette publication, ils utilisent le bromure
de cyanogéne (CNBr) pour fragmenter la HSA isolée du sérum d’un patient traité a la pénicilline G (7)
pendant 20 & 40 jours."® Le bromure de cyanogéne réagit avec les méthionines de la séquence de la
protéine en formant une imino-lactone qui s’hydrolyse en milieu acide en homosérine lactone

fractionnant ainsi la protéine en deux (Schéma 22)."4¢'4

(@)
N HN” 7R
H{K\_)J\H/kﬂ)\_» ‘%{H 5 — H\ﬁl R H,O ’77’{ o H0 ”’{N\é)J\OH
/S \/lh\ Br \{ :\/O ®+O Oc
+ N * H3N\)k/
///N —S—=N Bro R

Schéma 22 : Mécanisme de fragmentation d'une protéine par CNBr'*®'*’

I N’y a que 6 méthionines dans la HSA ce qui conduit aprés l'action du CNBr a trois grands
fragments. Lafaye et Lapresle trouvent que la pénicilline G (7) a hapténisé deux des fragments : celui
gu’ils nomment A qui va de l'acide aminé 299 au 585 ainsi que celui qu’ils appellent C qui va de
lacide aminé 124 au 298.'"*° L’'année suivante, la suite de leur travaux est publiée avec la
détermination des deux sites de fixation précédemment décrits."® Pour ce faire, des digestions
trypsiques des deux fragments en question ont été réalisées. La trypsine est une enzyme qui
hydrolyse les liaisons peptidiques d’une protéine en C-terminal de chaque résidu lysine et arginine de
la séquence sauf si 'acide aminé suivant est une proline, ou si I'acide aminé visé est modifié au
niveau de son extrémité N°-NH,. Les peptides hapténisés sont alors isolés via une colonne d’affinité
chargée avec un anticorps anti-pénicilline G. Deux peptides hapténisés sont découverts. La
détermination de I'acide aminé porteur de 'antibiotique reste encore hypothétique. Lafaye et Lapresle
supposent que I'acide aminé hapténisé ne peut pas étre une lysine de par sa trop forte basicité. Etant
donné le pH physiologique a 7,4 et le pKa d’'une histidine de 7, ils pensent que la pénicilline s’est

fixée sur les histidines 146 et 338."48

Seulement, 4 mois plus tard, une publication de Yvon et Wal contredit les hypothéses
précédentes et désigne la lysine 199 comme un site de fixation de la pénicilline G (7).'® Dans cette
publication le traitement de la protéine (issue de séra de patients traités 22 jours par la pénicilline G
(7)) est le méme que précédemment (CNBr puis digestions trypsiques), mais la séparation des
différents peptides générés s’effectue par HPLC. La technique de séquencage des peptides
hapténisés obtenus est également différente, et plus précise que celle de Lafaye et Lapresle. Les
auteurs ont alors des résultats différents et trouvent la lysine 199 comme porteuse du médicament.'®
Cing mois plus tard, les mémes auteurs proposent les lysines 190 et 195 (ainsi que probablement la
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9" Des recherches

sérine 193) comme autres sites d’hapténisation de la péniciline G (7).
complémentaires ont été menées in vitro par la formation de bioconjugués HSA-PG en incubant de la
HSA avec la pénicilline G (7) a 37°C pendant toute une nuit, dans un milieu tamponné a un pH de 7,5
pour mimer les conditions physiologiques. Les mémes résultats confirment ceux obtenus in vivo. Les
histidines 146 et 338 de I'étude de Lafaye et Lapresle ne sont pas identifiées, mais les auteurs ne
contredisent pas ces résultats étant donné qu'ils n'ont identifié que 80% des sites hapténisés. Mais ils
démontrent que la modification des lysines est plus probable que celle des histidines par I'observation
d’'une bisalbuminémie transitoire chez les patients traités a la pénicilline G (7), due a I'hapténisation
d'une partie de la HSA."®™° Yvon et Wal confirment 'hypothése mécanistique de liaison de la
pénicilline aux lysines, postulée par I'équipe de Yamana en 1975. Ce mécanisme préconise le
passage par une liaison entre la pénicilline et une sérine en ester instable qui subirait un transfert

d’acyle sur une lysine proche (Schéma 23)."

s COOH
Sx.\\COOH ’ i \ ’—: B HO

+ - 0)y H —_—
0 HoN K HN OO
Protéine HoN :

(7)

Schéma 23 : Mécanisme supposé de I'hapténisation d'une protéine par Yamana et al”

Ce mécanisme est conforté par I'observation d’'une faible hapténisation de la sérine 193, proche de la
lysine 195. De méme pour les lysines 190 et 199, situées a une distance de deux acides aminés
d’'une sérine.””" L'étude est alors encore approfondie et focalisée sur le deuxiéme fragment de HSA
désigné comme hapténisé (aprés le traitement au CNBr). S’en suit en 1990 la publication de trois
nouvelles lysines porteuses du dérivé pénicilline : la 432, la 541 et la 545.'% Encore une fois, les
mémes résultats sont observés au départ de bioconjugués HSA-PG de synthése et au départ de séra
de patients. La lysine 432 est située a deux acides aminés d’une sérine, par contre ce n’est pas le
cas des deux autres lysines. Le mécanisme de Yamana est maintenu par les auteurs de par la
structure tertiaire de la protéine qui pourrait impliquer qu’'une sérine soit proche des deux autres

lysines ; mais ils restent trés hypothétiques en conclusion de leur publication.'®

Il faut alors attendre 2011 pour qu’une nouvelle étude sur l'identification des sites de fixation
de la pénicilline G (7) sur la HSA issue de séra de patients soit entreprise par Meng et ses
collaborateurs.’® La spectrométrie de masse, et notamment la technique de la spectrométrie de
masse dite « tandem » (également abrégée MS/MS) est alors devenue une technique couramment

utilisée en protéomique. Grace a cette technique et des outils plus précis qu’en 1990, Meng et ses
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collaborateurs parviennent a détecter 14 lysines hapténisées par la pénicilline G (7). Les 6 mémes
que Yvon et ses collaborateurs (190, 195, 199, 432, 541 et 545) ainsi que 8 nouvelles : les lysines 20,
137, 159, 212, 351, 372, 436 et 525.'% Aucun autre résidu n'a été détecté comme étant hapténisé,
les auteurs expliquent cette observation par la trop faible stabilité des adduits pénicilline G (7)-sérine,
-histidine ou -cystéine, mais également par la possible transacylation décrite par Yamana et ses

collaborateurs en 1975.

Pour ce qui est de 'amoxicilline (4) peu d’études ont été réalisées, mais cet antibiotique se
comporte comme la pénicilline G (7). Cependant sa fixation protéique est moindre comparée aux
pénicillines naturelles.” Ce phénoméne est corrélé dans la littérature a la lipophilie des
médicaments, qui exacerbe la fixation aux protéines.'*'>* L’amoxicilline (4) étant moins lipophile que
les pénicillines naturelles telles que la pénicilline G (7), comme déja évoqué dans le Tableau 2 (cf.

Introduction partie Il 2) c) p.54), elle se lie donc moins aux protéines.

Récemment une publication de Ariza et al. présente une étude fondamentale sur 'hapténisation de la
HSA par 'amoxicilline (4) et I'identification des sites de fixation sur des bioconjugués en utilisant une
nouvelle technique de spectrométrie de masse haute résolution : un orbitrap couplé a une nano-
LC."° Grace a cet outil plus précis, 6 lysines hapténisées par I'amoxicilline (4) ont pu étre identifiées :
les 190, 199, 351, 432, 541 et 545. En moyenne 2 molécules d’amoxicilline (4) sont liees a la HSA
aprés une incubation a 37°C pendant 16h de HSA a 10 mg/mL et d’amoxicilline (4) a 1 mg/mL dans
un tampon a pH 7,4. Dans cette publication, le mécanisme est le méme que proposé par Llinas et
Page en 2004, qui implique une catalyse acide intramoléculaire de I'ouverture du -lactame qui serait
engendrée par 'ammonium de la lysine."® La transamidation & partir d’'un ester de I'amoxicilline
ouverte par une sérine (comme vu pour la pénicilline G (7) au Schéma 23 p.63) n'est pas évoquée.
L’étude est basée sur une publication d’Aldini de 2006 exposant la modification covalente de la HSA
par le 4-hydroxy-trans-2-nonenal (HNE), ou seules des lysines, histidines et cystéines sont modifiées,
amenant les auteurs a la conclusion de la non-nucléophilie des sérines.*® Ariza et ses collaborateurs
ont donc réalisé des tests sur la réactivité des lysines, histidines et cystéines ainsi que I'amine
terminale des peptides vis-a-vis de I'ouverture du -lactame, en excluant les sérines. Les lysines sont
démontrées comme les plus réactives (12%), suivies par les histidines (3%) ; les cystéines ainsi que
'amine terminale des peptides ont une réactivité négligeable (<0,5%). Pour ce qui est du peptide
contenant une histidine, la modification n’est pas stable et ne résiste pas a la deuxiéme collision
effectuée pour I'acquisition d’'un spectre MS/MS. La nature de la liaison entre I'antibiotique et une

histidine n’est donc pas déterminable.'®

Un récapitulatif des différents sites identifiés sur la HSA comme hapténisés par la pénicilline G
(7) ou 'amoxicilline (4) est présenté dans le Tableau 3 ci-aprés, avec en gras les sites qui sont

retrouvés en commun dans les 3 études.
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Pénicilline G (7) K190, K195, K199, K432, K541, K545 Yvon et al.'%'%

K20, K137, K159, K190, K195, K199, K212,
K351, K372, K432, K436, K525, K541, K545

Amoxicilline (4) K190, K199, K351, K432, K541, K545 Ariza et al.'®®

Pénicilline G (7) Meng et al.'®

Tableau 3 : Récapitulatif des sites identifiés comme étant hapténisés par les B-lactames aprés différentes études
réalisées sur la HSA

En ce qui concerne le SMX (5), dés 1994, des chercheurs étudiaient 'hapténisation de la HSA
par le SMX (5)."" Les études sont moins axées sur le nombre d’acides aminés hapténisés étant
donné qu’il a été démontré qu'il se liait covalemment via son métabolite nitroso aux dérivés cystéines
grace a des études préliminaires sur le glutathion (55)."°® Naisbitt et ses collaborateurs tentent alors
de trouver d’autres résidus nucléophiles avec lesquels le SMX (5) pourrait réagir, mais aucun n’est
impacté.” lls montrent ensuite que la thiolation chimique de la HSA conduit & une augmentation de
I'hapténation par SMX-HA (53) et SMX-NO (54) in vitro.”® La thiolation chimique consiste en
lintroduction de thiol sur les dérivés amines d’une protéine par I'action de la N-acétylhomocystéine
thiolactone (58) (Schéma 24).'%°

/A/ SH
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E/L v nny, A9NOs NaOH § /L
O N2 ~ R N~ 0
< pH75 TA N
o)
(58)

Schéma 24 : Exemple de thiolation d'un dérivé amine

Le seul résidu cystéine de la HSA n’étant pas impliqué dans un pont disulfure est la cystéine 34, de
nombreuses études ont donc été menées sur la liaison covalente entre les métabolites du SMX-HA
(53) ou -NO (54) et la HSA 233161162 Canendant, seule une étude de Callan et ses collaborateurs
présente la chimie des adduits formés lors de cette hapténisation. L’hapténisation de la HSA est
réalisée en incubant 10 équivalents de SMX-NO (54) (dans 1% de DMSQ) avec 1 équivalent de HSA
dans un tampon a pH = 7,4, a température ambiante pendant 1h. Les peptides sont analysés aprés
digestion trypsique par nano-LC-MS/MS, aprés un traitement préliminaire au DTT de 15 minutes a
55°C. Cette température élevée pourrait avoir cassé certains adduits et ne laisser a leur détection que

le dérivé N-hydroxysulfinamide (57) évoqué précédemment (cf. Introduction partie Il 3) d) p.59)."*
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D’autres études ont été menées sur des composés subissant la méme voie de métabolisation
que le SMX (5) (de 'amine en hydroxylamine puis en nitroso (cf. Schéma 21 p.60)). lls se lient au
méme acide aminé (C34) par le méme mécanisme et sont décrits dans une publication de Peng et
Turesky publiée en 2013."% D’aprés des observations ultérieures, aprés un couplage entre la HSA et
un dérivé hydroxylamine, un dérivé sulfinamide (peu stable) est obtenu et ce dernier pourrait subir

une oxydation en dérivé sulfonamide plus stable (Schéma 25)."

/H\ oxydation N HS—Protéine (I)H . R/H\ _Protéine Oxydation R/H\ 0
R OH R (@] R,N\S/F’roteme N O// ~Protéine
hydroxylamine nitroso semimercaptal sulfinamide sulfonamide

Schéma 25 : Liaison d’un dérivé sous forme hydroxylamine a une protéine puis oxydation du dérivé sulfinamide en
dérivé sulfonamide

Dans 'étude de Peng et Turesky, la HSA (préalablement traitée pour libérer la cystéine 34 sous sa
forme —SH) est incubée avec le dérivé hydroxylamine (dissout dans un peu d’éthanol) dans un
tampon phosphate a pH 7,4 a 37°C pendant 18h. L’'oxydation de ce bioconjugué est ensuite réalisée
avec du m-CPBA (1:50), puis la digestion est effectuée par la trypsine et la chymotrypsine. La
chymotrypsine est une enzyme qui hydrolyse les liaisons peptidiques d’'une protéine en C-terminal de
chaque résidu tyrosine, tryptophane, phénylalanine et leucine de la séquence. Un peptide hapténisé
est alors observé, contenant la cystéine 34 sur lequel la phénylalanine 36, proche du site
d’hapténisation, n’a pas subi I'action de la chymotrypsine. Grace a cette oxydation, Peng et Turesky
sont en mesure d’observer I'adduit sulfonamide stable aprés digestion alors que le sulfinamide est

clivé, 'accroche de leur dérivé sur la HSA est estimée comme étant supérieure & 95%."%1°®

b) Conclusion

Aprés l'analyse de toutes ces études il a été constaté que la HSA est la protéine standard
utilisée pour ce genre d’étude. De plus la synthése de bioconjugués in vitro n’est pas un handicap par
rapport aux études in vivo, et a méme I'avantage d’étre plus simple a mettre en ceuvre.’®"'%? Au fur et
a mesure du temps, la précision des outils d’analyse de spectrométrie de masse a su prouver son
efficacité et reste une méthode de choix pour détecter les acides aminés hapténisés par les
antibiotiques étudiés. Pour la pénicilline G (7), la derniére étude en date est celle de Meng et ses
collaborateurs. Des séra de patients sont utilisés ce qui permet une comparaison avec des études
menées in vitro."” De méme pour 'amoxicilline (4), il a été démontré qu’en tant que B-lactame, les
mémes acides aminés que pour la pénicilline G (7) sont hapténisés. La différence résidant dans sa
capacité a hapténiser la HSA qui est plus faible que celle de la pénicilline G (7), ce qui n’empéche

3

pas une comparaison avec les travaux précédents de Meng,'® ainsi que ceux d’Ariza qui a

également réalisé une étude fondamentale.’®

66



Pour le SMX (5), I'étude de Peng ne traite pas de cet antibiotique mais de molécules
similaires, ce qui permet de considérer cette approche comme pouvant étre appliquée au SMX (5).
Elle est plus pertinente que la publication de Callan sur le SMX (5) car elle permet d’obtenir un dérivé
sulfonamide, plus adéquat grace a la grande stabilité, de I'adduit formé. De plus les concentrations
plus élevées de protéine hapténisée obtenues permettront d’avoir un seuil de détection plus élevé.'®
Au niveau de la formation des bioconjugués la méthode de Peng et Turesky effectue I'incubation avec
du SMX-HA (53) plutdt que du SMX-NO (54) qui est moins stable en solution.’®' Cette méthode

permet donc d’obtenir de meilleurs rendements de formation de bioconjugués.

L’acide aminé hapténisé par le principe actif est I'élément déclencheur de la réaction
immunitaire. Seulement il doit étre lié a une séquence peptidique reconnue comme épitope pour étre

présenté au TcR des lymphocytes T.

2) Prédiction des peptides potentiellement immunogénes : les épitopes

Les critéres a prendre en compte pour la sélection des épitopes sont (Schéma 26) :
- La bonne accroche du peptide aux CMH de classe Il : les HLA-D (DR, DP ou DQ).

- La bonne orientation de I'antibiotique sur le peptide pour étre dirigé vers le TcR.

Molécule du CMH
de classe Il de la N

cellule dendritique y X
4

Récepteur des lymphocytes
T spécifiques de I'antigene

e

Peptide épitope

Schéma 26 : Représentation générale d’un épitope (en rose) lié au niveau d’un HLA d’une cellule dendritique (en
rouge et vert) et présenté a un lymphocyte T via son TcR (en bleu et orange) (PDB : 1J8H)164

Pour étudier la bonne accroche entre le peptide et les HLA-D, un choix doit étre réalisé parmi
les différents alléles de HLA-D présents dans le monde. Le fait que les génes codant pour les
molécules des HLA aient différents alléles s’appelle le polymorphisme, le HLA est dit polygénique.'®
Le polymorphisme des génes du HLA-D étant trés important, et d’autant plus important pour le HLA-

DRB1," c’est donc au niveau de ce géne que se trouve la plus grande diversité entre les populations.
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D’aprés la nomenclature des CMH le « D » signifie classe Il, le « R » représente la famille de l'alléle,
le « B » signifie que ce géne code pour la chaine B du HLA et le 1 permet de différencier ce géne des
autres HLA-DRB existants. Les nombres qui suivent correspondent a leur différenciation par leur
séquence, et donc a lalléle impliqué.’'®'®® Dans cette étude nous nous intéressons aux alléles du
HLA-DRB1 les plus représentés (c’est-a-dire ceux présentant une fréquence supérieure a 5%) dans
la population caucasienne, et plus précisément ceux des populations francaise, martiniquaise et
tunisienne. Les fréquences en % sont listées dans le Tableau 4 ci-aprés. La population martiniquaise
est spécifiée comme étant un croisement entre la population européenne et la population africaine,'®®
de méme pour la population tunisienne. Aussi, les génes des HLA caucasiens sont retrouvés dans

ces deux populations.'®

7 5 4 1 2 3 6

classement

4166

Tableau 4 : Fréquences en % des alléles les plus représentés dans la population caucasienne en fonction de I'étude
et moyennes des fréquences pondérées par I’effectif de chaque étude (source http://www.alIelefrequencies.net171
consulté en mars 2015)

D’aprés le Tableau 4, sept alléles ont une fréquence de représentation de plus de 5% dans la
population caucasienne (sauf pour I'étude 2 ou l'allele HLA-DRB1*1101 a une fréquence de 4,3% et
ne fait donc pas partie des alléles les plus représentés). lls ont des fréquences différentes en fonction
de I'étude réalisée mais ces 7 alleles sont toujours les plus représentés. Une moyenne pondérée a
été calculée en fonction de l'effectif a partir duquel I'étude s’est basée permettant de classer ces 7

alléles selon leur fréquence moyenne. Ce classement servira de base pour notre étude.

Pour rappel, les CMH permettent de présenter des peptides aux récepteurs des lymphocytes
T. Ce sont des protéines qui sont donc arrangées de telle sorte qu’elles forment une poche (appelée
poche d’ancrage) dans laquelle sont placés les peptides.”™'® Le CMH de classe Il a une poche
d’ancrage dite ouverte, les peptides qu’il présente ont des longueurs comprises entre 12 et 25 acides
aminés. Par contre, de par ses extrémités ouvertes, les peptides vont dépasser et il n’y aura que 9
acides aminés qui seront réellement en contact avec la poche d’ancrage, les autres sont dits dans la

zone flanquante (Figure 11).'72"7
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Expérimentalement, il est observé que les peptides se placent dans la poche d’ancrage des CMH de
telle sorte que leur extrémité N-terminale soit la plus proche de I'extrémité N-terminale du CMH,

représentée en rouge sur la Figure 11 ci-dessous.'”

Figure 11 : Représentation d'un peptide dans la poche d'ancrage du CMH de classe Il. Le N rouge représente la
partie N-terminale de la protéine HLA vers laquelle s’oriente le N-terminal du peptide.
IMGT/3Dstructure-DB et PDB : 1J8H'

Il a déja été prouvé que la longueur du peptide est importante et joue sur la stabilité du
complexe peptide-HLA-D."”® Les peptides les plus courts sont donc préconisés. Sachant que les
peptides doivent comprendre entre 12 et 25 acides aminés, de nombreuses études se basent sur des
peptides d’'une longueur moyenne de 15 acides aminés.'®'"® De plus une étude a déja montré que
les peptides épitopes liés aux CMH de classe Il font en moyenne 15-mers de long."® Les peptides

considérés pour cette étude seront donc de 15-mers.

La nature du peptide sera dépendante de la séquence de la protéine porteuse aux abords de I'acide
aminé hapténisé. L’interaction entre un peptide et une poche HLA-D peut étre simulée in silico a l'aide
de logiciels tels que I'lEDB (immune epitope database),’®* ' SYFPEITHI,'® MHCBN (major

)'®* ou AntiJen."®® Les deux premiers sont

histocompatibility complex binding and non-binding peptides
les principaux outils utilisés, les deux derniers étant des bases de données plus petites. En novembre
2009, la banque de données SYFPEITHI contenait 1 623 épitopes pour les HLA de classe |l sur 47
alleles différents de HLA-DR, -DP et -DQ. En comparaison, a la méme date, '|[EDB disposait de
15 556 mesures de probabilité d’accroche entre un épitope et un HLA de classe Il sur 31 alléles HLA-
DR entiérement caractérisés, et quelques alléles HLA-DQ. Un mois plus tard I'l[EDB détaillait environ
36 000 interactions peptide—CMH de classe 11."% Cette base de données étant la plus compléte, ce
travail de thése a donc été réalisé avec [I'IlEDB: MHC-II binding predictions

(tools.immuneepitope.org/mhcii/)."®"*
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Ce logiciel calcule donc la probabilité d’accroche d’un peptide simple (sans modification apportée par
I'antibiotique) avec un alleéle de HLA de classe Il, parmi un large choix de sous-types d’alléles. Pour
chaque probabilité d’accroche calculée, le logiciel fournit les 9 acides aminés du peptide épitope
impliqués dans la liaison avec la poche du HLA. Il nous sera alors possible de déterminer 'orientation
de la chaine latérale de chaque acide aminé du peptide. En effet, tout peptide s’oriente de la méme
maniére dans la poche du HLA. Pour les acides aminés du peptide en position 1, 4, 6, 7 et 9 (en
rouge sur la Figure 12), la chaine latérale est dirigée en direction du HLA, alors que pour les acides
aminés du peptide en position 2, 3, 5, 8 et -1 (position juste aprés le premier acide aminé du site
d’ancrage, en vert sur la Figure 12) la chaine latérale est en direction de I'extérieur de la poche du

HLA donc en direction du récepteur du lymphocyte T (Figure 12)."

Figure 12 : Représentation du peptide PKYVKQNTLKLAT dans la poche du HLA-DR1 (HLA-DRA et HLA-DRB1*0101)
d'aprés une publication de stern.”* Vu du dessus (A) et sur le coté (B). La surface de la protéine HLA est
représentée en bleu transparent, le peptide est représenté sans ses hydrogénes, les boules jaunes représentent
des atomes de carbone, les bleues des atomes d’azote et les rouges des atomes d’oxygéne. Les positions de
chaque acide aminé du peptide dans la poche HLA sont numérotées (de la position N-terminale a la C-terminale du
peptide) avec, en rouge les positions qui orientent les acides aminés vers le HLA, en vert celles qui les orientent
vers le TcR et en blanc les acides aminés en zone flanquante

Parmi toutes les méthodes de calculs proposées par le logiciel IEDB, la méthode du consensus est
celle conseillée puisqu’elle combine plusieurs modes de calcul, et permet une meilleure performance
globale du logiciel.”® Par contre, peu de méthodes prennent en compte la zone flanquante et la
longueur d’un peptide dans leurs calculs.’® La méthode nommée NN-align du logiciel IEDB est la
seule méthode qui prend en compte les résidus de la zone flanquante ainsi que la longueur du
peptide, ce qui améliore significativement la prédiction.''% Les peptides considérés pour cette
étude étant d’une longueur de 15 acides aminés et la poche HLA ne pouvant en contenir que 9, il y
aura 6 acides aminés du peptide en zone flanquante dont l'influence sur l'interaction sera prise en

compte dans a la méthode NN-align du logiciel IEDB.
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Une autre méthode pour choisir des peptides positionnés dans une poche d’ancrage de HLA
est la méthode par criblage virtuel." Le logiciel VMD (visual molecular dynamics) est un logiciel de
visualisation de dynamique moléculaire.'® Des peptides peuvent étre simulés dans des poches de
HLA in silico et placés dans un milieu aqueux par ce logiciel (avec TIP3P, un des meilleurs modeéle
d’eau pour une simulation de dynamique moléculaire).’®® Une extension paralléle de VMD est NAMD
(nanoscale molecular dynamics), un programme de calcul de dynamique moléculaire qui simule
I'évolution du mouvement d’'une protéine en phase aqueuse, soumise a champ de force, au cours du
temps. Le logiciel VMD est capable, a partir des calculs de NAMD, de traiter ces informations en
visualisation, il va alors analyser les données de trajectoire dynamique qui peuvent étre combinées
sur un graphique de RMSD-2D (root mean square deviation). La RMSD-2D permet de comparer
entre elles les différentes conformations d’'une protéine obtenues lors d’'une dynamique moléculaire.
Sur l'axe des abscisses (comme sur celui des ordonnées) sont retrouvées les différentes

conformations qu’a prises la protéine au cours de la dynamique moléculaire.

Dans I'exemple présenté en Figure 13 ci-aprés, issu d’'une publication de Bouard et al., des
modélisations de dynamique moléculaire ont été effectuées sur un complexe entre I'hétérodimére des
transcriptases TWIST1 et E12 et un double brin d’ADN. 100 Conformations du complexe ont été
sélectionnées uniformément parmi les 1000 générées au cours des 6,1ns de dynamique
moléculaire.’® L'écart quadratique moyen de la distance interatomique (en A) entre deux
conforméres est présenté suivant une échelle de couleur. La diagonale du graphique présente un
écart quadratique de 0 A, puisqu’elle compare les deux mémes conformations. Autour de la
diagonale, des cadres se dessinent, représentant des conforméres différant d’'un faible écart
quadratique. Ces cadres forment alors une famille stable de conforméres qui peut étre représentée
par une seule structure. Par exemple, dans la Figure 13 ci-aprés, trois familles avec un écart
quadratique maximum de 1,6 A sont sélectionnées : les conformations 18, 47 et 81 représentent

respectivement la premiére, deuxiéme et troisiéme famille de conforméres.'”
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Conformation au cours de la simulation

Conformation au cours de la simulation

| of 1[12]14 2

gl RMSD (A)

Figure 13 : Exemple de calculs de RMSD tracés en deux dimensions (RMSD-2D) sur 100 conformations
sélectionnées parmi 1 000 produites (A) durant une simulation de dynamique moléculaire de 6,1ns réalisée sur le
complexe protéine-ADN (respectivement représentés en blanc et jaune) dans une boite d’eau TIP3P (B) d’aprés une

publication de Bouard et al. o

Travailler sur un seul conformére représentant une famille permet de réduire considérablement le
nombre et donc le temps d’analyse. Une fois les conforméres représentants sélectionnés, la stabilité
de ces complexes peut étre déterminée par la méthode de I'« alanine scanning ».'®'%° Cette
méthode consiste en la mutation en alanine des acides aminés en interaction dans un récepteur.
L’alanine est un acide aminé simple ayant pour seule chaine latérale un méthyle. De par sa simplicité,
changer les acides aminés d’un peptide en interaction dans une poche HLA par des alanines permet
d’évaluer la contribution énergétique de chaque acide aminé — en positif ou en négatif — vis-a-vis des
interactions avec la poche. Pour cela, le logiciel Rosetta est utilisé, il permet de calculer la variation
de la variation de I'énergie libre d’'interaction (AAGy,;,q) de chaque acide aminé du peptide par rapport
a s'il est muté en alanine.®® Le AAGy,¢ est égal a la différence entre la variation d’énergie libre
d’interaction de la protéine dite « wild-type » (WT), donc sans modification (AGp.g"') et la variation
d’énergie libre d’interaction de la protéine ayant subi la mutation en alanine d’un de ses acides

MUT)."8 Si un complexe HLA-peptide exprime une variation de la variation d’énergie

aminés (AGyping
libre négative alors cela signifie que son énergie libre est plus basse lorsque les acides aminés du
peptide ne sont pas des alanines (AGping" ' < AGping""'), leur contribution est donc nécessaire & une
bonne fixation dans la poche HLA. Si au contraire le AAGyg est positif alors I'énergie libre du
complexe muté est plus basse que celle du non-muté (AGying""' < AGping" ') et donc favorable si les
acides aminés sont des alanines, ce qui signifie que les acides aminés du peptide génent sa bonne
accroche dans la poche. Chaque complexe HLA-peptide peut donc étre évalué de la sorte pour

permettre une sélection des meilleurs peptides.
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La méthode de la dynamique moléculaire est efficace et fiable mais trés longue a mettre en
ceuvre. Combiner plusieurs techniques de modélisation in silico peut s’avérer étre une bonne
méthode pour additionner les avantages de chaque technique et éviter les écueils des

approximations des méthodes de modélisation.

Aprés ces deux premiéres étapes de sélection in silico des peptides, il nous faudra valider
expérimentalement I'immunogénicité de ces peptides. Aussi, plusieurs stratégies de synthése sont

alors envisagées.

3) Meéthode de synthése des épitopes a disposition

a) Etat de l'art
Pour synthétiser les peptides plusieurs possibilités sont envisageables :

- Synthétiser les peptides sans I'antibiotique puis I'ajouter en se plagant dans les mémes
conditions que pour la synthése des bioconjugués : des conditions physiologiques.

- Synthétiser les peptides protégés orthogonalement puis couper l'antibiotique apres
déprotection sélective.

- Synthétiser un monomeére acide aminé-antibiotique et construire les peptides sur support

solide en considérant le monomére comme un acide aminé classique.
e Synthése des peptides puis ajout de I'antibiotique

Cette méthode a été mise en ceuvre en 2009 par I'équipe de Park et Naisbitt avec le SMX (5)
mais également avec la para-phénylénediamine (59), composant de teintures et colorants induisant
des réactions allergiques de contact avec la peau, qui se lie aux protéines aprés une oxydation en

135,201

1,4-benzoquinonediimine (60) (Schéma 27).

NH, NH
oxydation
—_—

NH» NH

(59) (60)

Schéma 27 : Oxydation de la p-phénylénediamine (59) en 1,4-benzoquinonediimine (60)>’
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Ces molécules sont couplées a un peptide non-naturel DS3 suivant un ratio molaire de 10:1. Ce
peptide est composé de chacun des acides aminés naturels dans cet ordre:
VLSPADKTNWGHEYRMFCQIG. Le couplage est réalisé dans le noir (le peptide DS3 est photolabile)
et a température ambiante pendant 24h ; soit dans un mélange acétonitrile/acétate d’ammonium
(50 mM, 25:75 v/v) pour I'étude sur le para-phénylénediamine (59) soit dans un tampon phosphate a
pH = 7,4 pour I'étude sur le SMX (5).2°" Le peptide DS3 présente chacun des acides aminés naturels.
Son utilisation ne mime pas le vivant mais sert d’orientation en vue d’une étude sur le ou les acides
aminés hapténisés par la molécule d’intérét. Cette méthode est sélective si la molécule ne modifie
gu’un seul type d’acide aminé (comme le SMX (5)). Par contre la sélectivité est perdue si elle réagit
avec plusieurs types d’acides aminés (comme les pénicillines), ou si le peptide contient plusieurs

acides aminés de méme nature.

Dans I'étude d’Ariza, un couplage entre I'amoxicilline (4) et des peptides synthétiques issus de
la HSA est effectué : LQQCPF (pour I'étude de la réactivité de la cystéine 34), HPYFYAPELLFFAK
(pour T'histidine 146), LKCASLQK (pour la lysine 199) et LVNEVTEF (comme peptide contrdle pour
étudier la liaison a 'amine terminale du peptide) dans 10 mM de PBS (tampon phosphate a pH = 7,4
avec NaCl et KCI en plus) pendant une nuit & 37°C."®® Mais, en plus des acides aminés étudiés, ces
peptides sont composés d’autres acides aminés nucléophiles. Par exemple, dans le peptide
LKCASLQK, c’est la lysine 199 qui est ciblée, mais une autre lysine, une cystéine et une sérine sont
également présentes. Le manque de sélectivité de cette méthode est donc mis en évidence, corrélé
au choix du peptide épitope visé a la synthése. De plus, s’ajoute au manque de sélectivité un défi de

séparation des différents co-produits généres.

Dans I'étude de Peng et Turesky, le dérivé nitroso est incubé avec un peptide synthétique issu
de la HSA contenant la cystéine 34 : LQQCPF.?*? Les peptides hapténisés sont ensuite oxydés sous
forme de sulfonamide avec du m-CPBA dans 0,1 M de tampon phosphate a pH = 7,4 a température
ambiante pendant 1h.'®® Le SMX (5) étant spécifique des cystéines, et le peptide d'intérét n’en
possédant qu’une seule la sélectivité est respectée. Mais cette technique limite I'épitope a ne contenir

gu’une seule cystéine.

En 2013, un brevet a été déposé par Boto Castro et ses collaborateurs, qui réalisent des
modifications de peptides sur plusieurs types d’acides aminés, entre autre des sérines (61). En
premier lieu un clivage par une oxydation radicalaire conduit a un intermédiaire iminium (62) en
équilibre avec un intermédiaire acétoxyglycine (63) (par l'action de tétraacétate de plomb ou de
(diacétoxyiodo)benzene en présence de diode sous irradiation de lumiére visible). La présence d’'un
acide de Lewis (comme le trifluorure de bore éthérate) permet de tirer I'équilibre vers la forme iminium

(62) puis I'addition d’'un nucléophile conduit au peptide modifié (64) (Schéma 28).2%
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Schéma 28 : Modification de sérines par la méthode de Boto Castro et al*®®

Les inconvénients sont rapidement décelables : le peptide modifié (64) n’est pas énantiomériquement

pur. De plus la notion de sélectivité est impossible a garantir si les acides aminés notés aa; a aa, sont

également des sérines.

De méme, dans une publication de Hennrich et al. de 2009, les auteurs décrivent une

modification de peptides contenant des lysines N-terminales. Dans une premiére partie, les dérivés

amines primaires des peptides (65) sont modifiés par exemple par acylation avec l'ester de N-

hydroxysuccinimide nicotine (66) ou par amination réductrice impliquant du formaldéhyde pour obtenir

des peptides possédant des lysines modifiées en position a- et e-aminée (67) et (68) (Schéma 29).

204

9 o
_N R * H,N R
H HJ\H NaBH;CN (66) o N
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Schéma 29 : Modification des dérivés lysines en position a- et e-aminée d’aprés Hennrich et al*®
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Alternativement, des modifications sélectives de g-amino lysines ont été réalisées par guanidination
avec la O-méthylisourée (69) ou imidazolinylation avec le 2-méthoxy-4,5-dihydro-1H-imidazole (70) et
un peptide contenant une lysine N-terminale (65). Les deux peptides ont été modifiés uniquement au

niveau de I'amine de la chaine latérale de la lysine (71) et (72) (Schéma 30).%*

O
N Meo~ N HoN R HzN
H (70) N 69)
"Na,COs (0,2 M) Na,CO5 (0,8 M)
55°C 3h 65°C 30m|n

H
NH
{T NH,
N NH
(72) (65) (71)

Schéma 30 : Modifications spécifiques des e-amino des lysines sur des pezptldes avec une lysine N-terminale (65)
d'aprés la méthode de Hennrich et al.
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Cette méthode permet de modifier sélectivement I'extrémité e-aminée des lysines par rapport a
I'amine N°-terminale d’un peptide seulement il n’y a pas de sélectivité au niveau des autres lysines du

peptide.

Une publication de Wiktorowicz et al. de 2012 rapporte les modifications, sur des peptides de
8 acides aminés de long, découlant de I'utilisation du réactif iTRAQ (isobaric tag for relative and
absolute quantitation). Ce composé est utilisé dans le but d’effectuer des modifications de type N-
acétylations sur les amines primaires des peptides.?®® Cependant, des O-acétylations sur les sérines
et les tyrosines sont également recensées (Schéma 31).2°° Ce dernier exemple pointe une fois de
plus le fait que certaines conditions et certains réactifs peuvent également réagir avec d’autres

dérivés nucléophiles que ceux souhaités.
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Schéma 31 : Action du réactif iTRAQ sur un peptide (73) menant @ un mélange de produits souhaités (74) et (75) et
secondaires (76), (77) et (78)206

En conclusion, lorsqu’une modification est effectuée directement sur un peptide, le manque de
sélectivité est la principale contrainte. Les peptides synthétisables par cette méthode se restreignent
a ceux ne possédant pour seul nucléophile que celui visé par la modification. Cette condition limite
donc le choix des épitopes. Une alternative consiste en des protections/déprotections des résidus

nucléophiles non visés.
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e Synthése des peptides modifiés par protections/déprotections orthogonales

La deuxieme méthode connue pour obtenir des peptides modifiés repose sur des
protections/déprotections orthogonales des acides aminés réactifs. Par exemple, pour effectuer des
modifications sur plusieurs sérines de maniére sélective, Boto Castro et ses collaborateurs emploient
un groupement protecteur des sérines noté GP. La modification par Ry comme décrite précédemment
(cf. Schéma 28 p.75) est effectuée sur la sérine non protégée du peptide (79). La déprotection
sélective du peptide mono-modifié (80) offre une sérine libre qui peut alors subir une deuxiéme

modification avec le nucléophile R, conduisant au peptide di-modifié (81) (Schéma 32).2%

H 9w @ H $ w @ _GP H © nx ©
aarN%aégliQkaas aa1_N\%J\aa';\l\i)J\aas aa1—N\%J\aé;\1\%J\aa5
o o Ri Socp T R Rz
(79) (80) (81)

Schéma 32 : Modification de deux sérines d'un peptide (79) par protections/déprotections orthogonales203

Comme le montre cet exemple, cette technique est trés efficace. Seulement, la préparation du
peptide doit étre directement effectuée avec des acides aminés protégés de maniére orthogonale ce
qui requiert un choix judicieux et adaptable a chaque peptide des groupements protecteurs,

impliquant une augmentation du nombre d’étape de synthése du peptide hapténisé.

Un autre exemple est celui d’Edwards et ses collaborateurs, qui publient en 2013 la synthése
du couplage entre un peptide et des nanocristaux de cellulose. Le couplage est effectué par le biais
d’'une amidation réalisée a I'aide de la N,N-diisopropylcarbodiimide (DIC) entre un acide carboxylique
greffé sur la partie N-terminale du peptide (82) et un dérivé amino du nanocristal (83). L’autre acide
carboxylique en C-terminal du peptide (82) étant protégé sous la forme d’'un amide par la para-
nitroaniline (84). Le produit de couplage (85) est ensuite déprotégé par hydrolyse enzymatique avec
I'élastase des neutrophiles humains, qui reconnait ce motif peptidique, pour accéder au produit
convoité (86) (Schéma 33).%%’
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Schéma 33 : Modification d'un peptide (82) par des nanocristaux de cellulose (83)

(86)

207

L'utilisation des enzymes permet une excellente sélectivité. Seulement le peptide doit posséder le
motif reconnu par le site actif de I'enzyme. Ce qui restreint le choix des peptides épitopes. Ou alors
une autre enzyme doit étre utilisée en fonction du peptide choisi ce qui oblige a mettre au point de

nouvelles conditions pour chaque peptide.

En conclusion cette méthode peut s’avérer efficace pour une synthése de peptides courts
(moins de 10 acides aminés de long) avec peu de groupements nucléophiles mais elle reste
néanmoins contraignante, chére et longue a mettre en ceuvre. En particulier pour des longs peptides
comportant un grand nombre d’acides aminés nucléophiles comme ceux visés pour ce projet. Une
méthodologie plus accessible lors de la synthése d’'un grand nombre de peptides différents contenant

un méme acide aminé modifié doit donc étre prospectée.
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e Synthése d’'un monomere a intégrer dans une synthése peptidique classique

Cette troisitme méthode consiste en la synthése d’'un acide aminé modifié sur sa chaine
latérale par la molécule désirée, et protégé des cdtés N- et C-terminaux par des groupements
protecteurs peu couteux, et classiquement utilisés en synthése peptidique. Si le motif introduit
comporte des groupements réactifs, ils doivent étre protégés par des groupements sensibles aux
mémes conditions que le clivage final du peptide de la résine. Ceci permet de retrouver le peptide

avec sa modification sur le bon acide aminé a la fin de la synthése peptidique.

Par exemple dans le brevet, ainsi que la publication de Boto Castro et ses collaborateurs, la
modification sur une sérine est directement réalisée sur la Bz-Ser-OMe (87) par la méme méthode
que celle décrite précédemment : utilisant I'intermédiaire iminium (88). L’acide aminé, protégé par des
groupements simples, est modifié par le 2-bromoanisole pour conduire a I'acide aminé non naturel
(89) (Schéma 34).20%208
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Schéma 34 : Synthése d'un acide aminé modifié (89) par la méthode de Boto Castro et al*®

b) Conclusion

Autour de cet état de l'art il est possible de distinguer les avantages et les inconvénients de
chacune des trois méthodes a disposition pour préparer un peptide sélectivement modifié sur un
acide aminé par un principe actif ou 'un de ses métabolites. La premiere méthode d’incubation
directe d’'un peptide présente un manque de sélectivité dés qu’un autre résidu nucléophile que celui
visé par la modification est présent sur le peptide épitope que I'on souhaite synthétiser. De plus, la

génération de produits secondaires, méme minime, oblige I'optimisation d’une étape de purification.

La deuxieme méthode se distingue par la protection orthogonale des groupements
nucléophiles présents sur le peptide. Néanmoins un jeu de protections et de déprotections sélectives
devra étre mis en place. Cette technique est efficace, mais ces étapes doivent bien étre anticipées et
prendre en compte la fragilité de la liaison formée lors du couplage de I'hapténe avec le peptide. De
plus chacun des peptides épitopes sélectionnés étant différent, ils nécessiteront une nouvelle

optimisation de leur voie de synthése. Etant donné les rendements lors d’'une synthése d’un peptide
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d’'une longueur importante, impliquant un grand nombre d’étapes de protections et déprotections,
utiliser des acides aminés classiques reste la solution la moins onéreuse. Le prix de ces acides
aminés protégés tenant compte de la facilité de déprotection ainsi que de l'originalité du caractére

orthogonal nécessaire pour une synthése d’un peptide de plus de 10 acides aminés de long.

Ainsi I'attractivité de la troisieme méthode impliquant la synthése d’'un monomere acide aminé
hapténisé est démontrée. L'exemple de Boto Castro, montre qu’'un acide aminé protégé par des
groupements simples et peu onéreux, peut étre modifié sélectivement. L’acide aminé modifié peut
ensuite étre utilisé dans une synthése peptidique avec des acides aminés classiques. Cette méthode
a 'avantage d’étre plus flexible, sélective et économe, mais il faut tout de méme que le monomeére

soit suffisamment robuste pour résister aux conditions de synthése peptidique.

Notre but va donc étre de synthétiser un monomeére acide aminé modifié par I'antibiotique. Ce
dernier sera utilisé pour les synthéses de tous les peptides sélectionnés pour I'étude de cet
antibiotique, comme un acide aminé classique, aprés avoir préalablement protégé orthogonalement
toutes les fonctions réactives de I'antibiotique. La technique de la synthése peptidique sur support
solide peut étre réalisée suivant deux stratégies différentes nommées Fmoc et Boc. Ces noms
découlent du groupement protecteur utilisé en position N-terminale : le 9-fluorénylméthoxycarbonyle
(Fmoc) ou le tert-butyloxycarbonyle (Boc). Ces deux groupements protecteurs se distinguent par
leurs conditions de déprotection : respectivement basique et acide. Lors d’'une synthése peptidique
sur support solide, le peptide est construit de la partie C-terminale vers la N-terminale. La partie C-
terminale est donc couplée orthogonalement a un polymeére fonctionnalisé (résine). En fin de
synthése le peptide est détaché de la résine dans des conditions acides pour la stratégie Fmoc et par
le biais d’'un clivage hydrolytique avec le fluorure d’hydrogéne pour la stratégie Boc. Le fluorure
d’hydrogéne est un réactif toxique, de plus son utilisation peu parfois dégrader les peptides, en
particulier ceux comportant des acides aminés non-naturels. De nombreuses études relatent de
comparaisons des deux stratégies, mettant en avant la stratégie Fmoc et ses conditions plus douces
pour séparer le peptide de la résine, menant & des meilleurs rendements et puretés.?*"" C’est donc
cette stratégie que nous avons décidé d'utiliser pour la synthése de nos peptides. Les groupements
protecteurs placés sur la chaine latérale des acides aminés réactifs doivent pouvoir se retirer a la fin
de la synthése, lorsque le peptide est clivé de la résine ; ils doivent donc tous étre acido-labiles, y

compris ceux protégeant I'antibiotique (Schéma 35).

R Antibiotique

O /lCJ)\
OH
. O ”/Kﬂ/ R = chaine latérale
O (@] de l'acide-aminé

Schéma 35 : Type d'acide aminé synthétisé pour cette étude : FmocHN-aa(antibiotique)-COOH
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D’aprés I'étude bibliographique, une stratégie générale pour étudier I'allergie aux antibiotiques
a été envisagée. En premier lieu, il s’agit d’'identifier sur une protéine modéle du sérum humain, les
acides aminés qui seront hapténisés in vivo par la molécule étudiée. Nous étudierons donc la
synthése de bioconjugués protéine-antibiotique in vitro — dans différentes conditions — qui seront

analyseés par spectrométrie de masse tandem aprés digestions trypsiques.

Une fois l'identification des acides aminés hapténisés effectuée, des peptides de 15-mers contenant
ces derniers et mimant des épitopes potentiellement issus d’une digestion par une cellule dendritique
seront congus et évalués in silico. Nous étudierons non seulement leur accroche vis-a-vis des HLA de
classe Il pour les 7 alléles les plus fréquents dans la population caucasienne, mais également leur
orientation en direction du récepteur du lymphocyte T, pour assurer une meilleure reconnaissance.
Les résultats permettront de choisir un ou plusieurs épitopes potentiels pour chaque acide aminé

sélectionné.

La derniére étape consistera donc en la synthése de ses épitopes — en passant par la synthése d’un
monomeére acide aminé-antibiotique — avant de pouvoir les tester sur des lymphocytes T issus de

patients allergiques ou non.

Le premier chapitre sera consacré aux antibiotiques de type pénicilline: la pénicilline G et

I'amoxicilline. Et le second aux sulfamides et plus particulierement au sulfaméthoxazole.

CHAPITRE | : IDENTIFICATION DE PEPTIDES IMMUNOGENES ISSUS DES PENICILLINES

l. Etude de I’hapténisation de la HSA par les pénicillines, pénicilline G et

amoxicilline

Comme vu précédemment (cf. Introduction partie Il 1) d) p.45 et 2) d) p.55), les pénicillines
sont des hapténes. Suite a I'état de l'art sur la formation de bioconjugués in vivo au départ de la
pénicilline G (7) et de 'amoxicilline (4), la HSA constituera notre protéine modéle. Pour synthétiser les
bioconjugués dans des conditions biomimétiques, la pénicilline G (7) et 'amoxicilline (4) seront donc
incubées avec la protéine d’intérét directement depuis leurs formes commerciales. D’aprés la
bibliographie, ce sont les lysines qui vont étre hapténisées par les pénicillines. En régle générale, les
lysines sont connues pour leur faible réactivité a pH physiologique. Cependant, dans la structure

tridimensionnelle de la HSA, l'environnement spécifique de chaque lysine peut favoriser sa
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déprotonation, son accessibilité, sa réactivité... Ainsi deux lysines spatialement suffisamment proches
voient leurs réactivités exacerbées et possédent un pKa particulierement bas. Electrostatiquement
une lysine pourrait agir sur I'acidité de I'autre de par leur proximité dans la protéine.?' Par exemple,
la lysine 199 de la HSA a été identifiée avec un pKa de 7,9.2'*?" Cette derniére est située dans une
poche de la HSA dans laquelle les trois lysines 190, 195 et 199 sont connues pour étre réactives a
pH physiologique.?™ Néanmoins, Ariza montre que le bioconjugué HSA-AX synthétisé a pH
physiologique ne comporte qu’'une moyenne de 2 a 4 molécules d’amoxicilline (4) liées a la HSA
malgré une incubation de la protéine en présence de respectivement 18 ou 91 équivalents
d’amoxicilline (4), pendant 16h & 37°C."® Aussi, afin d’augmenter la réactivité des lysines sur la HSA,

les bioconjugués vont également étre synthétisés dans des conditions basiques.

1) Synthése des bioconjugués HSA-pénicilline (pénicilline G et amoxicilline)

Pour mimer au mieux les conditions physiologiques de bioconjuguaison, le mode opératoire
décrit par Yvon et ses collaborateurs sera reproduit.’®’ La HSA dans une solution aqueuse
tamponnée a pH 7,4 est incubée avec 56 équivalents de pénicilline (la HSA comportant 59 lysines, la
pénicilline est utilisée en léger défaut par rapport a la HSA) a 37°C pendant une vingtaine d’heures.
Pour les conditions basiques, la HSA dans une solution tamponnée a un pH de 10,6 est incubée avec
un exces de pénicilline (427 équivalents soit environ 7 équivalents par lysine), a 37°C pendant une

vingtaine d’heures.

Pour contrbler que ces conditions physiologiques et basiques ne dégradent pas la protéine, des
échantillons de référence sont synthétisés en paralléle des bioconjugués. Pour ce faire, la HSA est
placée dans une solution aqueuse tamponnée a pH 7,4 ou 10,6 sans l'antibiotique. Elle est alors

incubée a 37°C pendant une vingtaine d’heures.

Les bioconjugués ainsi préparés sont ensuite diafiltrés pour éliminer I'excés de pénicilline qui
n'a pas réagi. L’hapténisation est ensuite contrélée par western blot avec une révélation par des
anticorps anti-pénicilline G (Figure 14). Ces anticorps reconnaissent la pénicilline G (7) mais sont
également capables de reconnaitre les motifs structuraux et fonctionnels issus des p-lactames dont le
cycle thiazolidine.’ Aussi ces derniers seront utilisés pour la détection des quatre bioconjugués
HSA-pénicilline G et -amoxicilline. Néanmoins, comparée a la pénicilline G (7), 'amoxicilline (4) sera
moins révélée par I'anticorps anti-pénicilline G, son seuil de détection vis-a-vis des anticorps anti-

pénicilline G étant plus élevé.'®
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Figure 14 : Western blot des bioconjugués HSA-PG (A) et HSA-AX (B) réalisés a pH 7,4 et 10,6

L’analyse du western blot, présenté en Figure 14, démontre I'hapténisation de la HSA par la
pénicilline G (7) aprés une incubation a pH 7,4 et une a pH 10,6 ainsi que par 'amoxicilline (4) aprés
un couplage réalisé a pH 10,6. En comparant aux HSA de référence, la révélation par les anticorps
anti-pénicilline G sur ces bioconjugués confirme la sélectivité de I'anticorps pour les motifs structuraux
et fonctionnels issus de la pénicilline G (7) (entre autre le cycle thiazolidine en commun avec
'amoxicilline (4)). On peut noter toutefois que le bioconjugué HSA-AX a pH physiologique n’est pas
révélé. Compte tenu du seuil de détection plus élevé des anticorps anti-pénicilline G vis-a-vis de
'amoxicilline (4), il se pourrait que le faible niveau d’hapténisation de la HSA par I'amoxicilline (4) ne

puisse pas étre détecté.

L’échelle du poids moléculaire éluée avec les protéines permet également d’'observer une différence
de masse entre les bioconjugués HSA-PG. A pH physiologique la protéine hapténisée par quelques
molécules de pénicilline G (7) révéle un poids moléculaire proche du poids de la HSA non-hapténisé
c’est-a-dire autour de 67 kDa. Par contre, le bioconjugué HSA-PG réalisé a pH basique se situe
légérement au-dessus de celui incubé a pH physiologique confirmant qu’une quantité plus importante

de pénicilline G (7) s’est fixée sur ce bioconjugué.

2) Spectrométrie de masse sur les bioconjugués

Aprés cette premiére observation par western blot, des analyses de masse par MALDI-ToF
sur chacun des bioconjugués, comparées a celles des HSA traitées dans les mémes conditions mais

en absence de pénicilline, permet d’évaluer précisément le nombre de pénicillines fixées sur les
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bioconjugués HSA-PG et HSA-AX en fonction de leur pH d’incubation. Ces analyses ont été réalisées
en collaboration avec le laboratoire « Stallergénes » a Antony (92), et plus particulierement avec le Dr

Emmanuel Nony et le Dr Maxime Le Mignon.

a) Analyse par spectrométrie de masse des bioconjugués HSA-PG

D’aprés les spectres de masse obtenus par analyses MALDI-ToF présentées ci-dessous, le
bioconjugué HSA-PG préparé a pH physiologique présente une masse moléculaire de 67 567 Da
alors que la HSA incubée a pH physiologique sans pénicilline G (7) est a 66 570 Da. L’écart entre les
deux échantillons est de 997 Da. Etant donné la masse moléculaire de la pénicilline G (7) de 334 Da,
on peut estimer une moyenne de 3 molécules de pénicilline G (7) fixées sur la molécule de HSA. Par
ailleurs les conditions de bioconjuguaison ne modifient pas la structure de la HSA puisqu’une masse
identique a la HSA native est retrouvée aprés que cette derniére ait été traitée dans les conditions

d’hapténisation en absence de pénicilline G (7) (Figure 15).
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Figure 15 : Spectre de masse du bioconjugué HSA-PG obtenu a pH physiologique (en rouge) comparé a la HSA
commerciale (en noir) et a la HSA traitée dans les conditions de couplage physiologiques (en bleu)

Il faut noter que les pics de masse obtenus sont larges et d’allure gaussienne. lls correspondent en
fait a un cluster de pics non résolus. La masse moyenne considérée est le centroide de ce cluster. Si
on considére la courbe dans son ensemble, on peut conclure que I'échantillon analysé est constitué
d’HSA ayant fixé 1 a 6 molécules de pénicilline G (7), avec une plus grande proportion de HSA ayant

fixé 3 molécules (Figure 16).
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Figure 16 : Distribution du nombre de molécules de pénicilline G (7) fixées a la HSA aprés un traitement en
conditions physiologiques

Pour ce qui est du bioconjugué HSA-PG a pH basique, le nombre de pénicilline G (7)
hapténisant la protéine est plus élevé ce qui corrobore les résultats du western blot. Deux
échantillons ont été analysés : les masses moléculaires obtenues sont de 71 558 Da et 72 357 Da. La
HSA incubée en milieu basique sans pénicilline G (7) a une masse moléculaire de 66 572 Da. Les
échantillons obtenus aprés traitement en milieu basique ont donc respectivement un écart de 4 986 et
5785 Da avec la HSA traitée dans les mémes conditions en absence de pénicilline G (7), soit une
moyenne de 15 et 17 molécules de pénicilline G (7) par molécule de HSA. De méme que dans le cas
des bioconjugaisons menées a pH physiologique, les conditions basiques n’induisent pas de
modification sur la HSA puisqu’aucune différence de masse n’est observée entre I'échantillon de HSA
commercial et I'échantillon HSA de référence (Figure 17).
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En considérant les courbes dans leur ensemble, a pH basique les bioconjugués HSA-PG ont fixés
entre 11 et 19 molécules de pénicilline G (7) par molécule de HSA avec une plus grande proportion
de HSA ayant fixé 15 molécules pour le premier lot (Figure 18). Pour le second lot, entre 13 et 22
molécules de pénicilline G (7) sont fixées, avec une plus grande proportion a 17 (courbes non

présentées).
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Figure 18 : Distribution du nombre de molécules de pénicilline G (7) fixées a la HSA apreés un traitement en
conditions basiques

Les deux échantillons réalisés dans les mémes conditions a pH basique présentent des
degrés d’hapténisation différents, ce qui met en avant la difficulté de reproduire exactement les

résultats de bioconjugaison.

De plus I'analyse MALDI-ToF n’est pas assez précise pour déterminer le nombre exact de molécules
de pénicillines fixées a la protéine. Quand le taux de fixation est faible — comme dans le cas de
I'hapténisation par 'amoxicilline (4) réalisée a pH physiologique (d’aprés I'analyse par western blot) —
la technique de MALDI-ToF ne permet pas de distinguer d’écart de masse entre le blanc HSA et
I'échantillon hapténisé. Une autre technique d’analyse par masse devra donc étre employée pour

permettre une détection du nombre de molécules d’amoxicilline (4) fixées sur la HSA.

b) Analyse par spectrométrie de masse des bioconjugués HSA-AX

Ainsi I'échantillon HSA-AX obtenu a pH physiologique a été analysé au moyen d’une
chromatographie liquide couplée a un spectrométre de masse Impact HD (ESI) équipé d’'un Q-ToF.
Les spectres obtenus ont une meilleure résolution et une précision améliorée sur les mesures de
masses par rapport aux analyses effectuées par MALDI-ToF. Par contre, les spectres obtenus sont
plus difficlement analysables étant donné le grand nombre de molécules polychargées alliant 22 a 66
charges. Les spectres obtenus doivent donc étre traités par un programme de déconvolution
permettant de retrouver la valeur du m/z d'une molécule mono-chargée. Différentes espéces sont
alors discernables et peuvent étre identifiées grace au spectre de déconvolution de masse de la HSA
commerciale fournie par le fabricant. Parmi 5 pics de masse, 3 sont identifiés : la HSA non modifiée
avec une masse moléculaire de 66 439 Da, la HSA cystéinylée a 66 557 Da et la HSA mono-

glycosylée a 66 600 Da (Figure 19).
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Figure 19 : Spectre de déconvolution de masse de la HSA commerciale

Les bioconjugués HSA-AX synthétisés a pH physiologique et a pH basique ont été analysés
par cette technique. Le spectre de déconvolution de masse obtenu pour le bioconjugué HSA-AX
prépareé a pH physiologique est présenté en Figure 20. En majorité la HSA non modifiée est présente.
Mais le spectre de masse présente également le méme massif décalé de 365,5 Da, qui correspond a
la HSA hapténisée 1 fois par 'amoxicilline (4). La méme empreinte est également observée avec un
écart de 731 Da et un de 1097,5 Da par rapport a la HSA non modifiée, ce qui correspond a
respectivement 2 et 3 molécules d’amoxicilline (4) sur une molécule de HSA. Donc a pH
physiologique, la HSA est modifiée entre 0 et 3 fois par 'amoxicilline (4). Si toutes les especes HSA
modifiées se comportent de la méme maniére au niveau de leur degré d’ionisation, alors leurs
intensités sont comparables. On peut donc affirmer que I'espéce non modifiée est la plus abondante.
Comme vu précédemment, une comparaison entre les spectres des échantillons de référence et de la
HSA commerciale montre que les conditions physiologiques n’induisent pas de modification sur la

protéine (Figure 20).
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Figure 20 : Spectre de masse du bioconjugué HSA-AX préparé a pH physiologique (C) comparé a la HSA
commerciale (A) et a la HSA traitée dans des conditions de couplage physiologiques (B)

Pour ce qui est du bioconjugué HSA-AX réalisé en condition basique, le spectre de
déconvolution de masse montre 7 massifs semblables a la HSA commerciale, séparés les uns des
autres par une masse de 365,5 Da. Etant donnée la masse moléculaire d’'une molécule d’amoxicilline
(4), chaque massif présente donc une incrémentation d’'une molécule d’amoxicilline (4) par rapport a
son voisin de masse inférieure. Le sommet du plus petit de ces massifs est a une masse de 67 899,1
Da, ce qui équivaut a 4 molécules d’amoxicilline (4) sur la HSA. Donc, dans les conditions basiques
utilisées, la HSA est hapténisée par 4 a 10 molécules d’amoxicilline (4). Les espéces les plus
abondantes étant celles hapténisées par 6 et 7 molécules d’amoxicilline (4) par protéine, en
considérant que toutes les HSA hapténisées soient ionisées de maniére similaire. Cependant, grace
a la meilleure résolution des spectres ESI obtenus par déconvolution de masse, une légere différence
est observée entre le spectre de I'échantillon de référence et celui de la HSA commerciale. Le
traitement en milieu basique dégraderait la HSA induisant une perte de masse d’environ 186 Da par
rapport au massif initial. Cet écart de masse pourrait correspondre a la perte des deux acides aminés
en position N-terminale, a savoir un acide aspartique et une alanine dont la somme des masses

moléculaires est égale a 186,2 Da (Figure 21).
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Figure 21 : Spectre de masse du bioconjugué HSA-AX préparé a pH basique (C) comparé a la HSA commerciale (A)
et a la HSA traitée dans des conditions de couplage basiques (B)

¢) Conclusion

En conclusion ces analyses de masse nous ont permis de prouver I'hapténisation de la HSA

par les pénicillines, tant en milieu physiologique que dans des conditions basiques.

Dans des conditions de pH physiologique une molécule de HSA sera hapténisée par en moyenne 3
molécules de pénicilline G (7), avec un intervalle approximativement compris entre 1 et 6 molécules.
Alors qu’elle ne sera hapténisée que par 0 a 3 molécules d’amoxicilline (4), avec une majorité de
protéine non hapténisée. Les résultats de I'hapténisation de la HSA par 'amoxicilline (4) dans des
conditions physiologiques peuvent étre comparés avec ceux obtenus par Ariza et ses collaborateurs
pour lesquels la HSA était modifiée par en moyenne 2 a 4 molécules d’amoxicilline (4) aprés une
incubation de la protéine en présence de respectivement 18 ou 91 équivalents d’amoxicilline (4) dans

des conditions physiologiques.'?
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A pH basique, les résidus lysines sont tous sous leur forme amine libre. En moyenne la HSA est
hapténisée par 15 a 17 molécules de pénicilline G (7), avec des intervalles de 11 a 19 et de 13 a 22
molécules selon les lots. Dans les mémes conditions, seulement 4 & 10 molécules d’amoxicilline (4)
sont fixées a la HSA, avec une majorité de protéines hapténisées par 6 et 7 molécules d’amoxicilline
(4). Ces expériences corroborent la plus grande stabilit¢ de I'amoxicilline (4) par rapport a la
pénicilline G (7), et sa faible affinité pour les protéines de transport, confirmant les données de la

littérature. '™

La posologie standard de pénicilline pour un adulte de 70 kg est de 1 a 2 g par jour (3 mmol a 6
mmol). De par sa faible stabilité, la pénicilline G (7) est injectée en continu sur une période d’environ
2h, alors que I'amoxicilline (4) est ingérée en une fois.'® La HSA est présente & hauteur de 40 g/L de
sang. Un adulte ayant environ 5 L de sang, il présente alors environ 200 g de HSA (3 mmol). Au total
en considérant la dégradation, le volume de distribution, la clairance et la fixation plasmique de la
pénicilline, le ratio molaire pénicilline/HSA dans le corps humain est environ de 0,1/1 aprés
I'administration compléte de la dose d’antibiotique.?™ Le ratio de 56/1 employé pour la synthése des
bioconjugués a pH physiologique est donc bien supérieur a ce qui est retrouvé in vivo. Ce rapport
devra donc étre pris en compte dans I'analyse de nos résultats biologiques : les sites de la HSA ayant
pu étre hapténisés en raison de I'excés de pénicilline. Cependant, il a été prouvé dans la littérature
que I'hapténisation de la HSA par la pénicilline G (7) est facilitée en présence de sérum (4 a 5 fois
supérieure), plutét que dans un milieu tamponné & pH physiologique.?'® L'utilisation d’un excés de

pénicilline par rapport a la HSA nous rapproche donc des conditions de couplage retrouvées in vivo.

L’étape suivante va consister en la détermination des acides aminés de la HSA ayant été hapténisés
en utilisant la technique de la spectrométrie de masse tandem aprés digestion trypsique des
bioconjugués formés dans des conditions biomimétiques ainsi que ceux formés dans des conditions

basiques.

3) Détermination des acides aminés hapténisés par la pénicilline G et 'amoxicilline

Selon la littérature, les pénicillines hapténiseraient uniquement les résidus lysines des
protéines (cf. Introduction partie Il 1) a) Tableau 3 p.65)."%"% Pour identifier au départ de nos
bioconjugués quels sont les acides aminés fixant les molécules de pénicilline, une analyse par
spectrométrie de masse a été réalisée. Une stratégie classique consiste a faire subir une digestion
trypsique a la protéine et a caractériser chaque peptide fragmenté. La trypsine est une enzyme qui
clive les liaisons peptidiques d’'une protéine en C-terminal des résidus basiques de sa séquence
(lysine et arginine). Elle est 'enzyme de choix pour notre étude étant donné que si une lysine est
hapténisée, elle ne sera plus sous sa forme N°-amine primaire basique. La trypsine ne viendra donc
pas cliver le peptide aprés les résidus lysines hapténisés laissant apparaitre ce que 'on appelle des

« missed cleavage » (clivages manqués). Ces peptides comportant des « missed cleavages »
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donneront un indice quant a la détermination des lysines hapténisées. De méme la caractérisation
des différents peptides attendus par la digestion trypsique nous permettra de déterminer si d’autres

acides aminés de nature différente sont hapténisés.

a) Identification des acides aminés modifiés sur les bioconjugués HSA-PG

Les bioconjugués HSA-PG sont alors soumis a une digestion trypsique dans des conditions
standard, puis analysés par nano-LC-MS/MS. D’aprés la littérature, la fragmentation MS/MS de la
pénicilline G (7) par une source ESI est connue, et se traduit par une fragmentation laissant
apparaitre deux ions référents a m/z 160 ainsi qua m/z 217.'® Ces deux fragments montrent
respectivement le clivage du cycle thiazolidine lors de la fragmentation (en bleu sur le Schéma 36), et
celui du cycle thiazolidine incrémenté du bras acétamide (en bleu et rouge sur le Schéma 36). lls sont
caractéristiques des pénicillines en général.'®"'?"'?8 Expérimentalement, ces deux ions référents sont
recherchés dans les spectres de masse issus de la seconde fragmentation pour attester la présence

de la pénicilline G (7) sur les peptides et permettre une présélection des spectres de masse a étudier.

[M+H]"

Y .-~ 160
H »
o \>/ H,oN—Protéine -
N ‘7 _ .
< O '
o M+HI™_ 7 NH
Nl

(7) o 217 Protéine

Schéma 36 : Déterminant antigénique de la pénicilline G (7) observé expérimentalement avec la coupure
représentant I'adduit de masse observé a m/z 160 en bleu et m/z 217 en rouge et bleu, incluant la perte de la chaine
latérale et de la protéine

Les autres critéres indiquant la présence de I'hapténe pénicilloyle sur une lysine sont la présence
d'un « missed cleavage » par la trypsine aprés la lysine hapténisée, associé a un gain de masse

correspondant a la masse de I'haptene (ici 334 g/mol).

Chacun des spectres de masse présélectionnés par la présence des ions référents de la pénicilline a
été analysé comme illustré dans la Figure 22 qui présente le spectre MS/MS du peptide
"FK*DLGEENFK?® modifié par la péniciline G (7) sur la lysine 12 (marquée d'une *). Avec une
source ESI, ce sont principalement les liaisons peptidiques qui sont fragmentées. Ce qui permet de
retrouver 'enchainement peptidique en retrouvant les acides aminés formant des fragments nommés
«Yn» ou «b,», avec n le nombre d’acides aminés considérés. Les fragments vy, représentent
'enchainement des acides aminés de la partie C-terminale vers la N-terminale, et inversement pour
les fragments b,. La fragmentation pourra également avoir coupé la liaison amide entre la pénicilline
G (7) et le peptide. L’enchainement des acides aminés peut donc dans un premier lieu étre déterminé

sans considérer I'’hapténisation. Il s’agit donc de reconstituer le peptide en cherchant sur le spectre
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les fragments y, et b, par ordre croissant de n. Le plus simple est de commencer par y4, étant donné

que l'acide aminé recherché est une lysine (146 Da) ou une arginine (174 Da) (d0 a la digestion
trypsique).

Par exemple sur la Figure 22, le pic correspondant a m/z 147,1166, est celui de I'ion [M+H]" d’'une
lysine. S’en suit la recherche du fragment y,. Ce dernier représente la lysine précédemment identifiée
et un autre acide aminé parmi tous les naturels existants. Pour trouver ce dernier, les pics de masses
les plus intenses incrémentés de 57 a 186 Da (de la glycine au tryptophane) par rapport a I'y4 sont
considérés. Ici, ce sont les pics compris entre m/z 204 et m/z 333. Les deux pics possibles sont donc
ceux a m/z 276,1727 et m/z 294,1842, correspondant a I'addition d’un acide glutamique (147 Da) ou
d’'une phénylalanine (165 Da). La séquence de la HSA est ensuite utilisée pour aider a la
détermination du fragment y;. Les positions de la séquence contenant I'enchainement EK sont
recherchées ainsi que le résidu suivant dans I'enchainement. Au total, 6 séquences sont possibles
(Entrées 1 a 6, Tableau 5), de méme pour I'enchainement FK, un total de 4 séquences est retrouvé
(Entrées 7 & 10, Tableau 5). Avec peu de probabilité pour 'enchainement "°RFK'? puisque la trypsine
coupe la séquence aprés les arginines, a moins d'un « missed cleavage » impliquant que la

pénicilline ait hapténisé cette arginine.

I T

9CEK®! 379 Da
2 284 EK288 389 Da
3 ST EK? 389 Da
4 PBIHEK® 413 Da
5 STSEKS® 363 Da
6 V] = 375 Da
7 "RFK" 450 Da
8 NFK?° 408 Da
9 21OAFK?12 365 Da
10 STeEFK3TS 423 Da

Tableau 5 : Différentes séquences de la HSA contenant EK ou FK et leur [M+H]" respectif

Le seul pic retrouvé sur le spectre MS/MS est celui a m/z 408,2230, qui correspond donc a
I'enchainement "®NFK?® (Entrée 8, Tableau 5). Le peptide retrouvé aprés une digestion trypsique
serait donc "DLGEENFK?. Les fragments ys, V4, Ve, V- €t s de ce peptide sont bien retrouvés sur le
spectre, confirmant la détermination du peptide. Ce dernier présente une masse totale de 950 Da.
Donc, incrémenté d’'une molécule de pénicilline G (7), le peptide est a 1 284 Da. Cependant, 1 284

Da n’est pas un multiple de l'ion parent du spectre MS/MS qui est de m/z 520,9077. L’hypothése
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qu’'un « missed cleavage » a eu lieu est alors émise. Le peptide serait donc ""FK*DLGEENFK® avec
la pénicilline sur la lysine 12, causant le « missed cleavage ». La masse de ce dernier est de 1 559
Da ce qui correspond au m/z 520,9077 avec z = 3". Les autres fragments représentatifs de ce peptide
peuvent alors étre retrouvés sur le spectre, tels que b,, b; et b,, ces derniers étant également
retrouvés avec un gain de masse de 175 g/mol correspondant au fragment hapténisé par la

pénicilline G (7) avec le clivage du cycle thiazolidine (Figure 22).
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Figure 22 : Spectre MS/MS du décapeptide 11-20 de la HSA, hapténisé par une molécule de pénicilline G (7)

Pour chacun des peptides identifiés a partir des spectres MS/MS présélectionnés, il est
possible de remonter a son ion parent et, grace a son empreinte MS/MS, d’identifier les pics
correspondant a ce peptide sur le chromatogramme nano-LC. On observe alors que la stéréochimie
de 'hapténe est conservée étant donné que pour une masse d’un ion parent, un seul pic est observé
sur le chromatogramme de nano-LC. Cette observation montre que les conditions que nous avons
employées sont non épimérisantes contrairement aux observations de Meng.'® Celui-ci montre que
dans un tampon phosphate en présence de HSA la péniciline G (7) se réarrange en acide
pénicillénique (30), donnant lieu aprés 16h d’incubation a une quantité non-négligeable (environ 25%)
de déterminant antigénique épimérisé. De méme, aucun diastéréoisomére n’a été observé avec nos
bioconjugués réalisés dans des conditions basiques (ce qui est cohérent avec le fait que I'acide

pénicillénique (30) est préférentiellement observé en milieu acide).'®
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L’analyse des spectres MS/MS présentant les ions référents de la pénicilline G (7) réalisés sur
le bioconjugué HSA-PG formé a pH physiologique a donc conduit a lidentification de 21 lysines
hapténisées par la pénicilline G (7) (Entrée 4, Tableau 6). Tout comme dans la littérature, seules des
lysines modifiées ont été identifieées, ce qui confirme la formation du déterminant antigénique majeur
de la pénicilline G (7), non épimérisé. Pour ce qui est des deux bioconjugués réalisés a pH basique,
50 et 51 lysines sont hapténisées parmi les 59 lysines présentes sur la HSA. La fréquence
d’hapténisation de chaque lysine n’a pour le moment pas pu étre déterminée, ce qui rend difficile
I'exploitation et la rationalisation de ces données. Cependant les 21 lysines identifiées sur le
bioconjugué réalisé a pH physiologique sont toutes retrouvées dans chacun des deux lots de
bioconjugués incubés en condition basique ce qui confirme I'hapténisation fréquente de ces lysines
quelles que soient les conditions. Une comparaison des sites avec ceux identifiés par plusieurs
auteurs a été effectuée.’® ' Les lysines retrouvées en commun avec nos résultats sont résumées
dans le Tableau 6. 12 Lysines sont retrouvées plus particuliérement dans I'étude effectuée par Meng
et al. sur des séra de patients et dans nos analyses.'® Ces 12 lysines seront donc sélectionnées pour

la poursuite de notre étude (Tableau 6).

b(_)rlgln_e de§ Sites hapténisés
ioconjugués

In V(/‘;fmet in K190, K195, K199, K432, K541, K545 Yvon et al,%0-102
In vitro K20, K137, K159, K190, K195, K199, K212, K351, K432, K525 Meng et al,'®
K541, K545
In vivo K20, K137, K159, K190, K195, K199, K212, K351, K372, K432 Meng et al,'®
K436, K525, K541, K545 '
In vitro K12, K73, K137, K159, K162, K190, K195, K199, K212, K351, K402 Co trava
K414, K432, K436, K439, K475, K500, K519, K525, K541, K545

Tableau 6 : Récapitulatif des sites trouvés comme étant hapténisés par la pénicilline G (7) sur nos bioconjugués en
comparaison avec ceux de la littérature. Sont présentés en gras les sites retrouvés en commun entre les quatre
études et notre travail

b) Identification des acides aminés modifiés sur le bioconjugué HSA-AX

Seul le bioconjugué HSA-AX réalisé dans des conditions biomimétiques a été exploité pour
effectuer la recherche des acides aminés hapténisés. Ce bioconjugué est donc soumis a une
digestion trypsique dans des conditions standard, puis le produit de digestion est analysé par nano-
LC-MS/MS.

Ici aussi, la présence des fragments caractéristiques des pénicillines est recherchée pour confirmer
I'hapténisation du peptide par 'amoxicilline (4). Dans I'étude d’Ariza, c’est le fragment a m/z 160 qui
est observé, ainsi qu’un nouveau a m/z 349 qui résulte de la perte de I'amine primaire sur le résidu

ouvert, et est donc spécifique de I'amoxicilline (4) (Schéma 37).'%
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Schéma 37 : Déterminant antigénique de I’amoxicilline (4) observé expérimentalement avec la coupure représentant
I'adduit de masse observé a m/z 160 en bleu et m/z 349 en rouge et bleu avec la perte de I’amine primaire et de la
protéine

Ces deux ions référents caractéristiques de I'amoxicilline (4) ont donc permis la présélection des
spectres MS/MS. Apres I'analyse de ces spectres par la méthode présentée pour la pénicilline G (7)
(cf. Figure 22 p.97), 10 lysines ont été identifites comme étant hapténisées par 'amoxicilline (4).
Comme pour la pénicilline G (7) seuls des résidus lysines ont été modifiés par I'amoxicilline (4), ce qui
confirme la formation du déterminant antigénique observé dans la littérature.’®® Une comparaison est
effectuée avec I'étude d’Ariza sur des bioconjugués formés in vitro, et 4 lysines sont retrouvées en

commun (en gras dans le Tableau 7).

Origine des : L ex
-rigin . Sites hapténisés Référence
bioconjugués

In vitro K190, K199, K351, K432, K541, K545 Ariza et al.'®®

In vitro K4, K190, K195, K212, K351, K432, K436, K519, K525, K541 Ce travail

Tableau 7 : Récapitulatif des sites trouvés comme étant hapténisés par I’amoxicilline (4) sur le bioconjugué HSA-AX
a pH 7,4, comparé a I'étude d'Ariza. Sont indiqués en gras les sites retrouvés en commun entre les deux études

La grande différence entre le chromatogramme de nano-LC-MS obtenu aprés digestion
trypsique du bioconjugué HSA-PG synthétisé a pH physiologique et celui obtenu aprées digestion du
bioconjugué HSA-AX également réalisé a pH physiologique réside dans le nombre de pics
isomassiques observés. Nous avons précédemment vu qu’avec les bioconjugués HSA-PG aucune
épimérisation du déterminant antigénique n’était observée. A l'inverse, avec le bioconjugué HSA-AX,
la présence de deux a quatre espéces isomassiques est observée sur le chromatogramme nano-LC-
MS pour 9 des 10 peptides identifiés. Et aprés la deuxiéme fragmentation les mémes spectres
MS/MS sont obtenus. Ces observations indiqueraient donc qu’une épimérisation de un a deux
centres stéréogénes pourrait avoir lieu sur le déterminant amoxicilloyle, ce qui n’a pas été observé
par Ariza et ses collaborateurs.'® La Figure 23 ci-aprés illustre ces observations avec I'exemple du
peptide 539-545 contenant une molécule d’amoxicilline (4) hapténisant la lysine 541. Les fragments
spécifiques a m/z 160 et m/z 349 sont retrouvés, ainsi que certains fragments du peptide (y», y3, Y4 et

Vs, €t bs et bg) et le fragment b, accompagné d’un gain de masse de 206 g/mol correspondant au
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déterminant amoxicilloyle sans son cycle thiazolidine. Sur le chromatogramme nano-LC-MS observé
en (B), deux pics a 23,4 et 23,8 minutes présentent le méme ion parent & m/z 591,7947 avec z = 27,
ce qui équivaut a une masse de 1 181,5737 Da et correspond bien au peptide présenté. Seule une
épimérisation d’'un des centres du déterminant amoxicilloyle (probablement le 6) peut expliquer ce
résultat. Dans cet exemple 'une des deux formes est majoritaire, mais pour 5 peptides parmi les 10
identifiés les proportions des deux diastéréoisoméres sont quasiment équivalentes. Ce profil de
chromatogramme nano-LC-MS est retrouvé dans I'étude de Meng sur I'épimérisation de la pénicilline
G (7)_103
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Figure 23 : Spectre MS/MS du peptide 539-545 de la HSA, hapténisé par une molécule d’amoxicilline (4) (A) et allure
du chromatogramme nano-LC-MS du bioconjugué HSA-AX digéré par la trypsine, entre 22,8 et 24,6 min, les deux
pics ayant pour ion parent m/z 591,7947 (B)

Cette épimérisation peut avoir eu lieu lors de la digestion du peptide, ou encore lors de la séparation
par HPLC. Mais, elle peut également avoir eu lieu pendant le couplage entre 'amoxicilline (4) et la
HSA. Compte tenu des observations sur la pénicilline G (7) et I'acide pénicillénique (30), transposées
a 'amoxicilline (4), nous pouvons supposer que les deux centres épimérisés seraient les carbones 5
et 6 et comme pour la pénicilline G (7), cette épimérisation pourrait étre due a un équilibre avec
'acide amoxicillénique (90), ou un intermédiaire plus stable, spécifique de I'amoxicilline (4), qui
cycliserait via son amine primaire (91) (Schéma 38).
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Schéma 38 : Formation des quatre diastéréoisoméres possibles par le passage par I'acide amoxicillénique (90) ou
par un intermédiaire plus stable (91)

Au vu de la publication d’Ariza et al., les conditions d’élution pour la nano-LC-MS sont bien moins
longues que celles que nous avons utilisées. Avec par exemple, pour le méme peptide que celui
présenté dans la Figure 23, le temps de rétention est de 7,8 min pour Ariza, alors que nous sommes
a 23,4 et 23,8 min.'® Les conditions mises en ceuvre par Ariza pourraient donc ne pas avoir été
suffisantes pour permettre de distinguer les deux diastéréoisoméres présents. Inversement, ces
conditions de séparation HPLC trop longues dans notre cas pourraient étre a lorigine de

I'épimérisation observée.

Suite a des tests biologiques dimmunogénicité des bioconjugués réalisés sur des
lymphocytes T par les biologistes du projet, les bioconjugués HSA-PG, synthétisés a pH basique,
induisent bien une réponse des lymphocytes.®® Par contre le bioconjugué HSA-AX réalisé a pH
basique n’en induit pas. Le seuil de détection des lymphocytes T a alors été mis en cause ainsi que la
stabilité des bioconjugués HSA-AX. Nous avons donc réalisé des analyses de masse par MALDI-ToF
sur des échantillons de HSA-AX synthétisés a pH basique et conservés dans une solution aqueuse
tamponnée a un pH de 7,4 pendant un mois a -20°C. Si on compare le spectre de masse du
composé HSA-AX de référence réalisé a pH basique (n’ayant pas subi de traitement) a 69 146 Da
(en C sur la Figure 24), et ceux des mémes bioconjugués mais ayant été conservés pendant 1 mois a
-20°C dans une solution aqueuse a 69 139 et 69 188 Da (en D et E sur la Figure 24). Nous pouvons
conclure, qu'avec un écart de masse de seulement 7 et 42 Da entre le contréle et les échantillons, les
bioconjugués conservés en phase aqueuse ne se sont pas dégradés aprés un mois a -20°C en
solution. La possible épimérisation des bioconjugués en solution a donc été évoquée. D’aprés les
tests effectués par Meng et ses collaborateurs, aucune épimérisation des bioconjugués n’est
observée une fois que la pénicilline G (7) est ouverte par un résidu lysine.'®™ Néanmoins au vu des
résultats contradictoires que nous avons obtenu nous devons encore nous attacher a démontrer que

les conditions de conservation ne sont pas épimérisantes.
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Nous pouvons également observer en comparant la masse de 66 775 Da de la référence de HSA
traitée a pH physiologique et celle a 66 534 Da de la référence de HSA traitée a pH basique que la
dégradation de la HSA due aux conditions basiques est bien observable. De plus, I'échantillon HSA-
AX synthétisé a pH basique — analysé pour le contréle — présente une masse de 69 146 Da ce qui
équivaut a une différence de 2 612 Da avec la référence HSA, soit une moyenne de 7 molécules
d’amoxicilline (4) covalemment liées a la protéine, ce qui corrobore le résultat de I'analyse au Q-ToF
(Figure 24).
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Figure 24 : Spectres de masse MALDI-ToF du bioconjugué HSA-AX réalisé a pH basique sans traitement (C),

comparé aux mémes bioconjugués laissés dans une solution aqueuse a -20°C pendant 1 mois (D et E), avec pour
référence les blancs HSA réalisés dans des conditions de couplage physiologiques (A) et basiques (B)

4) Conclusion sur la recherche des acides aminés hapténisés

En conclusion, avec les bioconjugués HSA-PG formés en milieu basique une cinquantaine de
lysines de la HSA ont été identifiées comme étant hapténisées, mais la fréquence d’hapténisation de
chaque lysine n’a pas encore été déterminée. Seuls les résultats des bioconjugués réalisés a pH

physiologique ont été pris en considération.

Au total, 21 lysines ont pu étre identifiées comme étant hapténisées sur le bioconjugué HSA-PG
réalisé a pH physiologique et 10 pour le bioconjugué HSA-AX synthétisé dans les mémes conditions.
L’analyse de masse par MALDI-ToF du bioconjugué HSA-PG synthétisé a pH 7,4 a révélé une
moyenne de 3 molécules de pénicilline G (7) par protéine (approximativement entre 1 et 6). Et une
analyse ESI-Q-ToF a permis de détecter entre 0 et 3 molécules d’amoxicilline (4) sur le bioconjugué
HSA-AX réalisé dans des conditions physiologiques de couplage. Nous constatons donc que les
clusters de pics de masse correspondent a un mélange de molécules HSA hapténisées par un

nombre variable de molécules de pénicilline et sur plusieurs résidus lysines différents.
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Les hapténes ont été identifiés comme étant sous la forme du cycle B-lactame ouvert par une lysine.
Un seul diastéréoisomére a été observé pour le bioconjugué HSA-PG par contre deux a quatre
diastéréoisomeéres sont observés lors de I'analyse du bioconjugué HSA-AX. Une étude sur la stabilité
du bioconjugué HSA-AX a également été entreprise, permettant d’affirmer que le bioconjugué est
bien stable au moins un mois conservé dans une solution aqueuse tamponnée a pH physiologique a

-20°C. Cependant la stabilité configurationnelle reste a démontrer.

Les résultats ont par la suite été comparés avec ceux de la littérature, en particulier pour la pénicilline
G (7), ou une étude de Meng et ses collaborateurs présente les différentes lysines hapténisées in
vivo par cet antibiotique.'® Pour pouvoir se rapprocher le plus possible de ces résultats nous avons
décidé de les comparer avec ceux obtenus avec le bioconjugué HSA-PG a pH physiologique, et de
ne sélectionner, pour la suite de ce travail de thése, que les lysines retrouvées en commun avec
I'étude in vivo de Meng (cf. Entrée 2, Tableau 3 p.65). Un total de 12 lysines a été sélectionné pour
poursuivre I'étude sur la pénicilline G (7). Pour ce qui est de I'étude sur 'amoxicilline (4), 4 lysines ont
été retenues par rapport aux travaux réalisés in vitro par Ariza (cf. Entrée 3, Tableau 3 p.65)."® Par
analogie avec les travaux de Meng réalisés in vivo sur la pénicilline G (7), 4 autres lysines ont été
sélectionnées (Tableau 8).103 En effet, les deux antibiotiques sont de la méme famille chimique,

I'amoxicilline (4) ayant juste une capacité moindre a se fixer sur la HSA."?

B-lactame Sites sélectionnés ‘

Peénicilline G (7) K137, K159, K190, K195, K199, K212, K351, K432, K436, K525, K541, K545
Amoxicilline (4) K190, K195, K212, K351, K432, K436, K525, K541

Tableau 8 : Récapitulatif des sites hapténisés sélectionnés pour cette étude pour la pénicilline G (7) et I'amoxicilline
(4). Sont représentées en gras les lysines sélectionnées pour I’étude sur 'amoxicilline (4) non retrouvées dans
I’étude d’Ariza mais présentes dans celle de Meng et al.'®

Une fois les sites de I'hapténisation déterminés, la présélection de peptides potentiellement

épitopes sera réalisée par modélisation moléculaire.

Il. Sélection in silico des peptides potentiellement épitopes

Dans cette partie, deux techniques de modélisation in silico vont étre mises en ceuvre dans le
but de pouvoir sélectionner un peptide de 15-mers pour chacun des sites sélectionnés dans la partie
précédente. Un modéle simplifié doit étre mis en place pour éviter de compliquer les calculs. Chaque
peptide sera donc évalué avec une lysine classique a la place de la lysine hapténisée par une

pénicilline. Les lysines sur lesquelles la modélisation se portera seront donc les 12 trouvées avec le
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bioconjugué HSA-PG (étant donné que les 8 lysines trouvées sur le bioconjugué HSA-AX sont
comprises dedans) : K137, K159, K190, K195, K199, K212, K351, K432, K436, K525, K541 et K545.
La séquence de la HSA téléchargée sur la PDB sous le code 1A06 sera utilisée pour connaitre
I'enchainement peptidique autour de chacune des lysines.?'” La partie modélisation par le logiciel
IEDB a été réalisée en collaboration avec le laboratoire chimie pour le vivant (LCV) du commissariat a
'énergie atomique et aux énergies alternatives (CEA) de Saclay, et plus particulierement avec le Dr

Bernard Maillere, dans I'équipe d’'immunochimie de la réponse immunitaire cellulaire.

1) Modélisation par le logiciel IEDB MHC-II-binding

Le logiciel IEDB MHC-II-binding (tools.immuneepitope.org/mhcii/) est le plus adapté pour notre
étude étant donné la longueur de 15-mers sélectionnée pour nos peptides et la prise en compte de ce

180-182,186-191,193

critére par la méthode NN-align de I'lEDB (cf. Introduction partie Ill 2) p.67).

Quinze peptides de 15-mers faisant passer la lysine d’intérét de la position 1 (N-terminale) a la
position 15 (C-terminale) ont donc été considérés pour chacune des 12 lysines, permettant de
calculer la probabilité d’accroche du peptide en considérant I'acide aminé d’intérét a chaque position.
Le logiciel a donc calculé — par la méthode du consensus — la probabilité d’accroche entre un total de
180 peptides de 15-mers avec les 7 alléles des HLA-DRB1 les plus fréquemment rencontrés dans la
population caucasienne, a savoir : HLA-DRB1*0701, 1101, 1301, 0401, 0301, 1501 et 0101 (cf.
Introduction partie Il 2) p.67). A ce total de 1 260 valeurs, exprimées en percentile, une sélection des
peptides ayant le plus de probabilité d’accroche (percentile le plus bas) dans la poche des 7 alleles
HLA les plus représentés dans la population caucasienne a été effectuée. Les alleles les plus
représentés parmi les 7 sélectionnés étant ceux favorisés lors de la sélection. Le Tableau 9 ci-aprés
exemplifie la méthode de sélection avec la lysine 212. Parmi toutes les valeurs, les minima sont mis
en couleur, et pour chaque peptide, la moyenne et la médiane des valeurs sont calculées, ainsi que
celles pour chaque alléle. Le peptide possédant la plus petite moyenne et celui avec la plus petite
médiane sont sélectionnés, ici le méme peptide FS-15 (la nomenclature utilisée pour nommer les
peptides consiste a donner les lettres représentatives des premiers et derniers acides aminés du
peptide, suivi de la longueur de ce dernier exprimée en mers). D’autres peptides peuvent étre
sélectionnés en faisant des compromis sur le plus possible de minima par alléles et des valeurs les
plus basses possibles pour les autres alléles. Trois autres peptides sont alors sélectionnés (SV-15,

KL-15 et ER-15) ce qui fait un total de 4 peptides sélectionnés pour la lysine 212 (Tableau 9).
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Lysine 212

Alléles HLA-DRB1*
Peptide Moyenne | Médiane
0701 | 1101 | 1301 | 0401 | 0301 | 1501 | 0101

LKCASLQKFGERAFK* | 45,27 | 19,36 | 2,65 | 20,33 | 33,63 | 24,19 | 53,70 | 24,24 22,26
KCASLQKFGERAFK*A | 49,40 | 21,82 | 2,65 | 33,19 | 34,18 | 21,07 | 52,41 27,05 27,51
CASLQKFGERAFK*AW | 49,40 | 21,82 | 2,65 | 32,65 | 34,95 | 21,45 | 52,41 27,15 27,24
ASLQKFGERAFK*AWA | 49,40 | 21,82 | 2,65 | 32,65 | 36,75 | 21,98 | 52,41 27,54 27,32
SLQKFGERAFK*AWAYV | 11,30 | 21,82 | 2,65 | 29,56 | 60,54 16,15 | 22,59 16,56
LQKFGERAFK*AWAVA | 12,76 | 21,82 | 2,65 | 32,65 | 61,68 18,32 | 23,54 17,29
QKFGERAFK*AWAVAR | 12,76 | 30,46 | 33,93 | 32,65 | 34,98 | 18,26 | 14,22 | 27,17 31,56
KFGERAFK*AWAVARL | 3,29 | 888 | 540 | 17,50 | 18,67 | 13,05 11,13 10,97
FGERAFK*AWAVARLS | 2.1 | 558 | 540 | 14,44 | 18,67 | 13,33 | 9,36 10,10 9,46
GERAFK*AWAVARLSQ | 4,65 540 | 15,58 | 18,67 | 13,94 | 10,53 10,33 9,67
ERAFK*AWAVARLSQR | 4,61 540 | 14,77 | 18,62 | 15,74 | 9,90 10,48 10,09
RAFK*AWAVARLSQRF | 4,84 540 | 15,72 | 18,62 | 17,95 | 11,59 11,04 10,56
AFK*AWAVARLSQRFP | 10,05 540 | 19,78 | 18,62 | 21,00 | 21,42 13,10 14,34
FK*AWAVARLSQRFPK | 12,04 540 | 24,73 | 18,62 | 20,37 | 24,78 14,15 15,33
K*AWAVARLSQRFPKA | 22,00 | 8,53 | 6,41 | 21,66 | 18,62 | 25,38 | 49,81 17,10 20,14
Min 3,18 | 3,72 | 2,65 | 14,44 | 18,62 | 9,66 | 9,06 10,10 9,46
2nd min 3,29 | 558 | 540 | 14,77 | 18,67 | 13,05 | 9,36 10,33 9,67
Moyenne 19,66 | 13,37 | 6,27 | 23,86 | 29,72 | 17,80 | 27,07 18,45 18,02
Médiane 12,04 | 8,88 | 540 | 21,66 | 18,67 | 18,26 | 18,32 17,10 16,56

Tableau 9 : Probabilité d'accroche des 15 peptides de 15-mers autour de la lysine 212 (marquée d’une *) pour les 7
alleles HLA-DRB1 les plus représentés dans la population caucasienne. Les minima, pour chaque alléle, sont
représentés en couleurs dégradées par ordre croissant (rouge-orange-jaune-rose-violet), et bleu pour les
moyennes et médianes

Au total, 30 peptides ont pu étre présélectionnés de cette maniére pour les 12 lysines. Le
deuxiéme critere a prendre en compte est donc la position de la lysine hapténisée par I'antibiotique.
Elle doit étre dirigée vers le TcR pour s’assurer de la bonne présentation de I'antibiotique au
lymphocyte T. Les 9 acides aminés présents dans la poche des différents alleles de HLA sont
également fournis par le logiciel sous le nom de « core ». Ayant utilisé la méthode du consensus pour
le calcul d’affinité entre les peptides et les alléles HLA, différents « cores » sont disponibles,
correspondant aux différentes méthodes utilisées par le consensus.'®™ La méthode de choix pour
cette étude étant la NN-align, les « cores » utilisés sont donc ceux fournis par cette méthode.'®®
Seulement cette méthode n’a pas été étendue a l'allele HLA-DRB1*1301, le seul « core » disponible
pour cet alléle est celui de la méthode de Sturniolo et al.?'® Comme vu précédemment, I'orientation
des peptides suivra la théorie, les positions adéquates pour la lysine hapténisée seront donc les 2, 3,
5, 8 et -1, la position juste aprés le premier acide aminé du site d’ancrage (on compte de la partie N-
terminale & la C-terminale)." Sachant que la position 5 est celle au milieu de la poche HLA, c’est

donc la position préférée pour une présentation au TcR.
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210 « Cores » ont donc été analysés pour les 30 peptides présélectionnés sur les 7 alléles les plus
représentés dans la population caucasienne. La Figure 25 ci-aprés résume la méthode employée
pour sélectionner le meilleur peptide pour la lysine 212. Quand la lysine 212 (en gras, italique et
soulignée) est positionnée dans une colonne verte, le peptide est sélectionnable pour cet alléle, par
contre si elle est dans une colonne rouge le peptide n’est pas recommandé. La zone flanquante
représentée en blanc n’est pas favorable mais nous ne sommes pas en mesure d’affirmer que les
antibiotiques ne seront pas reconnus a cette position. La sélection est donc effectuée en favorisant le
plus possible de peptides bien positionnés ou dans la zone flanquante pour les alléles les plus
représentés parmi les 7. Dans I'exemple de la lysine 212 le peptide FS-15 est bien positionné pour
tous les alléles et est méme en position 5 pour l'allele HLA-DRB1*0101, c’est donc ce peptide qui est

sélectionné pour représenter le peptide potentiellement épitope pour la lysine 212 (Figure 25).

-2 10 11
SLQKF v
KA WAV -
S L WA V v
SLaQ AV x
SL QK Vv x
KAWAYV -
S L WA V v
K F AR L v
KFGE L v
K F AR L v
AV ARL x
K VARL x
AV ARL x
KFGE L v
GER S v
FGE LS v
F ARL S v
GER S v
GER S v
GER S v
FGE LS v
ER s QR v
E LS QR v
ER S QR v
ERA Q R x
ER S QR v
E R S QR v
ER S QR v

Figure 25 : Position des 4 peptides présélectionnés pour la lysine 212, pour les 7 alléles les plus représentés dans

la population caucasienne, en fonction du « core » donné par la méthode NN-align et celle de Sturniolo pour I'alléle

1301. La lysine 212 est représentée en gras, italique et soulignée. Les colonnes vertes représentent les positions de

la poche dirigées vers le TcR tandis que les rouges représentent celles dirigées vers le HLA. A droite sont résumés
les bons peptides ou non avec les positions 5 surlignées en jaune et les zones flanquantes un - bleu
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Des compromis doivent parfois étre réalisés entre bonne probabilité d’accroche et bonne orientation
pour chaque alléle. Au final un peptide a pu étre sélectionné pour chacune des 12 lysines sauf pour
les lysines 195 et 199 ou deux peptides ont été sélectionnés, les compromis étant plus difficiles a

faire. 14 Peptides ont donc été sélectionnés en vue d’étre synthétisés et testés sur des lymphocytes T

(Tableau 10).
Lysine d’intérét Peptides sélectionnés

137 LKK137YLYEIARRHPYF
159 PELLFFAK:50RYKAAFT
190 LRDEGK1906ASSAKQRLK
195 LRDEGKASSAK5sQRLK
SSAK19s:QRLKCASLQKF
199 LRDEGKASSAKQRLK g9
SSAKQRLK99CASLQKF
212 FGERAFK;1,AWAVARLS
351 VVLLLRLAK;5TYETTL
432 TPTLVEVSRNLGK3,VG
436 VEVSRNLGKVGSK,3,CC
525 KERQIKKs2sQTALVELV
541 LVELVKHKPKATKs4EQ
545 KEQLKs4sAVMDDFAAFV

Tableau 10 : Récapitulatif des peptides sélectionnés pour les 12 lysines d'intérét

Pour confirmer la bonne sélection des sites, une autre méthode de modélisation moléculaire
est mise en ceuvre : la simulation par dynamique moléculaire. Cet outil est puissant mais demande un
équipement spécialisé (un super-ordinateur capable d’effectuer les nombreux calculs en peu de
temps), ainsi qu’'une expertise dans I'utilisation des logiciels et beaucoup de temps pour analyser les
résultats. C’est pourquoi nous avons mis au point cette partie grace a une collaboration avec l'institut
de biologie et chimie des protéines de Lyon (IBCP — UMR5086) dans I'équipe de bio-informatique
structures et interactions (BISI), avec le Pr Raphaél Terreux ainsi que le Dr Julie-Anne Chemelle. Les
modélisations de dynamique moléculaire ne seront effectuées que sur les peptides déja sélectionnés
étant donné la complexité de la mise en place de la technique. La modification apportée par
I'antibiotique n’est pas prise en compte pour pouvoir simplifier les calculs, les 5 peptides sélectionnés
pour les lysines 190, 195 et 199 seront donc les mémes deux peptides nommés LK-15 pour le
LRDEGKg0ASSAK19sQRLK g9, et SF-15 pour le peptide SSAK;5sQRLK99CASLQKF. En tout la
modélisation par dynamique moléculaire n’a, pour le moment, été mise en place que sur 9 des 11

peptides sélectionnés, a savoir : LF-15, PT-15, LK-15, SF-15, FS-15, VL-15, TG-15, VC-15 et KV-15.
107



2) Modélisation par simulation de dynamigue moléculaire

La premiére étape en vue de la modélisation par dynamique moléculaire est de générer les
structures 3D des protéines HLA pour les 7 alleles d’intérét. Pour cela, la PDB dispose déja de
quelques structures, notamment celle du HLA-DRB1*0101 (1SEB).?"® Pour rappel, d’aprés la
nomenclature des CMH le « D » signifie classe Il, le « R » représente la famille de I'allele et le « B »
signifie que ce géne code pour la chaine $ du HLA, pour avoir un HLA complet il faut également y
ajouter la chaine a, le nom du CMH sera donc HLA-DRA. Contrairement au haut polymorphisme de
la chaine B3, la chaine a du HLA-DR est la méme chez tous les individus, c’est pourquoi un seul HLA-
DRA a été utilisé pour toutes les simulations : HLA-DRA*0101 (3PDO).?® Par contre, la PDB ne
dispose pas de toutes les structures des chaines 3 des molécules des 7 alléles souhaités. L’avantage
des protéines HLA-DRB1, est qu’elles sont des molécules qui sont trés similaires au niveau de leur
structure 3D. Il est donc possible d’établir la structure 3D des autres HLA-DRB1 par homologie avec
la HLA-DRB1*0101. Pour ce faire, le logiciel Geno3D, développé a I''BCP de Lyon, a été utilisé.”*' A
partir de la structure 3D du HLA-DRB1*0101 (1SEB), et avec les séquences peptidiques des autres
HLA-DRB1, disponibles sur la base de données IMGT,????® ce logiciel est capable, par homologie,
de construire les protéines manquantes. Le Tableau 11 ci-aprés résume pour chaque alléle, le nom
complet de l'alléle téléchargé sur 'MGT ainsi que le pourcentage de similarité entre les séquences
utilisées et celle du HLA-DRB1*0101 (1SEB).

Nom d’alléle Nom d’alléle Similarité de la
utilisé complet (IMGT) séquence avec 1SEB

0101 DRB1*01:01:01 100%
0301 DRB1*03:01:01:01 89%
0401 DRB1*04:01:01 91%
0701 DRB1*07:01:01:01 89%
1101 DRB1*11:01:01 91%
1301 DRB1*13:01:01 90%
1501 DRB1*15:01:01:01 93%

Tableau 11 : Pourcentage de similarité entre le HLA-DRB1*0101 (1SEB) et les séquences des protéines téléchargées
sur la base de données IMGT avec le nom complet de I'alléle utilisé
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Une fois toutes les structures 3D générées, le logiciel Sybyl-X est utilisé pour la visualisation de ces
structures ainsi que leur minimisation énergétique. Chaque protéine générée par Geno3D a un
peptide de 15 alanines placé dans sa poche. Chacun des 9 peptides sélectionnés est positionné dans
chaque poche pour les 7 alleles HLA-DRB1 en fonction de leur « core » (d’aprés I'étude IEDB
précédente) en mutant les alanines en fonction de leur position dans la poche. Les complexes HLA-
DR-peptides ont ensuite été minimisés jusqu’a atteindre une énergie allant de -600 a -700 kcal/mol,
sauf pour l'alléle du HLA-DRB1*0401 ou la minimisation n’a pu descendre en dessous de -280
kcal/mol indiquant qu’un probléme a eu lieu lors de l'insertion des peptides dans cette protéine HLA.
En effet, le logiciel Sybyl-X a permis d’identifier qu’'une chaine d’acides aminés de la protéine s’est
visiblement éloignée de la masse protéique, relatant d’'une structure 3D faussée. Par manque de
temps cet allele a dG étre mis de c6té pour la suite de cette thése. 54 Complexes sont donc

disponibles pour la modélisation par dynamique moléculaire.

Les simulations de dynamique moléculaire ont été réalisées avec le logiciel NAMD pour
chacun des complexes HLA-peptide pendant 10ns a une température constante de 300 K, dans une
phase aqueuse (elle peut étre mimée grace au logiciel VMD et le modéle d’eau TIP3P)."*'® Des
analyses de RMSD-2D ont été réalisées avec le logiciel VMD pour chaque complexe. L’analyse
RMSD-2D a permis d’extraire 3 conformations clés pour lesquelles le complexe forme une famille de
conformeéres stables. Ce qui fait pour les 54 complexes, un total de 162 conformations de complexe

sur lesquelles effectuer la suite de la modélisation.

La stabilité des complexes a ensuite été déterminée par la méthode de I'« alanine
scanning »."%%"% Le logiciel Rosetta permet de calculer la variation de la variation de I'énergie libre
d’interaction (AAGying) de chaque acide aminé du peptide s'il est muté en alanine.?® La contribution
de chaque acide aminé est additionnée pour le peptide entier, et une moyenne de toutes ces valeurs
est ensuite effectuée pour les trois conformations clés sélectionnées précédemment. Ainsi pour un
complexe HLA-peptide une seule valeur moyennant toutes les conformations possibles du AAGy;g est
obtenue. Les 54 résultats sont résumés dans le Tableau 12 ci-aprés. Les peptides présentant un
AAGying inférieur a -1 kcal/mol pour un allele de HLA donné ont une forte probabilité détre
effectivement en interaction avec cette molécule HLA lors d’expériences in vitro, voire méme in vivo,
si ce peptide est effectivement formé lors de la digestion par une cellule dendritique. Par contre, si le
AAGying €st compris entre -1 et 0 kcal/mol, la possibilité de l'interaction est mise en doute. Et si le

AAGy;ng est supérieur a 0 kcal/mol alors l'interaction ne peut pas avoir lieu.
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Alléles HLA-DRB1*

Peptide

0701 1101 1301 0301 1501 0101

LF-15
PT-15
LK-15
SF-15
FS-15
VL-15
TG-15
VC-15
KV-15

Tableau 12 : AAGping (en kcal/mol) obtenus pour les 9 peptides sélectionnés en fonction de chaque alléle de HLA-
DRB1. Sont représentées en vert les valeurs inférieures a -1 kcal/mol, en orange celles comprises entre -1 et 0
kcal/mol, et en rouge celles supérieures a 0 kcal/mol

D’apres le Tableau 12, le peptide LF-15 présente des trés bons scores de AAGy;nq (inférieurs a
-2,2 kcal/mol) avec tous les alléles de HLA testés, il a donc une forte probabilité de répondre
positivement aux tests in vitro. Par contre le peptide LK-15 présente un résultat de AAGy,;g SUpérieur
a 2,9 kcal/mol pour tous les alleles de HLA testés. D’aprés ces résultats ce peptide ne devrait pas
pouvoir se fixer dans les poches HLA pour aucun des alléles. Le peptide VC-15 n’est également pas
favorable a une bonne accroche mis a part potentiellement pour les alléles 1301 et 0101 des HLA-
DRB1, mais un doute subsiste. Les autres peptides ont des résultats de AAG,g mitigés et dépendant
de chaque alléle. En conclusion, comme pour la modélisation IEDB, chaque peptide répond

différemment vis-a-vis de I'accroche avec les différents alléles des molécules HLA.

3) Conclusion sur la sélection des peptides

La sélection des peptides potentiellement épitopes, a partir des 180 peptides de 15-mers
possibles, a pu étre simplifiée en utilisant des méthodes de modélisation moléculaire. Deux méthodes

ont été utilisées pour réaliser et appuyer la sélection :

- La méthode de modélisation de 'lEDB avec le programme MHC-II-binding qui permet de
calculer la probabilité d’accroche entre un peptide et une molécule HLA en fonction de son
alléle.

- La méthode de modélisation par simulation de dynamique moléculaire qui permet
d’évaluer la stabilité du complexe HLA-peptide en milieu aqueux au cours d’une

dynamique moléculaire.
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L’utilisation de plusieurs méthodes permet d’additionner les avantages de chaque technique. La
meéthode de I'lEDB est une technique rapide, I'analyse des données est plus longue, mais elle permet
d’éliminer facilement des peptides qui ont de trop faibles probabilités d’accroche pour tous les alleles
étudiés. De plus, cette méthode indique la position la plus probable des acides aminés dans la poche.
Ce critére est trés important compte tenu de I'étude, qui demande qu’un acide aminé spécifique soit
orienté vers le récepteur du lymphocyte T. Ce critére a permis d’affiner la premiére sélection de
peptides effectuée, de plus il sera utilisé pour placer correctement les peptides lors de la modélisation
par dynamique moléculaire. Pour ce qui est de cette seconde technique mise en ceuvre, la phase de
préparation des complexes HLA-peptide est trés longue, c’est pourquoi les 180 peptides initiaux ne
peuvent étre tous analysés. De plus les phases de calcul demandent I'accés a un super-ordinateur, et
sont également longues ; ainsi que les phases d’analyse des données. Par contre cette technique est
trés précise. Elle permet de simuler une phase aqueuse et le comportement des complexes HLA-
peptide en mouvement dans celle-ci, ce qui est trés proche de la réalité et donc trés puissant
comparé a I'lEDB qui prend en compte des structures statiques issues de modéles cristallins. De plus
la technique de I'« alanine scanning » mise en ceuvre est une méthode qui s'utilise également sur des
modeéles enzymatiques in vitro pour déterminer 'implication d’un acide aminé dans un site actif.’®

Cette méthode est fiable et rapide a mettre en ceuvre.

Au total, a partir des 180 peptides de 15-mers possibles et des 7 alleles des HLA-DRB1 les
plus frequemment rencontrés dans la population caucasienne, les deux méthodes de modélisation
moléculaire ont permis de sélectionner 14 peptides potentiellement immunogénes (cf. Tableau 10
p.107). Le Tableau 13 ci-aprés présente 9 de ces 14 peptides qui ont pu étre analysés par les deux
méthodes de modélisation sur 6 des 7 alléles les plus fréquents sélectionnés. Pour chacun des 9
peptides, les résultats de la modélisation par dynamique moléculaire sont présentés sur la premiére
ligne, puis les résultats de la modélisation IEDB sont présentés sur les deuxiéme et troisieme lignes
avec les percentiles calculés ainsi que les positions qu’a pris la lysine en fonction des « cores »
fournis par le programme de 'l[EDB. Le code couleur pour les AAGyng €st le méme que celui présenté
précédemment pour le Tableau 12 (cf. p.110). Pour ce qui est des percentiles, les meilleures valeurs
sont celles inférieures a 15 (en vert), celles comprises entre 15 et 31 montrent encore une légére
probabilité d’accroche (en orange), par contre les valeurs supérieures a 30 refletent une trop faible
probabilité d’accroche (en rouge). Les positions de la lysine dans la poche des HLA sont
représentées par un modéle binaire. Les 1 témoignent d’une bonne orientation de la lysine vers de
TcR alors que les 0 désignent une orientation opposée. Les positions flanquantes sont quant a elles
symbolisées par des -, et la position 5, préférée pour une bonne présentation, est un 1 bleu et en

gras.

Les résultats obtenus pour les deux types de modélisation peuvent donc étre comparer. Sur les 54
résultats comparés, seuls 12 (encadrés en rouge) sont en désaccord. En grande partie ce sont les

peptides LK-15 et TG-15 qui concordent le moins entre les deux techniques. Et au niveau des alléles,
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ce sont les HLA-DRB1*1101 et 1301 qui sont les plus divergents. Il n’'y a que pour le complexe HLA-
DRB1*0701-TG-15 que le AAGy;,q montre une stabilité du complexe alors que le percentile de 'lEDB
dénote d’une faible accroche. Les 11 autres désaccords présentent un bon percentile alors que la
modélisation par dynamique moléculaire indique une faible stabilisation du complexe (Tableau 13).

Alleles HLA-DRB1*
1301 0301

Peptide

0701 1101 1501 0101

‘ AAGblnd

LF-15 percentlle
|+ | 1 | - | - | 1 | 1 | posion

[ 2aGu

PT-15 ‘ percenTiIe
|+ | 1 | 1 | 1 | o | o [ posion

| 2997 | 5600 | 6953 | 4773 | 77‘ AAGping

LK-15 ‘ percenl:ile
| 0/1/- | 0/0/1 | 1/1/- | position

AAGblnd

SF-15 percentlle
| it | 1 | e | i1 | 0s1 | 170 | posiion
‘ AAGbi d

FS-15 percen:lle
1 | o+ | o+ | 1 | 4+ | 1 | posion

‘ AAGying

VL-15 percentlle
|+ | o | o | 1 | 1 | 1 [ posion

| 0,063 [ ArGy

TG-15 ‘ percenl:ile

position

AAGying

VC-15 percentlle
o | o+ | 1 [ 1 | 1 | 1 | posion

| 7,080 | AnGy

KV-15 ‘ percentile
position

Tableau 13 : Résultats de modélisation obtenus pour 9 peptides sur 6 alléles de HLA-DRB1. Pour AAGping : sont
représentées en vert les valeurs inférieures a -1 kcal/mol, en orange celles comprises entre -1 et 0 kcal/mol, et en
rouge celles supérieures a 0 kcal/mol. Pour les percentiles IEDB : sont représentées en vert les valeurs inférieures
a 15, en orange celles comprises entre 15 et 31 et en rouge celles supérieures a 31. Pour les positions : le 1 signifie
que la lysine est placée en direction du TcR, et plus particulierement la position 5 si le 1 est en gras et bleu, le 0
signifie qu’elle est dirigée vers le HLA, et le - signifie qu’elle est en zone flanquante. Les résultats encadrés en
rouge sont ceux non concordants entre les calculs du AAGying et de I'IEDB
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Malgré les désaccords entre les deux méthodes, les 14 peptides sélectionnés seront tous
synthétisés dans le but de controler l'efficacité de nos méthodes de prédiction, voire méme de les
départager sur les points discordants. La pertinence de la méthode de dynamique moléculaire permet
de mettre celle-ci en avant, le peptide LK-15 pourrait alors servir de contrdle négatif en vue de la
validation des tests biologiques. Ces derniers, en ne répondant pas pour un seul des peptides
modifiés par I'antibiotique ayant des mauvaises prédictions in silico, permettent de prouver l'efficacité
de la méthode de sélection des peptides ainsi que la sélectivité des tests biologiques. Pour
synthétiser ces peptides, la stratégie évaluée comme étant la plus flexible, sélective et économe va

étre mise en ceuvre, c’est-a-dire celle qui passe par la synthése d’'un monomeére lysine-pénicilline.

. Synthése des monomeéres

En raison de la synthése des peptides selon la stratégie Fmoc, les monoméres synthétisés
devront étre de type Fmoc-Lys(pénicilline)-OH. Les pénicillines répondant au méme type de
mécanisme d’ouverture du cycle B-lactame par les nucléophiles, la méme voie de synthése sera
utilisée pour la pénicilline G (7) et pour 'amoxicilline (4), la différence résidant essentiellement sur le
nombre et la nature de groupements réactifs a protéger sur l'antibiotique avant I'ouverture du B-

lactame. La synthése sera mise au point sur la pénicilline G (7) puis élargie a 'amoxicilline (4).

1) Synthése du monomére Lys-PG

La stratégie de synthése envisagée est décrite dans le schéma rétrosynthétique ci-apres.
Ainsi le monomére (92), résultera de la déprotection sélective de I'acide carboxylique du motif lysine
et d’une protection de la fonction amine issue du cycle thiazolidine de la pénicilline G. L’ouverture de
la pénicilline G (93) dont la fonction acide carboxylique aura été protégée, sera réalisée par la lysine
(94) adéequatement protégée sur son motif amino-acide. Les synthons (93) et (94) seront préparés au
départ des produits commerciaux : la pénicilline G (7) sous forme de sel de sodium, et la lysine
protégée par un Fmoc sous sa forme acide avec 'amine de sa chaine latérale soit protégée par un

groupement R4 (95), soit non protégée (96) (Schéma 39).
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/—OR /=0
Oze_l\\l/f’ déprotection de I'acide/ (93) O/\O 1 (7) O/\@
H|Iq B protection de I'amine N(;;D
2 %OR1 > +
O ouverture ®
du B-lactame x© “NH3 NHR,
protection
FmocHN
COOH de l'acide
FmocHN FmocHN
(92) COOR3 COOH
(94) (95)
SiRy=H (96)

Schéma 39 : Rétrosynthése du monomeére Lys-PG protégé (92)

Afin que le monomeére Lys-PG (92) puisse étre directement utilisé dans une synthése de peptide
selon une stratégie Fmoc il est indispensable de protéger adéquatement ce dernier en choisissant

judicieusement les groupements protecteurs orthogonaux Ry, Ry, R; et Ry.

a) Choix des groupements protecteurs

Lors d’'une synthése peptidique selon la stratégie Fmoc un clivage final de tous les
groupements protecteurs du peptide se fera en conditions acides. Les deux groupements protecteurs
R1 et R, présents sur le monomeére final (92) qui sera incorporé dans la synthése peptidique doivent
donc étre des groupements acido-labiles, ce qui permettra un clivage de ces groupements en méme
temps que la déprotection finale du peptide. Par contre ils devront résister aux conditions basiques de
clivage du groupement Fmoc lors de la synthése peptidique, ainsi que celle de clivage du groupement
protecteur de I'acide carboxylique de la lysine (R3). Pour ce qui est de ce dernier, il ne doit donc étre
ni acido-labile, pour éviter la déprotection de I'acide carboxylique et de I'amine secondaire de la
pénicilline G (7) lors de la derniére étape de clivage de Rj, ni baso-labile pour éviter le clivage du
groupement N*-Fmoc lors de la derniére étape de la synthése. A premiére vue, le type de clivage

possible pour le groupement R; reste 'hydrogénation catalytique ou un clivage métallo-catalysé.?*?*°
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sensibles aux acides
résistantes aux bases et
aux conditions

de clivage de R3

sensible aux bases

COOR3;=— résistante aux bases
et aux acides

Schéma 40 : Choix des groupements protecteurs orthogonaux pour la synthése de la Fmoc-Lys(pénicilline G
protégée)-OH (92)

Pour le groupement protecteur de l'acide carboxylique de la pénicilline G (7) (R{) une
protection stable en conditions basiques, et labile en conditions acides a été envisagée : I'ester de
tert-butyle (97). Cette protection est courante, et elle a déja été mise en pratique sur un B-lactame
dans une publication de Stedman. L’acide 7-aminocéphalosporanique (98) est protégé en 7-
aminocéphalosporanoate de tert-butyle (99) avec un exces d’isobuténe, a chaud dans un tube scellé,

avec un rendement de 52%.%%

H
‘ HN, H
HN, B o /J\(exceS) 2 :l;rs
- H,SO, conc. (4,7 éq.) N~ o
:I;NK/ o = -~ O T 52w
(0]
N

1,4-dioxane 0 a 30°C 2h
O

(98) (99)

Schéma 41 : Protection de I'acide 7-aminocéphalosporanique (98) en ester de tert-butyle (99) d’aprés Stedman®

Les mémes conditions ont donc été appliquées a la pénicilline G (7) mais le groupement tert-butyle
n'a pas pu étre introduit. D’autres conditions plus douces ont alors été testées, en présence de
bromure de tert-butyle, d’aprés un mode opératoire de Chevallet ou des rendements de I'ordre de 80
a 100% sont atteints, pour des acides aminés N-protégés.??” Malheureusement ces conditions n’ont
pas été satisfaisantes pour la pénicilline G (7) (Entrée 1, Tableau 14). Un procédé élaboré par
Nahmany et al. en conditions neutres, sur des substrats désactivés par des groupements
électroattracteurs en a, a alors été expérimenté : la pénicilline G (7) est mise en présence de tert-
butanol avec un agent de couplage (DCC).?*® Toutefois cette méthode n’a pas mené au produit désiré
(97) (Entrée 2, Tableau 14).
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“,  Reéactif (éq.) Solvant

Oy, 1 Ok

//\O Température Temps //\;V
@
m @ (97)
-Br (48 éq.) DMAC | 0,13M | 55°C
2 -OH (1,25 éq.) | DCC (1 éq.) DCM 1M TA | 15 min

Tableau 14 : Tentatives de protection de I'acide carboxylique de la pénicilline G (7) par un groupement tert-butyle

L’encombrement généré par le groupement tert-butyle ainsi que par le carbone quaternaire en 3 de la
fonction acide est alors mis en cause. Un groupement protecteur moins encombrant est donc
envisagé pour la protection de la pénicilline G (7). Une publication de Chow et al., rapporte une
protection des pénicillines G (7) et V (14) par un groupement benzyle avec des rendements de 84 et
83% respectivement.?”® Cependant, le groupement benzyle n’est pas acido-labile, ce mode opératoire
a donc été adapté au para-méthoxybenzyle (PMB). Ce groupement répondant bien aux critéres fixés
puisqu’il est clivable en milieu acide. L’ester de para-méthoxybenzyle de pénicilline G (100) a été

obtenu avec succes et a I'échelle du gramme (Schéma 42).

(1,3 €q.)
//\o 80%
DMF TA 4h30

Oy
Oy AT

o//g%
(7) Na (100)

e

Schéma 42 : Protection de I'acide carboxylique de la pénicilline G (7) en ester de para-méthoxybenzyle (100)

Pour ce qui est de la N°>-Fmoc lysine (96), le groupement protecteur résistant aux acides et
aux bases qui a d’abord été envisagé est le groupement allyle. Ce groupement peut étre facilement
déprotégé dans des conditions douces métallo-catalysées au palladium(0) (formant une liaison T1-
allyle) ce qui n'atteindra pas le reste de la molécule.?® Une des techniques les plus simples pour
réaliser une estérification en présence d'un alcool avec une petite chaine carbonée sous forme

liquide est de l'utiliser comme solvant et de passer par la formation d’un chlorure d’acide a l'aide d’'un
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agent chlorant, le plus connu est le chlorure de thionyle. De plus, ce dernier peut étre utilisé en exceés,
ayant un point d’ébullition de seulement 75°C, il est facilement éliminable par évaporation sous
pression réduite. Pour les acides aminés, I'une des protections qu’on retrouve souvent dans la
littérature est I'ester de méthyle. C'est donc a partir d'un mode opératoire de Granier et ses
collaborateurs, de la protection de la Fmoc-Lys-OH (96) en Fmoc-Lys-OMe (101) avec un rendement
de 78%, que la protection en ester d’allyle de N’-Fmoc lysine (102), a été réalisée.”® Le produit
souhaité (102) est obtenu avec un excellent rendement sous la forme d’'un chlorure d’ammonium
(Schéma 43).

NH> NH3@ Ca
SOCl, (2 éq.)
> quant.
AlIOH reflux 3h
FmocHN FmocHN O\/\
O o)
(96) (102)

Schéma 43 : Protection de la Fmoc-Lys-OH (96) en ester d'allyle (102) sous forme de sel de chlorure

En vue de tester d’autres types de groupements protecteurs pour optimiser au mieux
l'ouverture de la pénicilline G (7), une étude bibliographique, non exhaustive, a été réalisée pour
tenter de trouver d’autres groupements protecteurs. Comme spécifié plus haut, la protection en ester
de méthyle est la plus simple chimiquement et expérimentalement parlant. Mais les techniques de
déprotection impliquent une saponification avec des bases fortes (par exemple LiOH) qui conduiraient
a la perte du groupement Fmoc, et parfois méme a des racémisations.?*"#*? Cependant certaines
méthodes douces pour la déprotection d’ester de méthyle existent. Des enzymes sont capables de
reconnaitre ce motif, telles que la thermitase, comme présentée dans une publication de Reissmann
et Greiner. Cette enzyme est capable d’agir en milieu organique (5% DMSO), et a chaud (55°C). De
plus, I'étude réalisée par Reissmann et Greiner met en avant le fait que dans 50% de DMSO [l'action
protéolytique de I'enzyme est nulle, tandis que son action esterolytique est toujours présente ce qui
évite la dégradation des peptides lors de la déprotection. Malgré le milieu légérement basique, la
déprotection des peptides N-Fmoc esters de méthyle (103) et (104) a pu étre réalisée avec succes
nécessitant 140 et 100 minutes respectivement pour atteindre 90% de formation des produits (105) et
(106) (Schéma 44).2%
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Fmoc-Val-Asn-Phe-OMe thermitase (30 pg/mL), Fmoc-Val-Asn-Phe-OH
(concentration substrat a 10 mM) -

(103) (105)
ou DMSO/pH-stat pH 7.5 (1/1) ou
Fmoc-Val-Asn-Phe-Ser-OMe 55°C CaCl; (0,5 mM) Fmoc-Val-Asn-Phe-Ser-OH
(104) (100 a 140 minutes pour (106)

90% de conversion)

Schéma 44 : Déprotection de I'ester méthylique sur les peptides 51 03) et (104) a I'aide de la thermitase d’aprés
Reissmann et Greiner

Une autre méthode de déprotection sélective a été décrite dans une publication de Di Gioia et al.?*

Un mélange de AICI; et de N,N-diméthylaniline (DMA) permet selon le ratio, de déprotéger
sélectivement I'ester de méthyle des acides aminés (107), menant aux composés N-Fmoc sous forme
acide (108) ou alors de déprotéger le N-Fmoc et accéder aux composés N-acétyle (109) apres

réaction avec de I'anhydride acétique (Schéma 45).

1) AICI3 (10 &q.) 1) AICI; (7 éq.)
R DMA (4 éq.) R DMA (11 éq.) R
67-98% )J\ oMe DCMreflux4h  groc OMe _DCM_ reflux_ Fmoc OH g3.98%
N N + N
H 2) Ac0 H 2) H30 H
O DCM TA 2h O O
(109) (107) (108)

Schéma 45 : Déprotection sélective du groupement méthyle ou 9-fluorénylméthoxycarbonyle sur des acides aminés
(107) en fonction de la proportion AICI3/N,N-diméthylaniline (3DMA) d’apreés la publication de Di Gioia et ses
collaborateurs?

L’espéce active formée lors de la réaction entre le trichlorure d’aluminium et la N,N-diméthylaniline
est le complexe (110), présenté au Schéma 46 ci-aprés. Lorsque la DMA est introduite en défaut, elle
est entierement consommée pour former le complexe (110). Par contre, le trichlorure d’aluminium
n‘ayant pas servi a la formation du complexe (110) viendra se chélater au site le plus basique, a
savoir 'atome d’oxygéne de la fonction carbamate. La déprotection du groupement Fmoc aura alors
lieu. A linverse si c’est le trichlorure d’aluminium qui est introduit en défaut, il sera entierement
consommeé a la formation du complexe (110), et c’est ce dernier qui agit comme un acide de Lewis
plus encombré, qui ne pourra donc pas se chélater au carbamate de 9-fluorénylméthyle. Il agira
uniqguement sur la fonction ester et induira le clivage du groupement méthyle. Mécanistiquement, les
auteurs supposent ne pas étre en présence d’un cation méthyle qui serait capté par la DMA, mais
plutét d’étre en présence d’'un mécanisme de Sp2 désalkylante par la DMA sur I'ester de méthyle

activé par le complexe (110).
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Schéma 46 : Formation de I’espéce active entre AICI; et la DMA d’aprés Di Gioia et al.
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L’inconvénient de cette technique réside dans le fait que le trichlorure d’aluminium en présence d’un
excés d’'un composeé aromatique, de type N,N-diméthylaniline ou anisole, est également connu pour
déprotéger des esters de para-méthoxybenzyle.?** De plus, les groupements protecteurs des amines
tels que les carbamates de para-méthoxybenzyle (Moz), de tert-butyle (Boc) et de benzyle (Cbz) sont

également touchés par ces conditions de clivage.?**?%

Cette méthode de déprotection ne sera donc pas considérée de par la possibilité de perdre le
groupement protecteur de I'acide carboxylique de la pénicilline G (7) (PMB). De plus, le choix du
groupement protecteur R, de 'amine secondaire formée lors de I'ouverture du cycle B-lactame serait

trop restreint si cette technique de déprotection était choisie.

Une autre méthode douce employée pour déprotéger sélectivement les esters peu encombrés tels
que ceux de méthyle ou d’éthyle consiste a réaliser une Sy2 désalkylante avec des nucléophiles

anioniques ou neutres tels que ceux présentés en Schéma 47.2772%

petits groupements
protecteurs uniquement

)OJ\ H )O]\ H o© H ©
RS Y—N
R u\ojﬁH TR OI;/L'W“ o Rko ’ H\?: u

:Nu (Anioniques ou Neutres)= I",CI", t-BuO", CN", NCS", RS  ou RSH, R,NH, DBN, DBU

Schéma 47 : Mécanisme de la Sy2 désalkylante et les types de nucléophiles possibles, un petit groupement
protecteur est nécessaire a la formation de I'intermédiaire a 5 centres

Les nucléophiles puissants tels que CN’, I ou RS sont préférés et en particulier les ions | sont ceux
les plus souvent utilisés.?®”° Un exemple de Biron et Kessler publié¢ en 2005 relate de la
déprotection par une Sy2 désalkylante avec Lil des acides aminés N*-méthylés et protégés par un
groupement ortho-nitrobenzénesulfonyle (111) (Schéma 48).>*° Les rendements sont trés bons et
vont de 83 a 99% (excepté pour une cystéine et une histidine respectivement S- et N-trityle pour
lesquelles les rendements sont de 35 et 33%, la fragilité du groupement trityle étant mise en cause
dans la publication). La sélectivité de la méthode par rapport aux esters et éthers de fert-butyle ainsi

que les carbamates de benzyle et de tert-butyle est également démontrée dans cette publication.?*
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Schéma 48 : Sy2 désalkylante sur les acides aminés (111) avec Lil d'aprés une publication de Biron et Kessler’*

Au vu de cette méthode de déprotection sélective, la protection de la N-Fmoc lysine (96) a donc
également été réalisée avec le groupement méthyle. Les conditions mises en ceuvre sont les mémes

20 mais dans du méthanol au lieu de I'alcool

que pour la protection en allyle (c¢f. Schéma 43 p.117),
allylique. Le composé protégé sous forme d’ester de méthyle (101) est également obtenu avec un

rendement quantitatif.

Un troisiétme groupement protecteur a par la suite été envisagé : le 2-(triméthylsilyl)éthyle
(TMSE). Les méthodes de déprotection les plus connues de I'ester de TMSE sont [l'utilisation des

fluorures ou des acides.?®?*!

Ces deux techniques ne répondent pas aux critéres fixés, le
groupement Fmoc étant sensible aux fluorures,*? et les groupements R; et R, sur la pénicilline,
sensibles aux acides. Cependant, il existe des méthodes moins connues qui permettent une
déprotection sélective de l'ester de TMSE. Par exemple une méthode utilisant une enzyme :
I'Alcalase-CLEA (cross-linked enzyme aggregates) présentée par Nuijens et ses collaborateurs.?*
Cette enzyme est sélective non pas du substrat, mais de la chaine principale des acides aminés, et
permet des déprotections d’'une variété d’esters d’acides aminés (113) avec des trés bons taux de
conversions et rendements (Schéma 49). Les produits (114) obtenus montrent que les groupements
protecteurs des amines tels que les carbamates de benzyle, de tert-butyle ou de 9-fluorénylméthyle
ne sont pas touchés par la déprotection. De méme les groupements protecteurs des acides ne sont

pas atteints s’ils ne sont pas placés sur la chaine principale du peptide (Tableau 15).

8, L s i
/4, ~I\2 /s,
R{” O Alcalase-CLEA Ry OH
© >n Tampon phosphate © )n
O. (pH 7,5)/t-BuOH o.
R ou R,
Tampon phosphate
(113) (pH 7,5)/1,4-dioxane (114)
(171, viv)
37°C 16h

Schéma 49 : Déprotection sélective des esters de la chaine principale des acides aminés (113) par I’Alcalase-CLEA
d’aprés Nuijens et al*®?
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s Conversion Rt

a 96% 87%
b | 2 GIu Cbz All 97% 85%
c |1 Asp Boc All 98% 87%
d 2 Glu Boc All 98% 86%
e 1 Asp Fmoc All 95% 77%
f 2 Glu Fmoc All 97% 78%
g 1 Asp Cbz TMSE 95% 85%
h 1 Asp Fmoc | PTMSE 96% N.C.

Tableau 15 : Différents substrats (113) sujets a la déprotection a I'Alcalase-CLEA d’aprés Nuijens et al*®

Une autre déprotection des esters de TMSE est une méthode utilisant le BF3;°Et,O. Testée en premier
lieu sur des éthers, elle est également fonctionnelle sur des esters, comme le montre Taylor et al.
dans une publication de 2006.* Le pentasaccharide (115) est sélectivement déprotégé de ses éther
et ester de TMSE par I'action du BF;°Et,0, suivie d’'une chromatographie sur silice avec un solvant
trés polaire qui permet de re-protonner les espéces et de donner le composé (116) avec un trés bon

rendement (Schéma 50).

OAc

AcO HoN HO
AcO
A0 O-TisE
&/Aco ACO&W

OBz
OTMSE

(115)

1) BF3* OEt, | 2) Chromatographie
(13 eq.) sur silice
CHCI3/MeOH/H,0

DCM TA 1h (18/12/2,7)

OAc
AcO H2N HO
ACO&\ %o O
AcO I_OH o_ o NH,
SK\;‘ : (@] O
(@)
OH

(1 16)
97%

Schéma 50 : Déprotection sélective des ester et éther de TMSE du pentasaccharide (115) d'aprés Taylor et al.®*
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Le mécanisme mis en jeu est une B-élimination qui a été décrite par Jansson et ses collaborateurs en
1988 sur l'alcool porté par le carbone anomérique de sucres.?* Le trifluorure de bore va dans un
premier lieu chélater 'oxygéne porté par le carbone anomérique, un de ses fluors va alors servir de
nucléophile pour attaquer le silyle et permettre la B-élimination avec le dégagement d’éthyléne
gazeux. L’'espéce déprotégée est donc sous la forme -O-BF,, qui est facilement hydrolysable pour

mener au composé déprotégé sous forme -OH (Schéma 51).

F
o) FZBKSiMe3 o BF2,

""‘é,,rk/(é@ﬂ ”H{RA/O

Schéma 51 : Mécanisme de clivage du groupement TMSE par le BF3°Et.O postulé par Jansson et al.

H2C:CH2 + F_S|Me3

245

Cependant, le groupement Fmoc est également la cible des acides de Lewis. Néanmoins I'équipe de
Motiei et ses collaborateurs décrit le couplage entre le sucre (117) et la Fmoc-Ser-OAll (118) par
BF3+Et,O, menant au produit (119) avec un bon rendement et sans provoquer la perte du groupement

Fmoc (Schéma 52).2%

OAc OAc _Fmoc

AcO _Fmoc BF3+ OEt, (4 éq.) AcO HN
AcO O OAc * HIN ~ AcO O o B 78%
HO———~copal DCM 0°CaTA 24h ~ COOAI
OAc OAc
(2 ¢q.) (1¢€q.)
(117) (118) (119)

Schéma 52 : Couplage entre le sucre (117) et la Fmoc-Ser-OAll (118) en présence de BF3°Et,0 sans provoquer le
clivage du groupement Fmoc d'aprés Motiei et al.**®

Les conditions de déprotection au BF3°Et,O sont donc compatibles avec I'utilisation d’un groupement
protecteur Fmoc. La synthése de la lysine protégée par le groupement TMSE a donc été envisagée.
L’alcool 2-(triméthylsilyl)éthanol n’est pas un bon candidat pour étre a la fois réactif et solvant, il sera
donc introduit en quantité stcechiométrique, laissant I'opportunité a I'amine primaire de la chaine
latérale de la lysine d’attaquer le carbonyle activé et de cycliser le produit de départ. Cette amine
devra donc étre protégée. Le groupement protecteur choisi ne doit pas nécessiter un clivage en
milieu basique pour ne pas toucher le Fmoc, ni en milieu acide pour préserver le TMSE. Les
groupements les plus communs répondant a ces critéres sont : le carbamate de benzyle (Cbz) et le
carbamate d’allyle (Alloc). Le produit de départ choisi est la N*Fmoc N°-Cbz lysine (120)

commerciale.
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La synthése de la lysine protégée s’effectue donc en deux étapes : la premiére est la formation de
l'ester (121) en passant par un chlorure d’acide formé par action du chlorure de thionyle sur I'acide
carboxylique de la lysine (120). La seconde consiste en I'’hydrogénolyse du carbamate de benzyle
protégeant I'amine de la chaine latérale de la lysine. Cette deuxieme étape permet alors de choisir
quel sera le contre ion du sel formé, ce qui peut étre un avantage étant donné que le contre ion peut
jouer un réle dans la réaction d’ouverture de par I'équilibre entre les formes —NH, et —NH;" de la
lysine. L'influence de sels d’acides minéraux et organiques pourra donc étre évaluée. Deux produits
ont été préparés avec des bons rendements globaux sur les deux étapes de 82% pour la formation

du chlorure d’'ammonium (122) et de 85% pour 'acétate d’'ammonium (123) (Schéma 53).

3 oﬁ<j> S oﬁ<j> HoN® x

HN 1) SOCl; (3,4 €q.) HN Pd/C (cat) H,

DCM reflux 3h HX (1 éq.)

2) Ngi O EtOH TA 4h
7l (1,2 éq.) COOTMSE

COOH DCM TA 24h COOTMSE FmocHN
FmocHN FmocHN

(120) (121) (122) x=cl  97%
85% (123) X=O0Ac quant.

Schéma 53 : Protection de la Fmoc-Lys(Z)-OH (120) en ester de TMSE sous forme de sel de chlorure (122) et de sel
d'acétate (123) en deux étapes

En conclusion, mis a part le groupement tert-butyle qui n’a pas pu étre introduit sur la
pénicilline G (7), les fonctions acides carboxyliques des lysines (96) et (120) et celle de la pénicilline
G (7) ont été protégées, sous forme d’ester, avec de trés bons rendements allant de 80% a des
rendements quantitatifs. Une fois le choix des groupements protecteurs judicieusement effectué et les
composés synthétisés, la mise au point de I'étape clé peut étre entreprise : I'ouverture du cycle -
lactame de la pénicilline G protégée en ester de para-méthoxybenzyle (100) par les différentes
lysines sous forme de sel de chlorure, protégées en ester de méthyle (101), d’allyle (102) ou de 2-

(triméthylsilyl)éthyle (122) ou sous forme de sel d’acétate en ester de TMSE (123).

b) Ouverture du cycle B-lactame de la pénicilline G par des lysines

Le point délicat de I'étape d’ouverture du B-lactame par les lysines est la basicité de la
fonction amine distale et I'utilisation du groupement protecteur N°-Fmoc sur 'amine proximale. En
effet, il a déja été rapporté dans la littérature que la lysine sous sa forme N°-NH, est capable de cliver
le groupement N’-Fmoc protégeant sa chaine principale.?’ Ayant les 4 lysines protégées (101),
(102), (122) et (123) sous forme de sel d’ammonium, I'élément incontournable de cette étape sera
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l'introduction d’'une base pour libérer 'amine de la chaine latérale de la lysine sous sa forme N°-NH,
réactive. Le pKa de cette amine est situé autour de 10, la base choisie devra donc étre forte. Elle sera
alors capable de générer un clivage compétitif du groupement N*-Fmoc sur 'amine de la chaine
principale de la lysine.?** Plusieurs conditions ont donc été évaluées dans le but de limiter la
déprotection du groupement Fmoc et d’augmenter la conversion en faveur de l'ouverture du (-
lactame (Tableau 16). Pour libérer 'amine distale, deux bases ont été testées, le carbonate de
potassium, base inorganique insoluble en milieu organique, et la diisopropyléthylamine (DIEA), base
organique encombrée soluble en milieu organique. Dans le cas du K,COs;, la lysine est dans un
premier temps prétraitée par ce dernier, puis aprés filtration de la base, elle est introduite sous sa
forme N°-NH, dans le milieu réactionnel en présence de la pénicilline protégée (100). Dans le cas de
la DIEA, soluble dans le milieu, elle est directement introduite dans le mélange de sel de lysine (101)
et de pénicilline (100). Les rendements s’avérent moins bons en présence de K,COj : aprés 20h de
réaction a température ambiante, le produit ester de méthyle (124) est obtenu avec un rendement
quasiment identique a celui obtenu avec de la DIEA apres seulement 7h (Entrées 1 et 2, Tableau 16).
La DIEA étant une base encombrée, elle libere moins rapidement 'amine distale de la lysine que lors
du prétraitement au K,CO; de cette derniéere. Il est donc conclu qu’en présence d’'une grande quantité
d’amine libre dans le milieu réactionnel, la compétition entre le clivage du groupement Fmoc et
'ouverture du B-lactame de la pénicilline penche en faveur du clivage. L’amine de la chaine latérale
de la lysine doit donc étre libérée lentement. Par ailleurs, en plus de l'utilisation de la DIEA,
'augmentation de la température de réaction permet d’améliorer la vitesse d’ouverture du B-lactame.
Ainsi, quand le milieu réactionnel est porté a reflux, le temps de la réaction est abaissé a 4h et permet
une légére amélioration du rendement (Entrée 3, Tableau 16). Pour ralentir la libération de I'amine
base, et de ce fait la déprotection de 'amine de la chaine principale de la lysine, une addition plus
lente de la DIEA a été testée. Pour ce faire, un équivalent de DIEA a été introduit en trois portions
dans le milieu réactionnel, toutes les heures. Pour le produit ester de méthyle (124), le rendement est
augmenté a 54% (Entrée 4, Tableau 16). Ces mémes conditions ont donc été reproduites pour les
ouvertures avec les esters d’allyle (102) et de TMSE (122), mais les rendements sont plus modestes
comparés a l'ester de méthyle (124) (Entrées 5 et 6, Tableau 16), exception faite du produit (126),
résultant de I'ouverture de la pénicilline (100) avec I'ester de TMSE sous forme de sel d’acétate (123),
qui présente un bon rendement de 56% (Entrée 7, Tableau 16). Ce meilleur résultat par rapport a
l'utilisation du sel de chlorure (122) est explicable par I'équilibre existant entre les formes amine libre
—NH, et ammonium —-NH;" pour un sel d’acétate d’ammonium. L’optimisation des conditions
d’ouverture avec l'ester d’allyle sous forme de sel de chlorure (102) est passée par la modification
des proportions des réactifs : pour étre en défaut de lysine et de base, la pénicilline (100) est
introduite en excés, ou en quantité quasiment stoechiométrique. Cependant, les proportions
lysine/DIEA/pénicilline influencent peu l'efficacité de la réaction (Entrées 5, 8 et 9, Tableau 16). Pour
optimiser au mieux la réaction, I'addition de la base a donc été encore ralentie : I'addition de la DIEA
en continu via l'utilisation d’un pousse-seringue a permis d’augmenter le rendement d’ouverture

(Entrées 9 et 10, Tableau 16). Le temps de I'addition a alors été augmenté et un meilleur rendement
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de 49% est obtenu pour une addition en 4h30 suivie d’une heure de réaction (Entrée 11, Tableau 16).

Néanmoins, un temps prolongé d’addition de la DIEA favorise la perte du groupement Fmoc et

diminue alors le rendement d’ouverture (Entrée 12, Tableau 16).

m:l;rf HaN®x ng_H;\\I/J/

(100)

//\O

Base (éq.)
DCM (0,2 M)
+
Température
COOR,  'emps \
FmocHN
FmocHN
(101) X=Cl, Ry=Me COOR;
(102) X=CI,Rz=All (124) Rz =Me
(122) X=Cl, R;=TMSE (125) Rz =Al
(123) X =OAc, R; = TMSE (126) R3;=TMSE

o e ST T

(101) 115 pl_';e;;i't;g%‘: i TA | 20h  28%
2 (101) | Me 1/1,5 DIEA (1,5 éq.) | en une fois TA 7h 25%
3 (101)  Me 11,5 DIEA (1,5 éq.) enune fois | reflux 4h 31%
4 (101) | Me 11,5 DIEA (1,5 ég.) | en trois fois | reflux 4h 54%
5 (102) All 11,5 DIEA (1,5 éq.) en trois fois | reflux 4h 35%
6 (122)  TMSE 11,5 DIEA (1,5 ég.) | en trois fois | reflux 4h 38%
7 (123) TMSE 11,2 DIEA (1,2 éq.) en trois fois | reflux 4h 56%
8 (102) All 1,51 DIEA (1,1 égq.) | en trois fois | reflux 4h 30%
9 (102) All 1,11 DIEA (1,1 éq.) en trois fois | reflux 4h 32%
10 (102) All 1,11 DIEA (1,1 ég.) | en continu | reflux 4h 38%
11 (102) All 1,11 DIEA (1,1 éq.) encontinu | reflux  5h30 @ 49%
12 (102) Al 1,1/1 DIEA (1,1 éq.) | encontinu | reflux 9h 46%

Tableau 16 : Différentes conditions testées en vue de I'optimisation de I'ouverture du cycle B-lactame de la
pénicilline G protégée en ester de PMB (100) par différentes N-Fmoc lysines protégées (101), (102), (122) et (123)
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En conclusion les meilleurs rendements en produits de couplage Lys-PG sont de 54% pour le
produit ester de méthyle (124), 49% pour le produit ester d’allyle (125) et 56% pour le produit ester de
TMSE (126).

Apres les bons résultats obtenus avec le sel d’acétate de lysine (123), des essais de conversion du
sel de chlorure de I'ester d’allyle (102) en sel d’acétate ont été expérimentés. La synthése en deux
étapes au départ de la lysine N°-Cbz (120) reproduisant les conditions d’obtention de I'ester de TMSE
(123) (cf. Schéma 53 p.123) ne sont pas applicables a ce substrat de par sa fonction allyle, sensible
aux réductions catalytiques. Le chlorhydrate de lysine (102) est donc filtré sur du Na,COj; solide dans
une solution d’acide acétique a 2 M dans du méthanol, ou bien il est traité par une solution de nitrate
d’argent dans de l'acide acétique, ou encore par une solution d’acétate de sodium en vue de la

précipitation du chlorure de sodium mais sans succes.

Au cours des études d’ouverture du [(B-lactame, une attention particuliere a été portée aux
possibles épimérisations des deux centres sensibles en position C5 et C6 de la pénicilline. En régle
générale les produits obtenus sont énantiomériquement purs, sauf pour I'ester de TMSE (126) qui a
été obtenu une seule fois en mélange diastéréomérique. Cette réaction a donc été étudiée plus en

détail pour tenter de déterminer le centre épimérisé.

c) Etude de I'épimérisation de la pénicilline G en solution

La formation des épiméres a été observée lors de I'utilisation de la lysine ester de TMSE sous
forme de sel d'acétate (123) et d’1,2 équivalent de DIEA, ajoutée en trois portions, dans du
dichlorométhane porté a reflux pendant 4h. Lors de cet essai, le rendement obtenu était de 68%, soit
bien supérieur a ceux généralement obtenus pour ces réactions douverture. Le mélange de
diastéréoisoméres a été analysé en chromatographie HPLC, et un ratio de 85:15 entre les deux
diastéréoisoméres a été déterminé (Schéma 54). Sont potentiellement épimérisables sur ce composé

(126) : le centre stéréogéne de la lysine, %%

et les centres C5 et C6 du motif pénicilline. Cependant,
d’aprés la littérature, le centre 5 est plus enclin a une rétention de configuration imposée par la
compression stérique liée au cycle thiazolidine.'® La raison pour laquelle une épimérisation associée
a une augmentation du rendement en produit de couplage a été observée une seule fois dans ces

conditions reste cependant inexpliquée.
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sur un des deux centres 5 ou 6
de la pénicilline ou sur la lysine

Schéma 54 : Réaction ayant menée a I'obtention d'un mélange de deux diastéréoisoméres du produit (126)

L’épimérisation est également observable en RMN du proton : sur les spectres, le doublet a 5,54 ppm
intégrant pour 1 proton, représente le proton porté par une des deux amines secondaires de la
molécule (126) n'ayant qu’un seul voisin. C’est-a-dire 'amine de la chaine principale de la lysine, ou

'amine située sur le centre 6 de la pénicilline.

La Figure 26 ci-aprés compare la zone située entre 5,38 et 5,68 ppm des spectres RMN 'H (CDCls,

400 MHz) des produits (126), en mélange diastéréomérique avec un ratio de 85:15 et non épimérisé.

A)

M P

T T T T T T
586 55 5.4 56 5.5 5.4
- o

Figure 26 : Observation du centre épimérisé du produit ouvert protégé en ester de TMSE (126) par RMN H (CDCls,
400 MHz) sur le signal a 5,54 ppm (A) comparé au signal obtenu quand le composé (126) est énantiomériquement
pur (B)

B)

~—5.65

——553

—556

—2552

551
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La superposition des autres signaux du spectre RMN 'H obtenu pour le mélange de
diastéréoisoméres ne permet pas lidentification du centre épimérisé. Ainsi, ces deux
diastéréoisoméres ont été séparés par HPLC préparative. Le diastéréoisomére majoritaire a été
caractérisé en RMN 'H et "*C, conduisant a I'identification du composé (126) présentant une rétention

de la configuration de la pénicilline G (7) naturelle (Figure 27).

H
©_>/*NH=S

O (R) (R)
HN

//~ (126)

FmocHN
COOTMSE

Figure 27 : Représentation du diastéréoisomére majoritaire du produit (126), isolé et caractérisé du mélange
épimérisé

Par contre les quantités du diastéréoisomére minoritaire sont trop faibles pour permettre I'élucidation
de sa structure tridimensionnelle par RMN, quelles que soient les conditions de solvant, de champs et

de techniques (microsonde) utilisées.

Une stratégie alternative a alors été étudiée pour tenter d’élucider le centre épimérisé. Il a été
choisi d’ouvrir la pénicilline (100) par un analogue de la lysine (123) dépourvu de centre asymétrique,
le 6-aminohexanoate de TMSE (128). Un des avantages de cette stratégie est qu’elle permettrait une
simplification des spectres RMN. Pour obtenir le produit (127), la pénicilline protégée en ester de
PMB (100) sera ouverte par 'hexanoate (128), lui-méme obtenu par l'estérification de l'acide 6-
aminohexanoique (129) (Schéma 55). Si le produit (127) est obtenu en mélange diastéréomérique,

I'épimérisation du centre 6 du motif pénicilline sera confirmée.

Oy Oy
g >
o) HN " ouverture du y
NH ~/—~0PMB

//*OPMB _pactame | (100)
+
®®OAC 0 | protection 0
COOTMSE (128) (129)

(127)
Schéma 55 : Rétrosynthése du composé (127)
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Pour estérifier 'acide 6-aminohexanoique (129) par le (triméthylsilyl)éthanol, I'acide doit étre
activé. Il est donc nécessaire de préalablement protéger I'amine pour éviter la lactamisation de la
molécule. La premiére étape a donc consisté en la protection de I'amine primaire. De maniére
similaire a la synthése de la lysine (123), la fonction amine est protégée par un carbamate de benzyle
selon le mode opératoire décrit par Schmuck et al.?*® Le carbamate (130) est obtenu avec un
rendement de 96% puis est directement engagé dans la seconde étape sans purification.
L’estérification est réalisée dans les conditions décrites par Gu et ses collaborateurs, en présence de
DCC et d’'une quantité catalytique de 4-diméthylaminopyridine (DMAP).>" L’ester (131) est obtenu
avec un trés bon rendement de 84% en seulement 2h. La derniére étape de déprotection de I'amine
est exécutée également selon le protocole de Schmuck et ses collaborateurs.?*® Bien qu’efficace sur
le 6-benzyloxycarbonylaminohexanoate de fert-butyle, 'hydrogénation catalytique en présence de
palladium sur charbon dans du THF laisse I'ester de TMSE (128) inchangé (Entrée 1, Tableau 17).
Dans une publication de Sajiki, 'hydrogénolyse du groupement carbamate de benzyle sur des N-Cbz
sérine ou thréonine dans du méthanol a température ambiante conduit au produit déprotégé en 30
minutes avec des rendements quantitatifs.”®> De plus, avec cette méme méthode, Gu et ses
collaborateurs déprotégent la Fmoc-Lys(Z)-OTMSE (121) en 3 heures avec 80% de rendement.?’
Cependant, au départ de notre substrat (131) cette méthode ne conduit pas au produit escompté
(128) et le produit de départ est récupéré inchangé (Entrée 2, Tableau 17). Seule l'utilisation du
catalyseur de Pearlman donne le produit déprotégé (128) avec un rendement quantitatif (Entrée 3,
Tableau 17). En conclusion, le composé (128) a été synthétisé en 3 étapes a partir de 'acide 6-

aminohexanoique (129) avec un rendement global de 81% (Schéma 56).

©/\O)J\CI
o)
OH (1,1 6q.)

O  NaOH (2N) 0°C a TA 1h ()A H

@)

(129) (130)
96%

DCM DCC (1,5 éq.)
DMAP (0,8 éq.)

HO\/\ /
2h
1,5
AcOO Catalyseur O (1,5¢€q.) |
® AcOH ( 5
H3N/\/\/\[(O\/\Sli w \/\SI

o) | Solvant (0,2 M)
Température

(128) Temps (131)

84%

Schéma 56 : Synthése du sel d’acétate de 6-aminohexanoate de 2-(triméthylsilyl)éthyle (128) a partir de I’acide 6-
aminohexanoique (129)
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récupération du

1 éq. Pd/C THF 40°C produit de départ

. récupération du

2 1 éq. Pd/C MeOH TA 24h produit de départ
3 2 éq. Pd(OH),/C MeOH TA 5h quant.

Tableau 17 : Différentes conditions utilisées pour I'hydrogénolyse catalytique du produit (131) en (128)

L’'ouverture de la pénicilline G protégée en ester de PMB (100) a ensuite été entreprise avec
le sel d’acétate de I'ester de TMSE (128) dans les conditions présentées au Schéma 57. Trois essais
ont été réalisés et les bruts réactionnels ont été analysés par LC-MS. Deux pics a des temps de
rétentions proches, présentent la méme empreinte UV et le méme spectre de masse. Ces derniers

confirment la présence de deux diastéréoisoméres avec un ratio compris entre 89:11 et 71:29

(Schéma 57).
o : }—NH
AcO NHg o :Z—‘“y
m oA N
NH =
p=ve a
DIEA (1,2 éq.) © \\Q\O
//\O .\ ajoutée en 3 fois \  86%

O DCM reflux 4h (89:11)
(@) épimérisation

2 o
_ o

O Si—

5 g

(1,2 eq.) Si—
/ \

(100) (128) (127)

Schéma 57 : Synthése du composé (127) : outil de la détermination du centre épimérisé

L’analyse du mélange de diastéréoisoméres (127) par RMN 'H et "*C ne présente pas de
dédoublement des signaux, ce qui ne permet pas la détermination du centre épimeérisé par RMN.
Parmi les deux centres possiblement épimérisables: le C5 et le C6 du motif pénicilline, les

suppositions de Meng nous laissent penser que le centre épimérisé serait le C6.'%

Il est intéressant de noter que le rendement obtenu lors de l'ouverture de la pénicilline
protégée (100) par la lysine (123) est plus faible comparé a celui obtenu lors de I'ouverture avec
I'ester de TMSE (128) qui ne posséde pas la partie -NHFmoc. On peut donc conclure que la
présence du groupement Fmoc induit des rendements d’ouverture plus faibles de par son clivage

prématuré.
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Pour finir, 'ouverture de la pénicilline protégée (100) par l'acétate d’ammonium (128) a
également été mise en ceuvre dans des conditions optimisées. Pour ce faire, la réaction est réalisée a
température ambiante. De plus, trés peu de base est introduite. La cinétique est plus lente, mais
n'impacte pas le rendement. Le produit (127) est alors obtenu avec un rendement quantitatif.
Cependant, il est obtenu énantiomériquement pur, prouvant que la température a une influence sur

I'épimérisation (Schéma 58).
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Schéma 58 : Optimisation de la réaction d'ouverture de la pénicilline G protégée en ester de PMB (100) par le sel
d'acétate du 6-aminohexanoate de 2-(triméthylsilyl)éthyle (128)

En conclusion, le produit (126) a été observé une fois en mélange diastéréomérique, le centre
épimérisé restant a élucider. La séparation des épiméres et 'analyse de ces derniers n’ayant pas
permis d’identifier le centre épimérisé un analogue du produit (126) dépourvu du centre stéréogéne
de la lysine a été synthétisé. Trois essais de synthése ont mené au produit (127) avec en moyenne
un ratio diastéréomérique de 83:17. Le centre épimérisé est supposé étre en position 6 du motif
pénicilline. La température de réaction pourrait étre la cause de I'épimérisation. Cependant, cette
épimérisation n’ayant été observée qu’au départ de sels d’acétates d’ammonium, le contre ion
acétate peut également jouer un réle dans cette épimérisation. Malgré les meilleurs rendements
d’ouverture observés avec ces dérivés, les sels de chlorure seront préférés étant donné qu’aucune
épimérisation n’a été observée lors des ouvertures du cycle B-lactame avec les lysines (101), (102) et
(122).

d) Protection de 'amine endocyclique

L’'ouverture du cycle B-lactame de la pénicilline protégée (100) par les différentes lysines
protégées, a libéré 'amine secondaire en position 3 sur le cycle thiazolidine de la pénicilline. Cette

amine doit donc étre protégée pour pouvoir accéder au monomeére (92) souhaité. Comme vu
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précédemment dans la section « Choix des groupements protecteurs » (cf. Chapitre | partie Ill 1) a)
p.114), le groupement protecteur de 'amine R, doit étre sensible aux conditions acides et résister aux
conditions basiques employées lors de la synthése peptidique ainsi que celles mises en ceuvre pour

déprotéger la fonction acide de la lysine.

Un des groupements protecteurs répondant a ces critéres est le carbamate de fert-butyle (Boc).
L’amine endocyclique des produits (124), (125) ou (126) est mise en solution dans du THF a chaud
avec du dicarbonate de di-tert-butyle, malheureusement le produit protégé (132) n’a pas été obtenu
(Entrée 1, Tableau 18). L’encombrement autour de 'amine secondaire est donc mis en cause. Pour
éviter ce probleme — déja rencontré lors de la protection de la fonction acide de la pénicilline G (7) —
lintroduction d’'un groupement moins encombré est expérimentée: le carbamate de para-
meéthoxybenzyle (Moz). L’amine endocyclique des produits (124), (125) ou (126) est : 1) soit mise en
présence d’une base et de chloroformiate de para-méthoxybenzyle, généré in situ a partir de I'alcool,
en suivant le mode opératoire de Blaser et ses collaborateurs (Entrée 2, Tableau 18),%°
2) soit mise en présence d’'une base et de 4-méthoxybenzyl-4-nitrophénylcarbonate (Moz-OPhNO,)

ou de Moz-Ns, plus réactif (Entrées 3 et 4, Tableau 18).?>*** Cependant, ces méthodes n'ont pas

%ﬁf

permis d’accéder au produit convoité (133).

%Ny

Réactif 1 (éq.)
Réactif 2 (éq.)

Base (éq.
//\OPMB (¢a.) RZ//\OPMB
Solvant (conc.)
Température
Temps
FmocHN FmocHN
COOR; COOR;
(124) R;=Me (132) R, =Boc, R; = Me, All ou TMSE
(125) Ry =All (133) R, =Moz, R; = Me, All ou TMSE
(126) R, =TMSE

m Réactif 1 (éq.) Réactif 2 (éq.) Base (éq.) Solvant -

(Boc),0O (3 éq.) DIEA (3 éq.) 0,20M | 40°C
Moz-OH triphosgéne DIEA (1,3 éq. 0°C a | 4h puis
(1.3 éq.) (0,6 &q.) ouis 2,5 éq.) | PCM | OIOM T Ty
Moz-OPhNO, ) pyridine
(1,7 éq. puis 2 6q.) (1.9 éq.) DCM 0,07 M | reflux 24h
Moz-N3 DMAP
(2.4 éq.) - (16 éq.) DCM 0,03 M | reflux 24h

Tableau 18 : Tentatives de protection de I'amine endocyclique des produits d’ouverture avec les groupements
protecteurs acido-labiles Boc et Moz

132



Ces deux protections Boc et Moz sont probablement trop volumineuses pour accéder a I'amine
secondaire de la thiazolidine. Un autre groupement protecteur a donc été testé : le carbamate de
benzyle. Ce dernier est par contre beaucoup moins sensible aux conditions acides mais peut tout de

méme étre clivé dans des conditions forcées.?*®

Le carbamate de benzyle est introduit avec succes sur les trois produits (124), (125) et (126). Pour ce
faire : un large excés de chloroformiate de benzyle est introduit ainsi qu'un excés de base. De plus, le
chloroformiate de benzyle est introduit par portion pour éviter sa dégradation dans le milieu
réactionnel. La réaction est réalisée a chaud pour pouvoir activer 'amine et écourter le temps de la
réaction. Les rendements en produits protégés (134), (135) et (136) sont médiocres. L’encombrement
et la difficulté pour le réactif d’atteindre 'amine sont encore une fois mis en cause. Les meilleurs
résultats ont été obtenus pour I'ester de méthyle (134) lorsque 10 équivalents de chloroformiate de
benzyle sont utilisés. Quant aux esters d’allyle et de TMSE, 12,5 et 14 équivalents de chloroformiate
de benzyle sont nécessaires pour obtenir les thiazolidines protégées avec des rendements de 62%
(Schéma 59).

: >‘NH EPR Rs = Me (10 éq.) >/“NH H .
OOW Rs = All (12,5 éq.) OOW
NHHN / R; = TMSE (14 éq.) NHI}I /
O/f\OPMB addition en 5 fois_ Zo/f\OPMB

DIEA (2 éq.)
DCM reflux 7h

FmocHN FmocHN
COOR; COOR;
(124) R3=Me (134) Rs=Me 49%
(125) Rz =All (135) Rs=All 62%
(126) R;=TMSE (136) R;=TMSE 62%

Schéma 59 : Protection de I'amine endocyclique des composés (124), (125) et (126) par le carbamate de benzyle

En conclusion I'amine endocyclique est difficlement protégeable du fait de son
encombrement. Cependant le groupement carbamate de benzyle a pu étre introduit avec des

rendements corrects.
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e) Déprotection de la fonction acide carboxylique de la lysine

Le clivage du groupement protecteur de la lysine ne peut pas étre réalisé avec des acides de
Bronsted ou de Lewis tels que AICI; pour éviter la déprotection des groupements R; et R, de la
pénicilline, ni en milieu basique pour éviter la déprotection de 'amine de la chaine latérale de la

lysine.

Les premiers essais de déprotection ont été réalisés sur I'ester de méthyle (134), selon une Sy2
désalkylante (cf. Schéma 48 p.120).%*° L’ester de méthyle (134) est mis en solution dans de I'acétate
d’éthyle avec un excés d’'iodure de lithium. Méme aprés 24h de réaction, le produit de départ (134)

est retrouvé intact (Schéma 60).

o) o)
(@] iy @] "
N~ Lil (5 éq.) N~/
NHS = NHS ~
o AcOEt reflux 24h o
0 0
\ \
FmocHN FmocHN
COOMe COOH
(134) (137)

Schéma 60 : Tentative de clivage du groupement méthyle par une Sy2 désalkylante d’aprés le mode opératoire de
Biron et Kessler.?*

La déprotection de l'ester de TMSE a alors été tentée. Parmi les deux méthodes de clivage
sélectionnées précédemment, celle utilisant l'acide de Lewis BF3;°Et,O a été expérimentée (cf.
Chapitre | partie Ill 1) a) Schéma 50 p.121).2*** |’ester de TMSE (136), traité par un excés de
trifluorure de bore éthérate n’a cependant pas mené a l'acide (137), le groupement PMB protégeant

I'acide du motif pénicilline étant le premier a étre clivé.
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o) ﬁ o) ﬁ
ol 1 o
N BF4* EL,O (2,8 éq.) N

| < | <
NH 5 /0 ’ NH 5 J~0
o DCM TA 2h o
o) o)
\ \
FmocHN FmocHN
COOTMSE COOH
(136) (137)

Schéma 61 : Tentative de clivage du groupement 2-(triméthylsilyl)éthyle en présence de trifluorure de bore éthérate

En dernier lieu des essais de déprotection du produit ester d’allyle (135) ont été réalisés. Le
groupement allyle a l'avantage d’étre facilement clivé en condition neutre avec un complexe de
palladium (0) soluble dans les solvants organiques, par exemple le palladium
tétrakis(triphénylphosphine). La réaction doit étre réalisée en présence d’'une molécule qui piegera le
groupement allyle dégagé. Pour ce faire les dérivés de la morpholine sont usuellement utilisés.?>2%
Cependant, le groupement Fmoc résiste peu & un traitement a la morpholine.?*? Une base faible (ou
un de ses dérivés) peut alors étre utilisée : I'acide barbiturique. Comme le démontre le brevet de
Nishimura et Shimawaki, l'action du palladium tétrakis(triphénylphosphine) et du dérivé N,N-
diméthyle de I'acide barbiturique sur I'ester d’allyle de la cystéine protégée N-Fmoc et S-TMSE (138)
permet d’obtenir avec un trés bon rendement le produit (139) sous sa forme acide carboxylique.?®” De
plus, cet exemple montre que les thio-éthers dans ces conditions ne piégent pas le catalyseur au

palladium (Schéma 62).

O

<AL

N~ N7 (2¢q.)

S o] O S
~"TMs . ~"TMs
i ol PA(PPhy), (5 mol%) o so
moc\u MeOH TA  4h moc\u °

O O

(138) (139)

Schéma 62 : Déprotection sélective du groupement allyle sur la Fmoc-Cys(TMSE)-OAII (138) a I'aide de palladium
tétrakis(triphénylphosphine) et du dérivé N,N*-diméthyle de I'e215c7ide barbiturique d’aprés un brevet de Nishimura et
Shimawaki
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Cette réaction est transposable aux pénicillines qui possédent également une fonction thio-éther dans
leur cycle thiazolidine. La déprotection est donc effectuée selon le protocole de Nishimura et
Shimawaki avec de l'acide barbiturique comme piégeur d’allyle. Ce dernier étant soluble dans
I'éthanol, un mélange de solvant entre I'éthanol solubilisant I'acide barbiturique et du dichlorométhane
dans lequel le produit (135) est mis en solution, a permis d’accéder au composé (137) avec de trés

bons rendements de 80%, et a I'échelle du gramme (Schéma 63).

<::>F_>r_ H o
NH = )J\NH NH H

S
O \)/ HN - S
o ,

NH, = © © L
7 Q 1,5 éq. zZ 5
o L@\ 1.5¢a) g ° 80%
\' PPh, (cat) \
DCM/EtOH (2/1)
FmocHN TA 1h FmocHN
§ O OH
\ 0
(135) (137)

Schéma 63 : Clivage du groupement allyle du composé (135) avec du palladium tétrakis(triphénylphosphine) et de
I’acide barbiturique.

Le mécanisme mis en jeu lors de cette déprotection est présenté dans le Schéma 64 ci-aprés.
En premier lieu le complexe Pd(PPh3), perd un de ses ligands pour donner le Pd(PPh3); qui s’engage
dans un cycle catalytique au cours duquel il s’associe au groupement allyle du composé (135)
(représenté par la lettre R), en perdant un autre ligand. Une addition oxydante permet de former le
complexe Tr-allyle et de passer le palladium a I'état d’'oxydation (ll). Un échange de ligand permet au
groupement R de se détacher du complexe, puis I'acide barbiturique (B-H) intervient. Il induit un
eéchange de contre-ion du complexe en donnant son proton au groupement R qui représente le
produit convoité (137). Un autre échange de ligand permet au groupement B d’étre complexé avec le
palladium, une élimination réductrice abaisse le palladium a [I'état d’oxydation (0) puis une
dissociation permet de libérer I'acide barbiturique ayant piégé l'allyle ainsi que de recouvrer le

Pd(PPh3); qui est alors réengagé dans le cycle catalytique (Schéma 64).

136



]
HN o O NHZ O
o)
\
I Pa)PPhy), Y 4 o
B “ FmocHN ~ X
o AR o)
D'SSOC""‘% Pd(0)(PPhg)s (19) (435
+ Association
A~B PPhs
PPhg + =
Pd(0)(PPhs), A + PPh,
|
Elimination Pd(0)(PPhs),
réductrice ) Addition oxydante
PN (ionisation)
LPd(l) Pd(ll)
B l?\Phg, ; PPh;
N\ PAN
o OBy /
B R=®pd(ll)
©Pd(ll) Echange o &' ppn,

PhsP pph, contre-ion

O NH* O
X
HN NH
Ao
FmocHN OH H H
O
(137)

Schéma 64 : Mécanisme de clivage du groupement allyle par le palladium tétrakis(triphénylphosphine) et I’acide
barbiturique256

Le monomeére (137) en main, les peptides sélectionnés précédemment (cf. Chapitre | partie I
3) p.110) ont pu étre synthétisés. Ces synthéses ont été réalisées par la société Proteogenix a
Schiltigheim (67). Les couplages sont réalisés selon la stratégie Fmoc, en présence d’HOBt et de
DCC a 30°C dans du DMF. Les peptides sont ensuite déprotégés de leurs groupements protecteurs
via un traitement en présence de 95% de TFA. Aprés une purification par HPLC sur une colonne C18,
les peptides atteignent des puretés de l'ordre de 80%. Cependant, comme suggéré lors de la
protection de I'amine endocyclique, le carbamate de benzyle n’est pas trés enclin a étre clivé en

milieu acide, a moins de conditions poussées. Les peptides une fois totalement déprotégés
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présentent encore le carbamate de benzyle sur 'amine de la thiazolidine. L’analyse de masse des
peptides purifiés montre un excés de 134 Da entre le peptide obtenu et celui attendu. Cet écart de

masse correspond a la présence du groupement carbamate de benzyle.

Des essais de clivage de ce groupement par une hydrogénation catalytique au palladium ont alors été
réalisés. Aucune des méthodes entreprises, méme les plus douces, n’a permis de cliver ce
carbamate sans décomposer tout le peptide.?**?°?*° Encore une fois, 'encombrement stérique
autour l'amine endocyclique pourrait expliquer l'accés difficile des réactifs permettant de la
déprotéger. La faible réactivité de I'amine pourrait alors étre tournée a notre avantage. Aussi, avons-

nous choisi de ne pas protéger 'amine de la thiazolidine pour la suite de la synthése.

La déprotection de I'acide carboxylique de la lysine est donc effectuée sur 'adduit Lys-PG
(125) dépourvu de groupement protecteur sur I'azote du cycle thiazolidine. La réaction est réalisée
dans les conditions de Nishimura et Shimawaki.?®” Le produit déprotégé (140) est obtenu avec un trés

bon rendement de 86%, et a I'échelle du gramme (Schéma 65).

0
©_>7NH H NN ©_>/*NH d

=S =S
e e
:8_HN( /o OMO :2_HN( <z

o} ( \ o)

NH = 1,2 €q. NH =
o} - 0 86%

0\ PPh; (cat.) O\
DCM/EtOH (2/1)
FmocHN TA 1h FmocHN
COOAII COOH
(125) (140)

Schéma 65 : Clivage du groupement allyle sur le composé (125) dans les conditions de Nishimura et Shimawaki

Non seulement cette stratégie nous permet d’augmenter le rendement de déprotection de
I'ester d’allyle, mais elle nous permet également d’améliorer le rendement global de la synthése du
monomere en supprimant deux étapes de protection et de déprotection. Le monomere (140) a donc

éteé utilisé pour réaliser la synthése des peptides sélectionnés pour I'étude sur la pénicilline G (7).

f) Conclusion sur la synthése du monomére Lys-PG

Pour conclure, le monomeére Lys-PG (140) a été synthétisé en 4 étapes avec un rendement
global de 34%. A partir du sel de sodium de la péniciline G (7), la protection de son acide
carboxylique par un groupement para-méthoxybenzyle donne le composé (100) avec un trés bon
rendement. La lysine commerciale (96) N°-protégée par un groupement Fmoc a ensuite été protégée

au niveau de sa fonction acide carboxylique en ester d’allyle, aboutissant au chlorhydrate (102), avec
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un rendement quantitatif. L'ouverture du B-lactame de la pénicilline protégée (100) par la lysine
protégée (102) conduit au produit ouvert (125) avec un rendement modeste. La derniére étape de la
synthése a consisté en la déprotection de la fonction acide de la lysine. Le clivage du groupement
allyle, dans des conditions douces, méne au monomeére souhaité (140) avec un excellent rendement.

Les rendements ont pu étre maintenus a I'échelle du gramme (Schéma 66).

H
@ﬁr% ST Oy
A
o NJ/ (13éq) :l;'/f (100)
o

DMF TA 4h30 80%

(7)

/}\O O
O ) ® o
Na \

(1€q.)
-+

SOCl, (2éq.) (102)
AIIOH reflux 3h quant.
COOH COOAIl
FmocHN FmocHN
(0,9 éq.)
(96)
reflux DIEA (1 éq.)
h ajoutée en continu
5h301 pem
X
O ' , e) - \)/
HN OMO Ozg_HN( /"
(1,2 €9.) PPh; (cat. NH =
Pd(PPh3)4 (Cat.) (@)
DCM/EtOH (2/1) 0\
TA 1h
FmocHN FmocHN
COOH COOAIl
(140) (125)
86% 49%

Schéma 66 : Récapitulatif de la synthése du monomeére Lys-PG (140)

La synthése des 14 peptides sélectionnés a donc été effectuée avec succés avec ce monomere (140)
par la société Proteogenix. La viabilité de la stratégie de synthése mise en place permettant de
passer par un monomeére de type acide aminé modifié est donc confirmée. En suivant le modéle mis
en place pour le monomére Lys-PG (140), la synthése du monomeére lysine-amoxicilline a été

entreprise.
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2) Synthése du monomeére Lys-AX

Le déterminant antigénique de 'amoxicilline (4) est — comme pour la pénicilline G (7) — obtenu
par I'ouverture du cycle B-lactame de la pénicilline par 'amine nucléophile de la chaine latérale des
lysines. En suivant la logique adoptée pour la synthése du monomeére Lys-PG, la rétrosynthése
présentée en Schéma 67 ci-aprés permet d’accéder au monomeére Fmoc-Lys(amoxicilline protégée)-
OH souhaité (141). Ce dernier est obtenu par une déprotection sélective de I'acide carboxylique de la
partie lysine du produit de couplage entre I'amoxicilline protégée sur ses fonctions réactives par des
groupements R, R, et R, (142) et une N’-Fmoc lysine orthogonalement protégée sur sa fonction
acide carboxylique par un groupement Rj; (94). Elle sera elle-méme issue de la Fmoc-Lys-OH
commerciale (96). Comme pour le monomére lysine-pénicilline G (140), une amine secondaire est
formée lors de l'ouverture du cycle B-lactame. Fort de I'expérience acquise par I'étude sur la
pénicilline G (7), la décision de ne pas protéger cette amine a été prise. L’amoxicilline (142) sera
quant a elle protégée au niveau de sa fonction acide carboxylique par un groupement R; du méme
type que celui utilisé pour protéger la pénicilline G (7). La différence réside dans le fait qu’elle doit
également étre protégée sur ses fonctions amine primaire et phénol, qui peuvent étre réactives, par
des groupements protecteurs notés R, et R;. Cette amoxicilline protégée (142) sera issue de

'amoxicilline commerciale (4) (Schéma 67).

NH,

H
H
N 2
Hom S
N

S Y
protection S /
des fonctions 7
NHR, réactives (4) O//\OH
0 H
NHR, R4O =S
R,O (0]
NH H N
J =S O /:
d OR
Ozg_Hl\\l/f’ déprotection (142) O/\ !
H /,/ o de l'acide *
R ————
O/‘ ouverture X@ @NH3 NH,
du B-lactame
protection
—1
FmocHN de l'acide
COOH FmocHN FmocHN
(141) COOR; COOH
(94) (96)

Schéma 67 : Rétrosynthése du monomere Lys-AX protégé (141)

La premiére étape de la synthése est donc axée sur le choix des groupements protecteurs Ry, Ry, R3
ainsi que R4. Comme pour la synthése du monomeére Lys-PG (140), le choix doit permettre d’avoir

des groupements protecteurs orthogonaux en vue de protections et déprotections sélectives.
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a) Choix des groupements protecteurs

Aprés les bons résultats obtenus pour la synthése du monomeére Fmoc-Lys(PG-OPMB)-OH
(140), l'utilisation du groupement allyle comme groupement protecteur de la fonction acide
carboxylique de la lysine semble rester un bon compromis pour cette nouvelle problématique de
synthése. Cette lysine (102) a donc été synthétisée par la méthode présentée dans I'étude sur la
pénicilline G (7) (cf. Chapitre | partie Ill 1) a) Schéma 43 p.117).

La stratégie Fmoc étant utilisée pour cette synthése, comme pour I'étude sur la pénicilline G (7), les
groupements protecteurs Ry, R, et Ry, présents sur 'amoxicilline (142) devront étre acido-labiles pour
pouvoir étre clivés en fin de synthése peptidique. lls devront également étre résistants aux bases
puisque la synthése peptidique requiert des traitements basiques lors de I'ajout de chaque acide
aminé du peptide, ainsi qu'aux conditions de clivage métallo-catalysées de la fonction allyle (Schéma
68).

sensibles aux acides
résistants aux bases et
aux conditions de
OOR1 clivage de l'allyle

. sensible aux métallo-catalyses
sensible aux bases

Schéma 68 : Choix des groupements protecteurs orthogonaux pour la synthése de la Fmoc-Lys(amoxicilline
protégée)-OH (141)

Au vu des bons résultats obtenus lors de I'insertion du groupement para-méthoxybenzyle pour
protéger la fonction acide carboxylique de la pénicilline G (7) (cf. Chapitre | partie lll 1) a) Schéma 42
p.116), ce groupement va également étre utilisé pour la protection de l'acide carboxylique de
'amoxicilline (4) (R4). Ce groupement pouvant également étre utilisé dans le but de protéger des
alcools sous forme d’éthers, il va aussi étre utilisé pour protéger le phénol de 'amoxicilline (4) (R4 =
R+1). Pour ce qui est du groupement R, protégeant 'amine primaire de 'amoxicilline (4), le carbamate
de tert-butyle (Boc) a été sélectionné puisqu'il répond a tous les critéres fixés précédemment. La
synthése de I'amoxicilline protégée (142) se déroulera en deux temps, dans un premier temps I'amine
sera protégée par le groupement Boc, conduisant a l'intermédiaire (143), puis les fonctions acide

carboxylique et phénol seront protégées en méme temps par le groupement para-méthoxybenzyle.
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Dans le but de protéger 'amine primaire de 'amoxicilline commerciale (4) par un carbamate
de tert-butyle, des méthodes classiques ont été testées dans un premier temps. La faible solubilité de
I'amoxicilline (4) dans les solvants organiques est due au fait qu’elle soit sous forme zwitterionique a
I'état naturel. En conséquence elle est parfaitement soluble dans l'eau. Les premiers tests de
protection de I'amine sont donc réalisés dans un mélange de solvant 1,4-dioxane/eau ou
tétrahydrofurane (THF)/eau. Les premiers essais s’inspirent des travaux de la littérature menés au

%0 ou de lacide ortho-aminobenzoique (145).*' Les conditions de

départ de la glycine (144),
protection utilisent le dicarbonate de di-tert-butyle introduit en léger exceés, en présence de soude

comme base (Schéma 69).

A) + B) (Boc),0 (1,1 éq.) o
on . on ; O NaOH (2 N)

HzN/\[f (Boc),0 (1,5 éq. ) OC\N/\I( OH 7 pH=10 OH
1,4-dioxane/ H o ! THF/H,O (1/1) _Boc

NaOH (1N, 1,5 éq.) ; NH, (0,45 M) N

(1/1) (0,4 M) ! TA 6h
(144) TA 24h (146) ! (145) (147)
98% ' 75%

Schéma 69 : Protectlons des amines primaires en carbamate de tert-butyle d’aprés Zang et aI sur la glycine (144)
(A) Oetd’ aprés Verma et al. sur I'acide ortho-aminobenzoique (145) (B)

Cependant, dans ces conditions, I'amoxicilline protégée (143) n’est pas obtenue (Entrées 1 et 2,
Tableau 19), 'amoxicilline (4) s’étant rapidement dégradée. Les conditions aqueuses et fortement
basiques ne sont pas adaptées a notre substrat: ce dernier pouvant s’ouvrir par I'addition du
nucléophile OH". Ponnusamy et ses collaborateurs ont montré que les acides aminés (glycine (144),
phénylalanine (148), tyrosine (149) et proline (150)) pouvaient également étre protégés par un
groupement Boc en milieu organique (DMF) en présence d'une base également organique,

faiblement nucléophile : la triéthylamine (Schéma 70).%%?

L’application de ces conditions a
'amoxicilline (4) s’est avérée infructueuse, méme en augmentant les quantités de réactif (Entrées 3, 4
et 5, Tableau 19). Le traitement est alors remis en cause : pour obtenir les acides aminés sous forme
N-Boc protégés et acide libre (146), (155), (156) et (157), Ponnusamy et al. acidifient le milieu en fin
de réaction.”®® Cependant, dans notre cas, 'amoxicilline (143) reste en phase aqueuse et se dégrade
pendant le traitement aqueux. Méme lors de la lyophilisation de la phase aqueuse, le produit N-

protégé (143) n’est pas récupéré.
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O

(Boc),0 (éq.)
Base (éq.)
> dégradation
\X Solvant (conc.) HO j;()/

Température
COOH Temps
COOH
(4) (143)
Entrée (Bo 1 Base (éq.) Solvant Conc. Temps | Référence
1,56éq. NaOH (3éq.) 1,4-dioxane/H,O 0,40 M 5h30 @ Zang et al.*®°
2 1,16q. | NaOH (2 éq.) THF/H,0 045M  TA 4h Ve;,rgﬁ et
. ) 50°C a Ponnusamy
3 1,2 éq. EtsN (3,5 éq.) DMF 0,25 M TA 0,75h of a1 2%
. ; 50°C a Ponnusamy
4 3 éq. Et;N (3,5 éq.) DMF 0,25 M TA 0,75h of a].252
. . 50°C a Ponnusamy
5 4 éq. EtsN (3,5 éq.) DMF 0,25 M TA 0,75h of a1 2%

Tableau 19 : Différents essais de synthése de I'amoxicilline protégée par un carbamate de tert-butyle sur sa
fonction amine primaire (143) a partir de I'amoxicilline commerciale (4)

(Boc),O (2 éq.) 0 HCI/ H,0

N o)
0 H (pH 2,15) H
H,N Et3N (solution a 10%) (éq.) _N o ® pH 2, N
\5)J\OH DMF (conc.) Température  B°C %O H=NEt3 0°C 10 min Boc \;)kOH
R Temps R R
(144) R=H (151) R=H (146) R=H 97%
(148) R =CHyPh (152) R=CHyPh (155) R =CHyPh 97:/.,
(149) R = CHzphpOH (153) R = CH2Php0H (156) R = CHzF’hpOH g;éo
(150) = (154) = o (157) = °
N COOH N COO N COOH
H | |
Boc Boc

Schéma 70 : Protection des acides aminés (144), (148), (149) et (150) en N-Boc (146), (155), (156) et (157) d'aprés
Ponnusamy et ses collaborateurs®®

Entrée | Acide aminé | Départ | Eq. Et;N | Conc. T°C Temps Rdt

1 Gly (144)  11éq. 067M 60°CaTA  30+30min 97%
2 Phe (148) = 44éq. | 0,17M | 40-50°CaTA 10+ 30min  97%
3 Tyr (149)  44éq. 0,17M 40-50°CaTA 10+ 30min  87%
4 Pro (150) = 1,1éq. | 0,67M | 40-50°CaTA 5+30min  99%

Tableau 20 : Différentes conditions utilisées par Ponnusamy et al. en fonction de I'acide aminé étudie®”
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Etant donné la difficulté d’obtenir le produit désiré (143), la protection de toutes les fonctions
réactives de I'amoxicilline commerciale (4) est tentée en monotope (Tableau 21). Le produit
entiérement protégé (158) étant trop lipophile pour étre soluble dans I'eau, il sera récupéré dans la
phase organique. La protection en monotope a d’abord été effectuée sur la base du mode opératoire
de Ponnusamy et ses collaborateurs mais en ajoutant du bromure de para-méthoxybenzyle aprés 45
minutes de réaction. Cependant le produit désiré (158) n’a pas pu étre isolé (Entrée 1, Tableau 21).%
De plus, une analyse RMN "H du produit brut aprés extraction met en exergue le fait qu’une des deux
fonctions (acide ou phénol) n'est pas protégée par le groupement PMB. Au vu des réactivités
théoriques, le phénol est plus probablement la fonction non protégée. La réaction est alors lancée
avec une autre base, plus forte, 'hydrogénocarbonate de sodium, mais le méme spectre RMN 'H du
mélange réactionnel aprés extraction est obtenu (Entrée 2, Tableau 21). La réaction est tentée en
ajoutant de la base en deux temps: la triéthylamine pour la premiere étape de tert-
butoxycarbonylation, puis du carbonate de sodium pour I'étherification et I'estérification ; ou encore,
de la DBU a la place de la triéthylamine (son pKa étant plus élevé) (Entrées 3 et 4, Tableau 21).

Comme pour les deux autres réactions, le phénol de 'amoxicilline (4) n’a jamais été protégé.

1) (Boc),0 (2 €q.)
Base 1 (éq.) /@/\ m
DMF (0,25 M)
m 50°CaTA 075h l J/
FH WO 'S
COOH ™ (éq.)

Base 2 (éq.)
(4) 50°C a TA 0,75h (158)

“Gnrie EqPWR-Gr | Based () | Brse2(éa)  Résuta |

1 2,2 éq. Et;N (3,5 €q.) phénol non protégé
2 2,2 éq. NaHCO; (3,5 éq.) - phénol non protégeé
3 2,5 éq. Et;N (3,5 €q.) Na,COj; (3 é9.) | phénol non protégé
4 2,5 éq. DBU (3 éq.) Na,COj; (3 éq.) | phénol non protégé

Tableau 21 : Tentatives de protection des trois fonctions réactives de I'amoxicilline commerciale (4) en carbamate
de tert-butyle, ester et éther de para-méthoxybenzyle (158) en monotope
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Le manque de réactivité constaté de la fonction phénol de 'amoxicilline (4) a également été observé
dans la littérature, par Hakimelahi et ses collaborateurs.?®® Dans cette publication, I'amoxicilline (4)
est protégée par un groupement diphénylméthyle (Dpm), avec un rendement modeste, sur ses
fonctions amine primaire et acide carboxylique en présence de triéthylamine comme base (Schéma
71).

: o

"
H H (2 €q.) H H
HO ERS) Et;N (2 éq.) HO ) 65%
N\)/ N
(@]

O ACN (0,07 M) O

- TA 30h 0 B
CO,H anlo)

(4) (159) O

Schéma 71 : Protection de I'amoxicilline (4) par le groupement diphénylméthyle d’aprés Hakimelahi et al.*®®

La différence avec le mode opératoire de Ponnusamy et al. est le solvant. L’acétonitrile a 'avantage
de présenter un point d’ébullition plus bas que le DMF, permettant une élimination plus facile par
évaporation sous pression réduite. Le mode opératoire d’Hakimelahi a donc été reproduit (Tableau
22). Un mélange de (Boc),O et de para-méthoxybenzyle est utilisé en substitution du
chlorodiphénylméthane, mais aucun produit n’est obtenu (Entrée 1, Tableau 22). Pour mimer au plus
prés les conditions de Hakimelahi, des groupements protecteurs trityles ont tenté d’étre introduits. Les
trityles ont I'avantage d’étre acido-labiles contrairement au groupement diphénylméthyle (Entrée 2,
Tableau 22).?* Aprés un temps de réaction prolongé, seul un produit mono-tritylé est détecté d’aprés
une analyse LC-MS du brut réactionnel. La réaction est donc réalisée une seconde fois dans un
milieu plus concentré, avec plus d’équivalents de chlorure de trityle ainsi qu’une base plus forte : le
carbonate de potassium (Entrée 3, Tableau 22). Cependant, aucun produit n’a été isolé. Nous avons
alors reproduit la réaction de Hakimelahi dans les conditions décrites, cependant le produit (159)

attendu n’a pas été isolé bien qu’observé par une analyse de LC-MS (Entrée 4, Tableau 22).
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NHR,

m Réactif (éq.) /@/SrH

Base (é HO

% dégradation
\% ACN (conc.) / v

TA Temps
COOH P %\0R1

(4) (160) R, =PMB, R, = Boc
(161) R1 :Trt, R2:Trt
(159) R, =Dpm, R, =Dpm

m Réactif (éq.) Base (éq.) Conc. | Temps ﬂm

(Boc),0 (1,1 éq.) +
PMB-Br (1,1 &q.) | EEN(226q.) | 0.07M | 7h

2 Trt-Cl (2 éq.) EtzN (2éqg.) | 0,07 M 15h Trt | Trt
3 Trt-Cl (4 éq.) K,CO; (4 ég.) 0,12 M 15h Tt Trt
4 Dpm-Br (2 éq.) EtzN (2éqg.) | 0,07 M 3h Dpm | Dpm

Tableau 22 : Essais de protection de I'amine primaire et de I'acide carboxyllque de I'amoxicilline commerciale (4)
selon le mode opératoire de Hakimelahi et al. 209

La dégradation du produit désiré lors de I'étape de purification étant mise en cause, nous avons
envisagé de développer une stratégie de protection évitant des purifications par colonne
chromatographique ou des extractions par des phases aqueuses. Aussi, I'amoxicilline (4) est mise en
solution dans l'acétonitrile avec du dicarbonate de di-tert-butyle en trés faible excés et laissée a
température ambiante jusqu’a disparition de I'amoxicilline (4) de départ. L’amoxicilline (4) est
entierement consommée au bout de 15 heures et le produit protégé (143) est obtenu, a I'échelle du
gramme, avec un rendement quantitatif (Schéma 72). Lors de la réaction de I'alcool tert-butylique est
formé, ce produit a une température d’ébullition de 82°C, pour faciliter son élimination des co-
évaporations sont réalisées a l'aide de cyclohexane qui forme un azéotrope avec lalcool (en
proportion 60/40).

= oc 1 éq.
HO —S (BockO %) H H quant.
0o N\)%: ACN TA 15h HO RS
O P © N\)%i
COOH g /

(4) (143)

Schéma 72 : Synthése de I'amoxicilline N-Boc (143) a partir de I'amoxicilline (4)
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L’amoxicilline (4) ayant été N-protégée en carbamate de tert-butyle (143) avec succeés, la
protection de la fonction acide par le groupement para-méthoxybenzyle est entreprise. L’acétonitrile
est conservée comme solvant de la réaction. Les conditions précédemment utilisées pour la
pénicilline G (7), en présence de la triéthylamine et de bromure de para-méthoxybenzyle ne
permettent pas d’isoler 'amoxicilline di-protégée (160). Seuls des produits dégradés sont obtenus. De
plus, une grande quantité de sel de triethylamine est formée. Selon Favre et ses collaborateurs, la
fonction acide carboxylique de l'acide 6-aminopénicillanique (33) peut étre protégée par un
groupement pivaloyloxyméthyle (Pom) dans du DMF en présence de triéthylamine et de chlorure de

pivaloyloxyméthyle (Schéma 73).%%

n 9
o cl TsOg
(2€q.) ® |
HNG B Et;N (1,4 éq.) HaN = o
DMF (0,5 M) 4,5h J/ o)
N\>/ N 2 »\é 77%
! 2)APTS  AcOEt o L
o . -
COOH recristallisation O//\o/\ o
(33) (162)

Schéma 73 : Protection de I'acide carboxylique du 6-APA (32122 par un groupement pivaloyloxyméthyle d'aprés Favre
etal.

L’avantage de cette méthode est que le sel de chlorure de triethylammonium précipite aprés I'addition
d’'une grande quantité d’acétate d’éthyle dans le mélange réactionnel. Des extractions sont ensuite
réalisées pour éliminer du produit de départ n’ayant pas réagi ainsi que le DMF. La protection de
'amoxicilline N-Boc (143) en ester de para-méthoxybenzyle (160) est alors réalisée selon ces
conditions (Tableau 23). La précipitation du sel de bromure de triéthylamine est bien observée,
facilitant la purification. Aprés des extractions et lavages, le produit (160) est isolé avec du bromure
de para-méthoxybenzyle, introduit en excés (Entrée 1, Tableau 23). Les essais de purification sur
colonne de silice menant toujours a une dégradation du produit, un trés faible excés de bromure de
para-méthoxybenzyle est utilisé. De plus, le temps de la réaction est également prolongé afin
d’augmenter le rendement en produit estérifié (Entrée 2, Tableau 23). Cependant quand la réaction
est réalisée a plus grande échelle, les rendements chutent, en grande partie a cause des sels de
triéthylammonium formant une émulsion lors de I'extraction (Entrées 3 et 4, Tableau 23). Pour
permettre la consommation totale du réactif PMB-Br, ce dernier est finalement introduit dans la
réaction en léger défaut. L’amoxicilline (143) sous forme d’acide libre étant soluble dans I'eau, seul le
produit désiré (160) est isolé dans la phase organique suite aux lavages. Cette méthode permet
d’obtenir le produit (160) avec une bonne pureté, observée en RMN et en LC-MS, sans avoir a
effectuer de purifications supplémentaires par chromatographie sur colonne (Entrées 5 et 6, Tableau
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23). Pour éviter une trop grande émulsion lors des lavages, le milieu réactionnel est concentré de
moitié par une évaporation du DMF. Cependant cette manipulation cause une légére dégradation du
produit, menant a un rendement inférieur (Entrée 7, Tableau 23). En changeant la triéthylamine par la
diisopropyléthylamine, I'émulsion lors des lavages est supprimée et permet d’améliorer les
rendements. La protection de 'amoxicilline N-Boc (143) est donc réalisée a I'échelle du gramme
(Entrées 8, 9 et 10, Tableau 23). Par contre, I'utilisation de la DIEA en quantité stoechiométrique

engendre une chute du rendement (Entrées 9 et 10, Tableau 23).

O
ok s m
Base (éq.) j/:—‘/\y
m j;'/f DMF (gfml\g)s TA

COOH
(143) (160)

| Entrée | Quantité (143) | Base (éq.) | Eq PMB-Br | Temps | Rdt |

1 50 mg Et:N (1,4 éq.) 2 éq. 4,5h 52%
2 64 mg Et:N (1,4 éq.) 1,2 éq. 28h 61%
3 500 mg Et:N (1,4 éq.) 1,2 éq. 24h 51%
4 500 mg Et;N (1,4 éq.) 1,2 éq. 72h 44%
5 500 mg EtzN (1,4 éq.) 0,9 éq. 17h 38%
6 500 mg EtzN (1,4 éq.) 0,9 éq. 24h 35%
7 500 mg Et:N (1,4 éq.) 0,9 éq. 22h 28%"°
8 1,59 DIEA (1,4 éq.) 0,9 éq. 24h 77%
9 20g DIEA (1 éq.) 0,9 éq. 24h 65%
10 239 DIEA (1 éq.) 0,9 éq. 28h 67%

a : Concentration du milieu avant 'extraction conduisant a la dégradation du produit

Tableau 23 : Optimisation de la protection de I'acide carboxylique de I'amoxicilline N-Boc (143) en ester de para-
méthoxybenzyle (160)

En conclusion, la protection des fonctions réactives de 'amoxicilline (4) a été plus difficile que
pour la pénicilline G (7). La fonction phénol de I'amoxiciline (4) a finalement été estimée
insuffisamment réactive pour interférer lors de I'ouverture ou lors de la synthése peptidique et n’a
donc pas été protégée. Pour ce qui est de I'amine primaire, un carbamate de fert-butyle a pu étre
introduit avec des rendements quantitatifs, tandis qu'un ester de para-méthoxybenzyle protége la
fonction acide carboxylique de I'amoxicilline (4). La faible stabilité de ce composé dans certaines

conditions (chromatographie, température, solvant...) a pu étre constatée au cours des essais de
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synthése, et le produit protégé (160) a pu étre obtenu avec de bons rendements. Pour ce qui est de la
lysine, au vu des résultats obtenus avec le monomeére Lys-PG (140), la lysine protégée choisie a été

celle sous forme d’ester d’'allyle, précédemment synthétisée avec d’excellents rendements.

b) Ouverture du cycle B-lactame par la lysine

L’étape d’ouverture du cycle B-lactame de 'amoxicilline protégée (160) par la lysine (102) a donc été
entreprise en s’inspirant de I'étude menée sur la péniciline G (7). En premier lieu les mémes
conditions que celles appliquées a la pénicilline G (7) ont été reproduites pour I'amoxicilline (4)
(Tableau 24). L’amoxicilline protégée (160) est mise en solution avec la lysine ester d’allyle (102)
dans du dichlorométhane a reflux avec une addition en continu de la DIEA pendant 4h. Le suivi par
CCM révéle la présence du produit de départ aprés 8h de réaction. 0,8 Equivalent de lysine et de
base sont alors ajoutés et la réaction est laissée toute la nuit a reflux. Aprés purification, seuls 8% du
produit (163) sont isolés (Entrée 1, Tableau 24). Pour éviter la déprotection du groupement Fmoc sur
le produit ouvert (163), la réaction est alors relancée avec un plus large excés de lysine et de base
pour favoriser I'ouverture de I'amoxicilline (160) (Entrée 2, Tableau 24). Aprés 5h de réaction, le
rendement est amélioré, mais reste cependant faible. Un chauffage prolongé de deux heures permet
d’augmenter significativement le rendement (Entrée 3, Tableau 24). Linfluence des quantités de
lysine et de base a alors été étudiée : un léger excés (1,4 équivalent) de lysine et de base conduit au
produit d’addition avec un rendement moins bon (Entrée 4, Tableau 24). Un excés de 2,1 équivalents
de base et de lysine sera donc finalement préféré. Pour tenter d’obtenir de meilleurs rendements en
adduit Lys-AX, le chlorure de 9-fluorénylméthoxycarbonyle est introduit en fin de réaction pour
reprotéger 'amine proximale de la partie lysine du produit (163), compensant la perte du groupement
N2-Fmoc. Aprés 6h de réaction suivant I'ajout du Fmoc-Cl, les rendements sont augmentés (Entrées
5 et 6, Tableau 24). Le meilleur rendement étant atteint lors de [l'utilisation de 2,1 équivalents de
lysine et de base (Entrée 6, Tableau 24). Par contre, lorsque le temps de la réaction est diminué, les
rendements obtenus sont un peu moins bons (Entrée 7, Tableau 24). Nous avons également évalué
la nature de la base, en testant le 1,8-bis(diméthylamino)naphtaléne, plus connu sous le nom
d’éponge a proton (EP).?*® Sa basicité est plus forte que celle de la DIEA, par contre cette base trés
encombrée pourrait permettre une libération de la lysine sous sa forme N°-NH, plus lente que lors de
l'utilisation de la DIEA. L’éponge a proton est introduite en une seule portion au début de la réaction,
qui est ensuite mise a reflux pendant 7h. En présence de 2,1 ou de 1,4 équivalents d’éponge a
proton, les résultats sont proches de ceux obtenus pour la DIEA. Inversement, la réaction donne un
meilleur rendement lorsque les quantités de lysine et de base sont en Iéger excés (Entrées 8 et 9,
Tableau 24). L’éponge a proton libérerait donc plus rapidement la lysine de son sel que la DIEA,
entrainant le clivage du groupement N*-Fmoc. De plus, lors de I'ajout de Fmoc-Cl en fin de réaction,
les rendements sont moins bons que sans I'ajout de ce réactif. Dans ces conditions, il semble que la
cinétique de déprotection du groupement N*-Fmoc soit supérieure a celle de sa re-protection. Malgré

les résultats modestes, la DIEA reste donc la base de choix pour cette réaction.
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o}

NH
:l;'/f §7 1) Base (éq.)

>< o) A(

reflux Temps 1
COOAII 2) Fmoc-Cl (éq.)

DCM (0,1 M) :8_HN(J/
//‘

//\O

FmocHN (')Fe(r;np;rg
—0 FmocHN
COOAII
(160) (102) (163)

Enirte o Ay Basa(fn) Temps . Ea Foc Tompe Rt
1 1/1,1+0,8 DIEA (1,1+0,8) 0 éq. 8%
2 1/2,1 DIEA (2,1 éq.) 5h 0 éq. - 17%
3 1/2,1 DIEA (2,1 éq.) 7h 0 éq. - 47%
4 11,4 DIEA (1,4 éq.) 7h 0 éq. - 30%
52 11,4 DIEA (1,4 éq.) 7h 1 éq. 6h 45%
6° 1/2,1 DIEA (2,1 éq.) 7h 1 éq. 6h 68%
78 1/2,1 DIEA (2,1 éq.) 7h 1 éq. 2h 61%
8 1/2,1 EP (2,1 éq.) 7h 0 &q. - 38%
9 11,4 EP (1,4 éq.) 7h 0 éq. - 44%
10° 1/2,1 EP (2,1 éq.) 7h 1 éq. 6h 30%
112 11,4 EP (1,4 éq.) 7h 1 éq. 6h 25%

a : apres 7h, addition du Fmoc-Cl a 0°C puis agitation a température ambiante

Tableau 24 : Optimisation de I'ouverture du cycle B-lactame de I’amoxicilline protégée (160) par la lysine protégée
en ester d’allyle (102)

Lors de la protection de la fonction acide carboxylique de 'amoxicilline N-Boc (143), la possibilité de
perdre du produit (160) lors des nombreux lavages permettant I'élimination du DMF est mise en
avant. Pour expérimenter cette possibilité, des essais de protection de 'amoxicilline protégée par un
carbamate de tert-butyle (143) sont réalisés en monotope avec des essais d’ouverture du cycle -
lactame (Tableau 25). Pour ce faire deux solvants ont été testés : le DMF et le DCM. Les conditions
entreprises pour l'ouverture de I'amoxicilline (160) sont celles pour lesquelles les meilleurs
rendements avaient été obtenus pour les essais en deux étapes avec et sans I'ajout du Fmoc-Cl. Ces
deux solvants ont montré les mémes résultats lors de la synthése sans ajout de Fmoc-Cl, a savoir un
rendement en monotope sur deux étapes de 27 et 26% (Entrées 1 et 2, Tableau 25). Néanmoins, le
rendement obtenu pour les deux étapes consécutives est de 31%, la synthése en monotope ne
conduit donc pas a une amélioration du rendement. La synthése monotope est tout de méme réalisée
avec I'ajout de Fmoc-Cl. Un rendement de 33% sur les deux étapes est obtenu (Entrée 3, Tableau
25). Encore une fois, le rendement obtenu sur deux étapes réalisées consécutivement étant de 45%

la synthése par étapes successives sera préférée.
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A( o
5 et
>< o) )~g (ogeq)HOO—gﬁNHH

DIEA (1 éq.) o . s

Solvant (05M) TA 24h HN
COOAII
\)/ //§
NHFmoc

COOH (102) (2,1 éq.) \
DIEA (2,1 éq.) ajout en
continu pendant 4h FmocHN
conc. 0,1M 40°C 7h COOAII
(143) 3) Fmoc-Cl (ég.) 0°C a TA 6h (163)
m Eq. Fmoc-Cl ’ Rdt = efl 2 gtapes
separees
1 DMF 0 &q. 27% 0,66 x0,47 =31%
2 DCM 0 éq. 26% | 0,66x0,47 =31%
3 DCM 1éq. 33% 0,66 x0,68 =45%

Tableau 25 : Optimisation de la protection en ester de para-méthoxybenzyle de I’amoxicilline N-Boc (143) puis son
ouverture par la Fmoc-Lys-OAll (102) en monotope

Aprées cette optimisation, le meilleur rendement obtenu en adduit Lys-AX (163) est donc de
68%, et une synthése multiétape est préférable a une synthése monotope. Une attention particuliére
a été portée a la possible épimérisation du produit (163) lors de sa formation. Des analyses LC-MS
sont donc effectuées sur des bruts réactionnels et certains des produits purifiés. Aucune
épimérisation n’est observée. La Figure 28 ci-aprés montre les chromatogrammes LC-MS avec une
détection UV a 265 nm et le TIC (total ion current) des bruts réactionnels correspondant aux Entrées
3 et 6 du Tableau 24. Le produit attendu (163) est respectivement détecté a 21,5 et 21,7 min, et
l'excés de lysine (102) a 11,2 et 11,5 min. Sur les chromatogrammes (A), correspondant a la
synthése sans I'ajout de Fmoc-Cl, un pic a 11,7 min est détecté, présentant une masse de 771 g/mol
ce qui correspond & la masse du produit souhaité dépourvu du groupement N°-Fmoc (164) (993-222
g/mol). Lorsque la méme synthése est réalisée avec 'ajout de Fmoc-Cl (chromatogrammes B, Figure
28), le produit dépourvu du groupement N*-Fmoc (164) n’est plus détecté, ni sur le chromatogramme
a détection UV a 265 nm, ni sur le chromatogramme du TIC, indiquant que I'ajout de Fmoc induit bien
la re-protection du produit (164) en produit souhaité (163). Cependant, un co-produit (165) a pu étre
observé a un temps de rétention de 24,3 minutes, présentant une masse de 1215 g/mol, ce qui
correspond au produit ouvert incrémenté d’un groupement Fmoc (993+222 g/mol). Ce produit (165)

est présent a hauteur de 20% par rapport au produit désiré (163) (ratio RMN) (Figure 28).
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Figure 28 : Chromatogrammes UV a 265 nm et TIC des bruts réactionnels des synthéses présentées aux Entrées 3
(A) et 11 (B) du Tableau 24

Le composé di-Fmoc (165) est inséparable du produit mono-Fmoc (163) par chromatographie sur gel
de silice. Les RMN 'H montrent des signaux entiérement superposés entre le produit mono-Fmoc
(163) et le di-Fmoc (165), ne permettant pas de déterminer sa structure. Cependant, le second
groupement Fmoc est probablement situé sur 'amine secondaire de la thiazolidine de I'amoxicilline
(Figure 29).
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Figure 29 : Structure chimique hypothétique du produit secondaire di-Fmoc (165)

Ce groupement Fmoc pourrait ne pas étre génant pour la suite du projet étant donné que le
monomeére est clivé de son groupement N°-Fmoc lors de la synthése peptidique. Mais, pour ne pas
se retrouver avec les mémes problémes de déprotection que lors de la synthése des peptides avec le
monomere Lys-PG protégé par un carbamate de benzyle sur I'amine de la thiazolidine (137), des
essais de déprotection des groupements Fmoc vont étre réalisés avant d’engager le monomére Lys-
AX di-Fmoc dans la synthése peptidique. Dans un premier lieu le groupement allyle va étre clive,
permettant d’effectuer en second temps les tests de déprotection des groupements Fmoc sur le

mélange de monomeére mono- et di-Fmoc, (166) et (167).

c) Clivage du groupement allyle

En premier lieu la déprotection de la fonction allyle est réalisée dans les mémes conditions
que celles utilisées pour I'obtention du monomére Lys-PG (140), dans un mélange de solvant
dichlorométhane/éthanol (2/1) (cf. Schéma 65 p.138). Dans ces conditions de solvant le produit de

départ est récupéré.

Tsukamoto a montré que la nature du solvant pourrait influencer drastiquement la vitesse de la
réaction.?®® Les solvants polaires aprotiques tels que le DMSO ou le 1,4-dioxane, ou les solvants
polaires protiques tels que le méthanol ou I'éthanol s’averent étre de bons solvants pour favoriser ce
type de réaction. Le DMSO ou le 1,4-dioxane sont des solvants peu pratiques dans notre cas de par
leur haut point d’ébullition et la nécessité d’effectuer une étape d’extraction a I'eau pour les éliminer.

L’éthanol sera préféré pour notre synthése.

La déprotection du mélange de produit ouvert par la lysine ester d’allyle mono-Fmoc (163) et di-Fmoc
(165) (sur un mélange a 80/20) est effectuée en présence d’'un léger exces d’acide barbiturique et de
palladium tétrakis(triphénylphosphine) en quantité catalytique, dans de I'éthanol a température
ambiante (Schéma 74). La cinétique de la réaction est lente comparée a celle effective pour la
déprotection de la pénicilline G ouverte par la lysine ester d’allyle (125), mais permet d’obtenir en 16h
le mélange des produits (166) et (167) (80/20) avec un bon rendement de 89% et a I'échelle du
gramme.
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Schéma 74 : Clivage du groupement allyle sur le mélange 80/20 d’amoxicilline ouverte par la lysine en mono-et di-
Fmoc (163) et (165)

La purification du produit (166) s’avére difficile. Une filtration sur silice permet d’éliminer une
grande partie du dérivé acide barbiturique allylé et le catalyseur. Des triturations du produit dans
I'éther diéthylique ont permis d’obtenir le produit désiré mono-Fmoc (166) avec 20% de composé di-
Fmoc (167). Pour les lots de déprotection qui ont été réalisés sur le produit mono-Fmoc (163) pur, le

monomere (166) est obtenu avec des rendements autour de 90% et des puretés allant de 92 a 95%.

d) Clivage des groupements 9-fluorénylméthoxycarbonyle

Pour compléter cette étude, la labilité du monomére di-Fmoc (167) doit étre étudiée pour
assurer la valorisation de ce produit (167) en tant que monomeére utilisable pour la synthése des

peptides sélectionnés.

La labilité du groupement carbamate de 9-fluorénylméthyle ne pose usuellement pas de
probléme et de nombreuses méthodes de déprotection existent.??>?*2%%7 | 3 méthode la plus connue,
et usuellement utilisée, est celle employant la pipéridine dans du DMF, qui permet une déprotection
effective en quelques minutes.?**?®® Le mélange 80/20 des monomeéres (166) et (167) est donc mis
en solution dans le DMF en présence d’'un excés de pipéridine (Schéma 75). En 45 minutes la
conversion des deux produits est totale, conduisant au produit déprotégé (168) avec un rendement de

87% calculé sur la base du mélange 80/20. La pureté de ce produit (168) est de 97%.
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Schéma 75 : Déprotection des groupements Fmoc du mélange 80/20 des monomeéres mono- et di-Fmoc (166) et

(167)

Le mélange des monomeéres (166) et (167) ayant été convenablement déprotégé de ses
groupements 9-fluorénylméthoxycarbonyles, le monomeére (166) peut donc étre utilisé en mélange

avec le produit di-Fmoc (167) pour effectuer la synthése des peptides sélectionnés.

e) Conclusion sur la synthése du monomére Lys-AX

En conclusion le monomére Lys-AX (166) a pu étre synthétisé en 5 étapes avec un
rendement global de 47%. La premiére étape consiste en la protection de la fonction amine primaire
de I'amoxicilline commerciale (4) en carbamate de tert-butyle, conduisant au produit (143) avec un
rendement quantitatif. Aprés le constat de la faible réactivité du phénol de 'amoxicilline (4), seule la
fonction acide carboxylique a été protégée avec, comme pour I'étude sur la pénicilline G (7), un
groupement para-méthoxybenzyle. Aprés une optimisation des conditions de protection et de
purification du produit (160), trés peu stable, un rendement de 77% a pu étre atteint. L’ouverture de
amoxicilline (160) avec la lysine ester d’allyle (102) a été optimisée sur la base des observations
réalisées grace a I'étude préliminaire sur I'ouverture du cycle B-lactame de la pénicilline G protégée
en ester de para-méthoxybenzyle (100). Une amélioration a pu étre apportée en ajoutant en fin de
synthése du Fmoc-ClI. Le produit ouvert (163) a donc pu étre isolé avec un bon rendement de 68%.
Aucune épimérisation du produit souhaité (163) n’a été observée. Par contre un produit secondaire
de double protection par le groupement 9-fluorénylméthyloxycarbonyle (165) a été observé a hauteur
de 20% par rapport au produit mono-Fmoc (163). La déprotection de I'ester d’allyle sur la partie lysine
des composés (163) et (165) a ensuite été réalisée avec de trés bons rendements. Toutes les étapes

ont pu étre optimisées a I'’échelle du gramme (Schéma 76).
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En second lieu, la déprotection des groupements 9-fluorénylméthoxycarbonyles a été
expérimentée sur un mélange de monomeres pour s’assurer de la bonne déprotection du produit
secondaire (167). Celui-ci a été effectivement déprotégé en méme temps que le monomére mono-
Fmoc (166) conduisant au produit déprotégé (168) avec un bon rendement et une excellente pureté.
Le mélange de monomeéres (166) et (167) peut donc étre utilisé tel quel pour la synthése des 9
peptides sélectionnés pour I'étude sur 'amoxicilline (4). A I'heure actuelle, la société Proteogenix
effectue la synthése des peptides, un peptide sur les 9 est synthétisé, attestant la viabilité du mélange
de monoméres (166) et (167).

3) Conclusion sur la synthése des monomeéres Lys-PG et Lys-AX

Les synthéses des deux monomeéres Lys-PG (140) et Lys-AX (166) ont été axées autour d’'une
stratégie de protection et de déprotection orthogonales. Chacun des groupements protecteurs a été
judicieusement choisi par rapport a la stratégie de synthése utilisée pour les peptides. L'étape
limitante de ces synthons est celle d’'ouverture du cycle du B-lactame. Les synthéses des deux
monomeres ont été optimisées avec succes et a I'échelle du gramme : le monomeére Lys-PG (140)
est obtenu en 4 étapes avec un rendement global de 34%, tandis que le monomére Lys-AX (166) est
synthétisé en 5 étapes avec un rendement global de 47%. Ces monomeéres peuvent étre introduits
dans les synthéses peptidiques confirmant la viabilité de la stratégie mise en place de formation d’un

monomeére intégrable dans une synthése peptidique classique.

V. Conclusion

En conclusion de cette étude sur les pénicillines, la stratégie mise en place a été de
déterminer quels acides aminés étaient hapténisés in vitro par la pénicilline G (7) et par 'amoxicilline
(4) via des analyses de spectrométrie de masse sur des bioconjugués entiers ou digérés par des
enzymes. Cette étape a permis d’identifier 12 lysines hapténisées par la pénicilline G (7) et 10
hapténisées par I'amoxicilline (4) dans des conditions de couplage a pH physiologique. Suivant des
comparaisons avec les données de la littérature contenant des résultats acquis d’aprés des études in
vivo, 12 sites ont été sélectionnés pour continuer I'étude sur la pénicilline G (7) et 8 pour celle sur
'amoxicilline (4) (cf. Tableau 8 p.103).

La deuxieme étape consistait en la sélection des peptides potentiellement immunogénes. Deux
techniques de prédiction in silico ont alors été entreprises pour estimer les interactions possibles

entre tous les peptides modélisés et les poches des molécules HLA des cellules dendritiques,
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présentatrices des épitopes aux lymphocytes T, pour les 7 alleles les plus représentatifs de la
population caucasienne. Parmi les 180 peptides possibles 14 ont pu étre sélectionnés dans le but de

les synthétiser (cf. Tableau 10 p.107).

La troisieme étape a consisté en la synthése du monomere Lys-PG (140) et Lys-AX (166) en vue de
leur introduction dans la synthése peptidique. Les deux monomeéres ont pu étre synthétisés
respectivement en 4 et 5 étapes avec de bons rendements globaux et réalisables a I'échelle du
gramme. Les 14 peptides sélectionnés ont donc pu étre synthétisés par la méthodologie Fmoc, par la
société Proteogenix, avec le monomére Lys-PG (140) et testés biologiquement sur des lymphocytes
T pour évaluer leur capacité a activer le systéme immunitaire. Pour ce qui est du monomére Lys-AX
(166), les synthéses peptidiques sont en cours, jusqu’a ce jour, un peptide parmi les 9 est synthétisé.

Les tests biologiques n’ont pas encore été entrepris pour cette partie du projet.

V. Tests biologiques des peptides synthétisés

Les tests biologiques sont réalisés par Marie Eliane Azoury, en doctorat avec le Pr Marc
Pallardy au sein de l'unité INSERM UMR-S 996 a la faculté de pharmacie de Chéatenay-Malabry. A
partir de poches de sang total de donneurs sains anonymes, issues de I'établissement frangais du
sang, les cellules mononuclées du sang périphérique (PBMC, lymphocytes et monocytes) sont
isolées par la technique de séparation sur gradient de Ficoll. Les monocytes sont isolés a partir des
PBMC par adhérence sur des surfaces en plastique, puis différenciés en cellules dendritiques
immatures en présence du facteur de croissance des granulocytes et macrophages (GM-CSF) et
d’'IL-4 humain recombinant pendant 4 jours. Les cellules dendritiques sont par la suite maturées en
utilisant des lypopolysaccharides (LPS). Les lymphocytes T CD4+ totaux (rassemblant les naifs et les
mémoires) sont isolés a partir des PBMC par une sélection magnétique positive en utilisant des
microbilles magnétiques couplées a un anticorps monoclonal anti-CD4. Les lymphocytes T CD4+
naifs (CD4+ CD45RA+) sont, quant a eux, isolés des PBMC par une sélection négative en utilisant
des microbilles spécifiques. Afin de stimuler les lymphocytes T, les cellules dendritiques matures sont
chargées par des peptides hapténisés par la pénicilline ou non (contrdles négatifs), ce qui leur permet
de les présenter via leurs molécules HLA. Les cellules dendritiques chargées sont ensuite mises en
co-culture avec des lymphocytes T CD4+ (totaux ou uniquement les naifs) autologues, dans des
plagues de 96 puits, afin de présenter le complexe HLA-peptide aux récepteurs des lymphocytes T et
de les stimuler. Trois restimulations des lymphocytes T CD4+ avec les cellules dendritiques matures
chargées sont effectuées, suivies par un ELISpot a interférons-y permettant d’évaluer la réponse T
spécifique aux peptides hapténisés. Les lymphocytes qui réagissent au contact des cellules
dendritiques chargées sont cultivés dans un environnement cytokinique qui favorise la sécrétion
d’interféron-y en cas d’activation immunitaire. Une réponse immunitaire est considérée comme
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positive si la quantité d’interféron-y est deux fois plus élevée que la quantité détectée lors des

contréles négatifs au cours desquels les cellules dendritiques sont stimulées avec les mémes

peptides mais non hapténisés (Schéma 77).%%%%°
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Schéma 77 : Protocole d’évaluation de I'immunogénicité des peptldes breveté par Bernard Maillére et Stéphanie
Delluc Desroches®®*

L’application de cette méthode a été effectuée sur 12 des 14 peptides sélectionnés pour I'étude sur
les pénicillines. Tous ces peptides ont été synthétisés via I'utilisation du monomeére Lys-PG (140). La
capacité de ces peptides a activer le systéme immunitaire a été, jusqu’a maintenant, testée par Marie
Eliane Azoury sur les lymphocytes T totaux pour 9 donneurs et sur les lymphocytes T naifs pour 4
donneurs. Les résultats sont présentés dans le Tableau 26 ci-aprés. Le peptide présentant les
meilleurs résultats en termes d’activation de la réponse immunitaire est le PT-15, qui répond pour 10
patients sur 13, que ce soit en présence de lymphocytes T totaux ou naifs, s’en suit le FS-15 puis le
KV-15. Ces trois peptides présentent de bons percentiles ainsi que de bonnes orientations d’aprés la
modélisation effectuée avec le logiciel IEDB. De plus, les résultats de la modélisation par dynamique
moléculaire sont également bons et concordent, pour la plupart, avec la modélisation IEDB (cf.
Tableau 13 p.112). Pour ce qui est des peptides LK-15, SF-15, TG-15 et VC-15, les résultats des
tests d’activation du systéme immunitaire sont négatifs. Ces observations corrélent avec les résultats
de la modélisation moléculaire effectuée via le logiciel IEDB ainsi qu’avec les dynamiques
moléculaires. Pour ces quatre peptides les résultats sont souvent divergents entre les deux
techniques de modélisation, et de faibles probabilités d’accroche sont prédites (cf. Tableau 13 p.112).
Les peptides LF-15 et VL-15, quant a eux, présentent des résultats moyens n’ayant activé le systéme
immunitaire que pour 3 des 12 patients testés. Par contre, ces deux peptides présentent de bons
résultats de modélisation moléculaire. leurs prédictions IEDB et leurs modélisations par dynamique
moléculaire concordent (cf. Tableau 13 p.112). Ces deux exemples montrent la limite des
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modélisations moléculaires et rappellent que seuls les tests biologiques permettent d’attester de
I'effectivité d’'un peptide a activer le systéme immunitaire. Pour compléter ces résultats, le génotypage
de chaque patient doit étre réalisé pour comparer au mieux les résultats biologiques et les prédictions
de modélisation moléculaire en fonction de l'allele de la poche du HLA impliqué, ce travail fait partie
de la thése de Marie Eliane Azoury.

Peptide hapténisé | Résultats |

N .

om du peptide ~ parlaPG | LTtotaux LT naifs |
2/8 1/4

- LF15 LKK137YLYEIARRHPYF

PT-15 PELLFFAK5sRYKAAFT 6/9 4/4
LK-15-1 LRDEGK190ASSAKQRLK 0/8 0/2
LK-15-2 LRDEGKASSAK;9sQRLK 0/8 0/2
LK-15-3 LRDEGKASSAKQRLK /g9 0/8 0/2
SF-15-1 SSAK;5sQRLKCASLQKF 0/8 0/2
SF-15-2 SSAKQRLK59CASLQKF 1/8 0/2
FS-15 FGERAFK;1,AWAVARLS 4/9 1/4
VL-15 VVLLLRLAK;5TYETTL 2/8 1/4
TG-15 TPTLVEVSRNLGK3,VG 1/8 0/4
VC-15 VEVSRNLGKVGSK,3,CC 1/8 0/4
KV-15 KERQIKKssQTALVELV 3/9 1/4

Tableau 26 : Résultats des tests biologiques effectués sur 12 peptides hapténisés par la pénicilline G sur la lysine
numeérotée, synthétisés via l'utilisation du monomeére Lys-PG (140) (Marie Eliane Azoury, communications
personnelles)

La comparaison entre les résultats obtenus lorsque les tests sont réalisés sur les lymphocytes T
totaux et lorsqu’ils sont réalisés sur les naifs, prouve que la réponse immunitaire est bien induite par
les lymphocytes T naifs. Or ces derniers n’ont jamais été en contact avec la pénicilline. Ces résultats
montrent donc que ces tests d’activation des lymphocytes peuvent étre I'objet de nouveaux tests

diagnostic de l'allergie, qui pourraient étre réalisés avant le premier contact avec 'antigéne.
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CHAPITRE |l : IDENTIFICATION DE PEPTIDES IMMUNOGENES ISSUS DU
SULFAMETHOXAZOLE

L’étude de l'allergie au sulfaméthoxazole a été abordée avec la méme méthodologie que celle
développée pour les pénicillines. Pour mimer au plus prés le vivant, les acides aminés de la HSA
hapténisés par le SMX seront dans un premier temps identifiés. Une sélection de peptides
potentiellement immunogénes sera alors entreprise grace aux méthodes de prédiction in silico. En
dernier lieu, la synthése des peptides sélectionnés sera approchée par le biais de la synthese d’'un

monomere cystéine-sulfaméthoxazole.

. Etude de I’hapténisation de la HSA par le sulfaméthoxazole

Le sulfaméthoxazole (5) est un pro-hapténe.®”'**3"137 S5 métabolisation libére un dérivé
nitroso SMX-NO (54), qui est capable de réagir avec les résidus nucléophiles thiol."*®'*° Plusieurs
publications relatent de I'hapténisation des résidus cystéines des protéines du sérum par le SMX-NO
(54),67133135-1371.157 ot plus particuliérement de la cystéine 34 de la HSA.%13%136.161162 iy g tres études
sur des nitrosoaryles hapténisant la cystéine 34 de la HSA par le méme mécanisme que le SMX (5)
mettent en avant la formation d’un dérivé sulfinamide (peu stable au chauffage, aux acides...). Ce
dernier subirait une oxydation pour conduire au dérivé sulfonamide plus stable (cf. Schéma 25
p.66)."°%1% Au cours de leur étude, Callan et ses collaborateurs n’ont pas observé la formation du
dérivé sulfinamide mais seulement du dérivé N-hydroxysulfinamide, probablement a cause d’un
traitement a chaud qu'ils effectuent avant leurs analyses et qui aurait pu dégrader le sulfinamide.
Deux méthodes différentes pour obtenir des bioconjugués avec la HSA sont décrites dans la
littérature, selon que la protéine soit incubée avec le SMX-NO (54) ou avec le dérivé
hydroxylamine.”*'®® En vue de synthétiser des monoméres HSA-SMX, les métabolites du SMX :

I'hydroxylamine (53) et le nitroso (54) vont dans un premier lieu étre synthétisés.
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1) Synthése des métabolites du sulfaméthoxazole

La synthése des métabolites du sulfaméthoxazole (5) a déja été décrite dans la
littérature. 2% A partir du 3-amino-5-méthylisoxazole (46) et du chlorure de para-
nitrobenzylsulfonyle (169), le dérivé nitro du SMX (170) est obtenu pur apres recristallisation avec un
rendement de 63%.2° Le SMX-NO, (170) est alors réduit & 'aide d’hypophosphite de sodium et de
palladium en quantité catalytique permettant d’obtenir aprés recristallisation le composé SMX-HA (53)
avec une trés bonne pureté de 96% et un rendement de 69%.%"" Enfin le SMX-HA (53) est oxydé en
SMX-NO (54) avec du trichlorure de fer, pour cette étape les rendements n’excédent pas 31% et la
pureté maximale du produit obtenu est de 85%.%"" Au minimum, 15% des diméres azo (171) et azoxy
(172) du SMX-NO (54) sont formés pendant la synthése (Schéma 78).
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Schéma 78 : Synthése des métabolites du SMX (5) : le SMX-HA (53) et SMX-NO (54)

Le métabolite hydroxylamine du SMX (53) est préparé en deux étapes avec un rendement global de
43% et une trés bonne pureté, tandis que le dérivé nitroso (54) est obtenu en trois étapes avec un
rendement global de 13% et une pureté acceptable mais qui diminue au cours du temps en raison de
la grande réactivité des dérivés nitroso.”®' La méthode de synthése des bioconjugués empoyant le

dérivé hydroxylamine (53) sera donc préférée.'®
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2) Synthése du bioconjugué HSA-SMX

Comme vu précédemment sur le spectre de déconvolution de masse de la HSA commerciale,
plusieurs pics de masse sont présents, représentant la HSA nue ainsi que des espéces HSA
modifiées (cf. Figure 19 p.91). Parmi ces derniéres, la HSA cystéinylée est identifiée. Ce qui signifie
que la cystéine 34 (la seule cystéine de la protéine qui n’est pas impliquée dans un pont disulfure)
n’est pas présente sous sa forme —SH libre dans tout I'échantillon de HSA. Pour s’assurer d’avoir le
plus de protéine possible hapténisée par 'antibiotique au niveau de la cystéine 34 et augmenter le
seuil de détection lors des analyses de masse, la HSA commerciale est dans un premier temps
traitée selon un mode opératoire de Turesky et ses collaborateurs.?’”> La HSA est mise en solution
dans une solution aqueuse tamponnée a pH 7,4 avec 26 équivalents de B-mercaptoéthanol pendant
1h30 a température ambiante. La HSA est ensuite incubée dans une solution tamponnée a pH 7,4
avec 2,5 équivalents de SMX-HA (53) solubilisés dans de I'éthanol (0,25 mg/mL), pendant 18 heures
a 37°C. Le bioconjugué formé est ensuite diafiltré pour éliminer 'excés de SMX-HA (53) qui n’aurait
pas hapténisé la protéine. Pour stabiliser le bioconjugué formé, et se rapprocher des conditions
biomimétiques (in vivo la digestion des protéines par les cellules dendritiques s’effectue en milieu
acide, ce n’est donc probablement pas un dérivé sulfinamide, peu stable en milieu acide, mais plutét

un dérivé sulfonamide qui serait présenté aux lymphocytes T par les cellules dendritiques.?’*?™)

, ce
dernier est oxydé avec 50 équivalents d’acide méta-chloroperbenzoique (m-CPBA) dans une solution
tamponnée a pH 7,4, pendant 6 heures a température ambiante.'® L’excés de m-CPBA et I'acide
benzoique formé sont éliminés par diafiltrations. Le succés de I'hapténisation est ensuite contrdlé par
western blot. Cependant, les anticorps anti-sulfaméthoxazole n’étant pas disponibles au laboratoire,
la révélation du western blot obtenu est réalisée avec du rouge de ponceau, révélateur spécifique des

protéines (Figure 30).

- Poids
moléculaire
HSA-SMX
HSA
référence

100 kDa ——
75 kDa —* |

50 kDa — |

£
ol

Figure 30 : Western blot du bioconjugué HSA-SMX révélé au rouge de ponceau (9 ug de bioconjugué HSA-SMX ont
été déposés et 30 pg pour I’échantillon HSA de référence)
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Avec ce révélateur l'efficacité de I'hapténisation ne peut étre vérifiée, puisque non spécifique du
sulfaméthoxazole (5). La protéine de référence, non hapténisée, est détectée, comme le témoigne la
tache rouge située autour de 67 kDa sur la Figure 30. Le bioconjugué HSA-SMX présente également
une tache rouge aux alentours de 67 kDa montrant que la protéine ne s’est pas dégradée au cours
des traitements. La tadche est moins intense, ceci s’explique par la quantité de bioconjugué déposeée
sur le western blot (9 pg pour le bioconjugué HSA-SMX au lieu de 30 ug pour la HSA de référence).
Par contre, I'écart de masse entre le bioconjugué HSA-SMX et la HSA de référence n’est pas
discernable du fait de la faible différence de masse (au maximum de 0,284 kDa) entre la HSA de
référence et le bioconjugué monohapténisé sous forme de sulfonamide HSA-SMX. Cet écart n’est

pas suffisamment important pour étre remarqué sur le western blot.

Les analyses de masse de ce bioconjugué HSA-SMX sont encore en cours et ne seront donc
pas présentées dans cette thése. Néanmoins, I'acide aminé hapténisé est déja connu : la cystéine 34
de la HSA. Qui plus est, de par la structure tridimensionnelle de la HSA, la cystéine a été détectée
comme ayant un faible pKa de 6,5 (au lieu de 8,0) a pH physiologique. Ceci s’explique par le fait que
cette fonction interagit avec des adduits ionisables tels que l'asparagine 38, l'histidine 39 et la
tyrosine 84, qui lui permettent de rester sous cette forme —SH."® La suite de I'étude sera entreprise

avec I'hypothése que la cystéine 34 est hapténisée.

3) Conclusion

Dans le but de mimer le couplage in vivo entre la HSA et le SMX, les métabolites réactifs de
ce dernier, le SMX-HA (53) et le SMX-NO (54), ont été synthétisés respectivement en deux et trois
étapes avec 43 et 13% de rendements globaux. La faible stabilité du dérivé nitroso (54) en solution a
conduit a la formation de diméres azo (171) et azoxy (172) du SMX, toujours présents en mélange
avec le produit, méme aprés recristallisation.’®' La méthode de synthése des bioconjugués a donc été
réalisée selon la stratégie décrite par Peng et Turesky: la HSA est incubée avec un dérivé
hydroxylamine, puis I'adduit est oxydé dans le but de stabiliser la liaison cystéine-SMX sous la forme

d’un lien sulfonamide résistant aux conditions utilisées lors des digestions trypsiques.’®

Il Sélection in silico des peptides potentiellement épitopes

La sélection des peptides a été uniguement réalisée par modélisation in silico avec le logiciel

IEDB MHC-II-binding. Comme pour I'étude sur les pénicillines, des peptides de 15-mers non modifiés

par le SMX ont été simulés. L’enchainement peptidique autour de la cystéine 34 est déterminé a
partir de la séquence de la HSA téléchargée sur la PBD sous le code 1A06.2"
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1) Modélisation par le logiciel IEDB MHC-II-binding

La cystéine 34 constitue I'acide aminé pivot pour la conception des 15 peptides de 15-mers.
Sa position est incrémentée d’'un acide aminé de la partie C-terminale a la N-terminale. La probabilité
d’accroche de chaque peptide a été calculée par le logiciel IEDB en utilisant la méthode du
consensus, pour les 7 alléles des HLA-DRB1 les plus représentés dans la population caucasienne
(cf. Introduction partie Ill 2) p.67). Le Tableau 27 ci-aprés agence les résultats des percentiles
obtenus entre chaque peptide et chaque alléle. Les minima sont mis en couleur, ainsi que les plus
petites moyennes et médianes pour chaque peptide. A premiére vue, le peptide KC-15 semble étre
celui avec les meilleures probabilités d’accroche. Le peptide LF-15 constitue également un bon
candidat. On peut néanmoins constater que la moyenne des percentiles pour chaque alléle est
particulierement basse pour cette série de peptide, en particulier pour l'alléle HLA-DRB1*0701, qui

est le plus représentatif de la population caucasienne.

Alléles HLA-DRB1*

Peptide Moyenne | Médiane
0701 | 1101 | 1301 | 0401 | 0301 | 1501 | 0101
KALVLIAFAQYLQQC* | 22,93 8,60 | 437 | 230 8,17 5,40
ALVLIAFAQYLQQC*P 27,37 8,65 | 4,37 | 2,55 | 9,45 8,96 5,40
LVLIAFAQYLQQC*PF | 21,37 954 | 437 | 437 | 1805 8,41 5,40
VLIAFAQYLQQC*PFE 25,60 | 6,64 19,52 | 517 | 4,55 | 22,88 11,08 5,91

LIAFAQYLQQC*PFED 35,96 | 8,79 | 9,09 | 13,44 | 42,13 | 18,07 | 45,90 21,25 15,76
IAFAQYLQQC*PFEDH | 40,29 | 12,35 | 9,71 | 17,57 | 49,58 | 34,76 | 47,71 27,38 26,17
AFAQYLQQC*PFEDHYV | 46,00 | 32,33 | 9,71 | 19,62 | 56,74 | 34,78 | 49,08 33,20 33,56
FAQYLQQC*PFEDHVK | 56,76 | 38,34 | 9,71 | 18,91 | 59,25 | 41,39 | 51,98 37,39 39,87
AQYLQQC*PFEDHVKL | 59,11 | 46,12 | 9,71 | 19,28 | 55,60 | 57,62 | 52,62 | 41,24 50,86
QYLQQC*PFEDHVKLYV | 68,53 | 66,58 | 9,71 | 34,61 | 17,32 | 64,61 | 72,62 | 43,56 49,61
YLQQC*PFEDHVKLVN | 68,66 | 10,67 | 9,71 | 32,87 | 17,32 | 69,98 | 72,73 34,87 25,10
LQQC*PFEDHVKLVNE | 77,98 | 10,67 | 14,94 | 48,86 | 23,63 | 79,24 | 89,27 | 42,55 36,25
QQC*PFEDHVKLVNEV | 77,55 | 10,67 | 14,94 | 50,64 | 19,58 | 74,10 | 85,90 | 41,25 35,11
QC*PFEDHVKLVNEVT | 77,24 | 10,67 | 14,94 | 26,71 | 25,99 | 31,78 | 51,23 31,22 26,35
C*PFEDHVKLVNEVTE | 77,19 | 10,67 | 14,94 | 26,71 | 15,89 | 30,64 | 51,23 29,34 21,30

Min 21,37 | 582 | 498 | 860 | 4,37 | 2,30 7,66 8,17 5,40
2nd min 2293 | 6,64 | 9,09 | 865 | 517 | 2,55 | 9,45 8,41 5,91
Moyenne 52,17 | 18,80 | 9,80 | 23,70 | 26,75 | 36,72 | 48,55 27,99 25,47
Médiane 56,76 | 10,67 | 9,71 [ 19,52 | 19,58 | 34,76 | 51,23 31,22 26,17

Tableau 27 : Probabilité d'accroche des 15 peptides de 15-mers autour de la cystéine 34 (marquée d’une *) pour les
7 alleles HLA-DRBH1 les plus représentés dans la population caucasienne. Les minima, pour chaque alléle, sont
représentés en couleurs dégradées par ordre croissant (rouge-orange-jaune-rose-violet), et bleu pour les
moyennes et médianes
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L'orientation de la cystéine 34 par rapport au récepteur des lymphocytes T a ensuite été
investiguée. Les « cores » pris en compte sont ceux de la méthode NN-align, sauf pour I'alléle HLA-
DRB1*1301, ou la seule méthode disponible (méthode de Sturniolo et al.) a été utilisée.'**"® Les
positions favorables pour la cystéine 34 sont celles déja évoquées précédemment : en partant de la
position N-terminale vers la C-terminale, il s’agit des positions 2, 3, 5, 8 et -1 (position juste aprés le

premier acide aminé du site d’ancrage), la position 5 étant préférée.'”

La méme méthode que celle employée pour I'étude sur les pénicillines a été suivie. Cependant, pour
les peptides KC-15 et LF-15 précédemment sélectionnés, pour chacun des 7 alléles, la cystéine 34
est positionnée dans la zone flanquante. D’aprés la publication de Stern et ses collaborateurs par
rapport aux positions du peptide dans la poche du HLA favorables a une bonne orientation vers le
TcR, les positions en dehors de la poche, mais proches de celle-ci (les positions -2, 10 et 11), sont
encore assez contraintes pour permettre d’affirmer que I'acide aminé ne bougera pas et sera orienté
vers le TcR." Une fois ces trois positions également prises en compte, les peptides KC-15 et LF-15
sont un peu plus intéressants mais restent faiblement orientés vers le TcR. Un compromis doit donc
étre réalisé entre les bas percentiles et I'orientation de la cystéine 34, les 15 peptides ont alors tous

été analysés au niveau de leurs « cores » pour permettre une sélection (Tableau 28).

Positions de la C34 Percentiles du peptide
Alleles HLA-DRB1* ) Alleles HLA-DRB1*

0701 | 1101 | 1301 | 0401 | 0301 | 1501 | 0101 peptide 0701 | 1101 | 1301 | 0401 | 0301 | 1501 | 0101
- 1 - 1 - - - KC-15 12293 | 5,82 | 4,98 | 8,60 | 4,37 | 2,30 | 7,66
- 1 - 1 1 - - AP-15 | 27,37 | 5,82 | 498 | 8,65 | 4,37 | 2,55 | 9,45
0 1 - 1 1 - - LF-15 | 21,37 | 5,82 | 498 | 9,54 | 4,37 | 4,37 | 18,05
0 1 - 1 1 - - VE-15 | 25,60 | 6,64 | 4,98 | 19,52 | 5,17 | 4,55 | 22,88
0 1 1 1 1 1 1 LD-15 |35,96 | 8,79 | 9,09 |13,44 | 42,13 | 18,07 | 45,90
0 1 1 1 1 1 1 IH-15 |40,29 | 12,35 | 9,71 | 17,57 | 49,58 | 34,76 | 47,71
0 1 1 1 1 1 1 AV-15 | 46,00 | 32,33 | 9,71 | 19,62 | 56,74 | 34,78 | 49,08
0 1 1 1 0 1 1 FK-15 | 56,76 | 38,34 | 9,71 | 18,91 | 59,25 | 41,39 | 51,98
0 0 1 1 0 0 1 59,11 | 46,12 | 9,71 | 19,28 | 55,60 | 57,62 | 52,62
1 0 1 1 1 0 1 Qv-15-1| 68,53 | 66,58 | 9,71 | 34,61 | 17,32 | 64,61 | 72,62
1 1 1 1 1 1 1 YN-15 | 68,66 | 10,67 | 9,71 | 32,87 | 17,32 | 69,98 | 72,73
1 1 1 1 1 1 0 LE-15 | 77,98 | 10,67 | 14,94 | 48,86 | 23,63 | 79,24 | 89,27
1 1 1 1 1 1 1 QV-15-2| 77,55 | 10,67 | 14,94 | 50,64 | 19,58 | 74,10 | 85,90
1 1 1 - 1 - - QT-15 | 77,24 | 10,67 | 14,94 | 26,71 | 25,99 | 31,78 | 51,23
1 1 1 - 1 - - CE-15 | 77,19 | 10,67 | 14,94 | 26,71 | 15,89 | 30,64 | 51,23

Tableau 28 : Compilation des résultats de la modélisation IEDB : les positions de la cystéine 34 et les percentiles,
pour chaque alléle et chaque peptide. Pour les positions : le 1 signifie que la cystéine 34 est placée en direction du
TcR, et plus particulierement en position 5 si le 1 est en gras et bleu, le 0 signifie qu’elle est dirigée vers le HLA, et
le - signifie qu’elle est en zone flanquante. Pour les percentiles : sont représentées en vert les valeurs inférieures a
15, en orange celles comprises entre 15 et 31 et en rouge celles supérieures a 31
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Au vue du Tableau 28, force est de constater qu’aucun peptide ne peut répondre aux deux conditions
simultanément. Le code appliqué dans le tableau est le méme que pour 'étude sur les pénicillines.
Les positions de la cystéine 34 dans les poches des différents HLA sont simplifi€es par un modeéle
binaire (les 0 équivalent a une orientation vers la poche, les 1 une orientation vers de TcR, les 1 bleus
et en gras représentent la position 5, et les - les positions flanquantes). Les percentiles inférieurs a 15
témoignent des meilleures probabilités d’accroche (vert), puis viennent en orange les percentiles

moyens, et en rouge les percentiles trop élevés pour que I'accroche soit possible.

Les peptides KC-15 et LF-15 sont ceux avec les meilleurs percentiles. Néanmoins, le peptide AP-15
qui permet une meilleure orientation par rapport aux deux autres peptides sera préféré. Pour ce qui
est des orientations, les peptides AV-15 et YN-15 sont ceux ou la cystéine 34 est la mieux
positionnée, avec une bonne proportion de position 5. Cependant les percentiles pour ces peptides
sont élevés : la probabilité pour que les peptides se placent réellement dans les poches des différents
alléles des HLA est donc trés faible. 3 Alléles ont de bons percentiles pour le peptide YN-15 ce qui
permet d’inclure ce peptide a la sélection. Pour ce qui est du peptide AV-15, les percentiles sont trop
élevés pour le considérer. Par contre le peptide LD-15 a de meilleures probabilités d’accroche pour
les alléles 1101, 0401 et 1501 et des orientations aussi bonnes que le AV-15, ce qui permet de le
sélectionner. En ce qui concerne la sélection d’'un peptide qui servira de contrdle négatif lors des tests
biologiques, malgré son bon percentile et sa trés bonne orientation (position 5) pour l'allele HLA-
DRB1*1301, le peptide AL-15 semble étre suffisamment mal orienté et avoir des percentiles trop

élevés pour les autres alléles, pour en faire un bon candidat.

2) Conclusion sur la sélection des peptides

Apres I'analyse poussée des données obtenues lors de la modélisation in silico par le logiciel
IEDB des 15 peptides congus en intégrant 'enchainement peptidique de la HSA autour de la cystéine
34, trois peptides ont été sélectionnés en vue d’étre synthétisés. Il s’est avéré difficile de trouver un
peptide répondant aux deux conditions (une bonne accroche dans la poche des différents HLA et une
bonne orientation de la cystéine d’intérét vers le TcR). Les avantages et les inconvénients de chacun
des peptides sélectionnés sont résumés dans le Tableau 29 ci-aprés. Le peptide AL-15 a également

été sélectionné pour servir de controle négatif (Tableau 29).

Peptide sélectionné Avantages Inconvénients |

ALVLIAFAQYLQQC3,P Bons percentiles Zone flanquante
LIAFAQYLQQC3,PFED Résultats moyens Résultats moyens
YLQQC:,PFEDHVKLVN Bonnes positions Mauvais percentiles
AQYLQQCs,PFEDHVKL Contréle négatif Bon résultat pour l'alléle 1301

Tableau 29 : Peptides sélectionnés pour la cystéine 34 avec leurs avantages et leurs inconvénients
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Pour confirmer et comparer les choix des peptides, la modélisation par dynamique moléculaire
reste encore a effectuer. Les résultats obtenus par cette modélisation étant plus proches du modéle

in vivo, ils pourraient aider a rationaliser et affiner la sélection des peptides.

M. Synthése du monomeére Cys-SMX

Pour cette étude sur le sulfaméthoxazole, la synthése des peptides sera également realisée
selon la stratégie Fmoc. Aussi, le monomére a synthétiser sera la Fmoc-Cys(SMX)-OH. La nature du

lien entre la cystéine et le sulfaméthoxazole reste donc a statuer.

D’aprés une publication de Callan et ses collaborateurs, in vivo 'espéce formée lors de la
réaction entre une cystéine d’une protéine et les métabolites du SMX est un N-hydroxysulfinamide.'**
Or si la protéine a ses cystéines sous forme de thiol libre —SH et non d’acide sulfénique —SOH, alors
le dérivé obtenu devrait étre dans un premier lieu un dérivé semimercaptal, qui se réarrange
rapidement en sulfinamide plus stable. Par analogie, un N-hydroxysulfinamide pourrait se réarranger
en sulfonamide plus stable (Schéma 79). De plus contrairement a Callan et al., Peng et ses
collaborateurs ont récemment détecté un adduit sulfonamide aprés une incubation in vitro de HSA

avec le dérivé arylhydroxylamine de leur étude.'®
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(54) N-hydroxysulfinamide sulfonamide

Schéma 79 : Analogie entre la réactivité du dérivé SMX-NO (54) avec une protéine-SH ou -SOH

Préparer des dérivés sulfonamides est plus simple que synthétiser des sulfinamides ou des N-
hydroxysulfinamides, non seulement d’'un point de vue synthétique, mais également pour une

question de stabilit¢é du sulfinamide d'intérét. Par ailleurs les sulfinamides sont des composés
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chiraux : la cystéine possédant déja un centre asymétrique, la synthése d’'un monomére cystéine-
SMX couplé par un lien sulfinamide conduirait a I'obtention de deux diastéréoisoméres, donc a deux
composés aux propriétés chimiques, et probablement biologiques, différentes. Nous avons donc

choisi de synthétiser le monomere cystéine-SMX via la formation d’un lien sulfonamide (173).

Le sulfonamide (173) serait issu d’'une déprotection de I'acide carboxylique de son analogue protégé.
Pour synthétiser un sulfonamide, plusieurs techniques existent, la plus simple est de coupler le SMX
(5) avec le chlorure de l'acide cystéique (174). Celui-ci serait obtenu par une oxydation/chloration
réalisée sur la cystéine protégée sur sa fonction amine par un groupement Fmoc et sur sa fonction
acide par un ester de R4 (175), lui-méme obtenu par protection de la fonction acide et déprotection de

la fonction thiol a partir d’'une Fmoc-cystéine commerciale, S-protégée (176) (Schéma 80).
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Schéma 80 : Rétrosynthése du monomeére Cys-SMX (173) a partir d'une cystéine commerciale N-Fmoc et S-protégée
par un groupement Rz (176)

En premier lieu, les groupements protecteurs de la cystéine Ry et R, vont devoir étre choisis

de maniére orthogonale.

1) Choix des groupements protecteurs

Contrairement aux pénicillines, le SMX (5) ne contient pas de fonction réactive autre que son
amine primaire (le sulfonamide secondaire n’étant que peu réactif). Il n’a donc pas besoin d’étre
protégé. Par contre la cystéine sera protégée sur sa fonction amine par un groupement 9-
fluorénylméthoxycarbonyle, labile en milieu basique. Parmi les N-Fmoc cystéines commerciales nous

avons choisi celle dont la fonction thiol est protégée par un groupement tert-butylthio, clivable par une
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réduction avec le B-mercaptoéthanol (BME) ou la tributylphosphine (BusP) : Fmoc-Cys(StBu)-OH
(177).2*** La fonction thiol est également déprotégeable en milieu oxydant, conduisant & la
formation de diméres cystéines liées par un pont disulfure. Une étape de réduction est alors
nécessaire pour obtenir le produit sous sa forme —SH. Les méthodes de déprotection réductives
présentent l'intérét de conduire directement au dérivé thiol. Aprés les succés avec les pénicillines et
le groupement protecteur allyle sur la fonction acide carboxylique de la lysine, ce dernier a été préféré
pour la synthése du monomeére Cys-SMX (173). Mais la synthése requérant une étape d’oxydation
pour accéder au chlorure de sulfonyle, une autre protection a également été considérée, le

groupement para-méthoxybenzyle (Schéma 81).

sensible au
BME et BusP

S

L résistante aux réductions
@ COOR;” au BME ou BusP

) e sensible aux acides
sensible aux bases . ,
e sensible aux métallo-catalyses

Schéma 81 : Choix des groupements protecteurs orthogonaux pour la synthése de la Fmoc-Cys(SMX)-OH (173)

a) Protection par un ester d’allyle

Pour protéger l'acide carboxylique de la cystéine commerciale (177) avec un groupement
allyle plusieurs techniques ont été testées. Dans le Tableau 30 ci-aprés sont présentées deux
conditions permettant d’obtenir I'ester d’allyle désiré (178) avec de bons rendements (Entrées 2 et 3,
Tableau 30). 2 Equivalents d’'un agent chlorant tels que le chlorure d’'oxalyle ou de thionyle, activent
l'acide carboxylique sous la forme d’un chlorure d’acyle, qui réagit alors avec I'excés d’alcool
allylique, solvant de la réaction, pour former I'ester (178).°* Le produit de départ est cependant
sensible aux températures élevées : lorsque la réaction est portée a reflux, ce dernier est entierement
dégradé (Entrée 1, Tableau 30).

K K

S Agent de chloration (2 éq.) S
Ji AlIOH (7,3 éq.) 3h Ji
FmocHN™ "COOH Température FmocHN COOAII
(177) (178)
SOCI2 reflux degradatlon
2 (COCI), TA 80%
SOCl, TA 92%

Tableau 30 : Optimisation des conditions de I'estérification de I'acide carboxylique de la cystéine commerciale (177)
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b) Protection par un ester de para-méthoxybenzyle

Pour la synthése de l'ester de para-méthoxybenzyle (179), I'activation de la fonction acide
carboxylique du produit de départ (177) a été réalisée avec la N,N’-dicyclohexylcarbodiimide (DCC),
comme dans le cas de la protection de la pénicilline G (7) selon Nahmany et al. (cf. Chapitre | partie
Il 1) a) Tableau 14 p.116).??® Le produit désiré (179) est bien obtenu mais avec un faible rendement :
un produit secondaire (180) est isolé a hauteur de 22%. Ce dernier a été caractérisé et s’avere étre le
produit d’'une addition irréversible de la DCC sur le carbonyle de I'acide carboxylique lui-méme activé
par la DCC.

S

PMB-OH (1,1 éq.) s)< >I\§
Eo. s

. DCC (1,16q.) _ 0. NH
LS DCM TA 14h Ji ]\;“/
FmocHN” “COOH FmocHN” “coopmp ~ FmocHN I \O
(177) (179) (180)
47% 22%

Schéma 82 : Protection de la cystéine commerciale (177) en ester de para-méthoxybenzyle(179) et isolation du
produit secondaire (180)

Ce produit secondaire a également été observé par Sheikh et al, qui décrivent son mécanisme
d’obtention.?”* Lorsque la base 4-diméthylaminopyridine (DMAP) n’est pas présente dans le milieu
réactionnel (voies rouge et noire, Schéma 83), il est possible, de par la réactivité des amines, de
rencontrer le produit secondaire (180), ou I'amine de la DCC attaque le carbonyle activé de I'acide
avant l'alcool désiré. L’ajout de la DMAP est donc nécessaire a la bonne obtention du produit désiré
(179) (voie bleue, Schéma 83). Cette base vient attaquer le carbonyle de I'acide activé avant 'amine
de la DCC, induisant la perte de la 1,3-dicyclohexylurée (DCU). Lors de l'attaque de l'alcool, son
départ est favorisé (Schéma 83). La DMAP est retrouvée a la fin de la synthése, sa présence dans le

milieu peut donc étre en quantité catalytique (comme usuellement employée).
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Schéma 83 : Mécanisme d'obtention du produit secondaire (180) lorsque la DMAP n'est pas présente dans le milieu
(voies rouge et noire) comparé au mécanisme avec DMAP (voie bleue)

c) Clivage du groupement tert-butylthio

Une fois les produits protégés sous forme d'ester d’allyle (178) et d’ester de para-
méthoxybenzyle (179), le groupement tert-butylthio peut étre clivé. La méthode de Ramage et
Stewart employant le BusP dans le trifluoroéthanol a été appliquée a I'ester de para-méthoxybenzyle
(179).27® Le produit attendu (181) est obtenu avec un bon rendement de 78% (Schéma 84).
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(179) (181)

Schéma 84 : Déprotection de la fonction tert-butylthio sur la cystéine ester de para-méthoxybenzyle (179)

Bien que la conversion soit totale, la difficulté de séparation du produit (181) de I'excés de
tributylphosphine et de l'oxyde de tributylphosphine généré lors de la déprotection, explique le

rendement obtenu.

Les mémes conditions appliquées a 'ester d’allyle (178) ne permettent pas d’obtenir le dérivé
thiol correspondant (182).2”° Seule l'alanine (183) est isolée, avec un rendement de 30% (Schéma
85).

s)< BusP (1,2 éq.)
F
. > OH / H,0
LS FE (9505) - LSH
FmocHN” “COOAIl TA 350 b 6cHNT >COoOAll
(178) (182)

A [BusP (1.2éq.)
F
3,5h| > OH/H,0

(95/5)
A

FmocHN COOAII
(183)

30%

Schéma 85 : Déprotection de la fonction tert-butylthio par le BusP menant au composé Fmoc-Ala-OAll (183)

La réduction compléte en alanine lors de la déprotection du groupement tert-butylthio par le BusP a
été décrite dans la littérature.?’” Lors de I'attaque de la phosphine sur le motif cystéine (184), 'anion
tert-butylthiolate est généré. D’aprés Rijkers et al., ce dernier serait capable d’engendrer une (-
élimination sur le produit (185) conduisant a la formation de la tributylthiophosphine et de I'accepteur
de Michael (186) (Schéma 86).7"’
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®
(Bu>3 )< P(Bu);
EaRTe
g /g]/l )éﬂ)\ B-élimination S J\[ﬁl "HO" }\H/Li
NMP/HQO

P(Bu)
+
%*SH
Schéma 86 : Mécanisme de déprotection du groupement tert-bu’%lthlo avec B-élimination de la fonction thiol
d'aprés Rijkers et al.

(184) (185) (186) (187)

Si dans la proposition de mécanisme de Rijkers la présence d’hydrure explique la réduction de
'accepteur de Michael (186), cela n’est pas le cas dans nos conditions de clivage. De méme les
cystéines (178) et (179) ne different que par la nature de leur ester. Le fait que seul dans le cas de
l'ester d’allyle (178), I'alanine (183) soit formée avec un rendement de 30% pourrait s’expliquer par
l'intervention du motif allylique dans la fomation d’'une espéce réductrice capable de réduire le produit
(178) en alanine (183).

Une autre méthode de déprotection du groupement fert-butylthio est donc envisagée. Postma
et ses collaborateurs ont décrit la déprotection quantitative du groupement tert-butylthio par le -

mercaptoéthanol (BME) sur des peptides N-Fmoc (Schéma 87).%"
\) (0,1 M) 100%
Fmoc \)k /E”/ \)J\NHZ BME/DMF (20/80 Fmoc \)J\ /g‘/ \)J\NHZ conversion

TA Temps
(188) R1 Me R2 = iPr t=3h (190) R1 Me RZ =jPr
(189) R4y =R, = CH,CONHTrt t=6h (191) R4 =R, = CH,CONHTrt

Schéma 87 : Déprotection du groupement tert-butylthio sur les peptides (188) et (189) d'aprés Postma et al?™®

Les mémes conditions appliquées a la cystéine ester d’allyle (178) n’ont pas permis d’accéder au

produit désiré (182), méme aprés 8h de réaction.

La protection de la fonction thiol par le groupement protecteur —StBu est abandonnée au vu
des difficultés de déprotection ou de purification des produits. Orientés par les publications de Denis
et Trifilieff,’® et de Rijkers et ses collaborateurs,”” nous avons retenu le groupement 4-méthoxytrityle

(Mmt), connu pour étre plus facilement déprotégeable qu’un groupement trityle.?*
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Le produit commercial a partir duquel la synthése sera réalisée est donc la Fmoc-Cys(Mmt)-
OH (192). Sachant que le groupement protecteur 4-méthoxytrityle est labile en conditions acides,
nous avons choisi de protéger la fonction acide carboxylique sous la forme d’ester d’allyle, stable aux
conditions acides et basiques. Cependant, I'allyle peut s’avérer sensible aux conditions d’oxydation
de la fonction thiol. Le groupement benzyle est également retenu comme protecteur de la fonction
acide, son clivage se fera sous hydrogénation catalytique. Cependant, certaines publications relatent
de fagon contradictoire le clivage simultané du groupement Fmoc dans ces conditions

d’hydrogénolyse (Schéma 88).224242.281-289

sensible
aux acides

résistante aux acides
COOR; sensible aux métallo-catalyses

. et aux hydrogénations catalytiques
sensible aux bases

Schéma 88 : Choix des nouveaux groupements protecteurs orthogonaux pour la synthése de la
Fmoc-Cys(SMX)-OH (173)

2) Protection de 'acide carboxyligue de la Fmoc-Cys(Mmt)-OH

a) Protection par un ester d’allyle

Pour effectuer la protection de la fonction acide carboxylique de la cystéine commerciale
(192), la méthode classique au chlorure de thionyle dans I'alcool allylique ne peut étre utilisée : la
formation de HCI pourrait engendrer le clivage du groupement 4-méthoxytrityle précocement.
Néanmoins, un grand nombre de méthodes permettant d’accéder au produit estérifieé (193) avec de
bons rendements sont disponibles, par exemple :
- avec un exces de bromure d’allyle et une base telle que K,CO3;, Cs,CO; ou encore la DIEA,
257,290-292

dans un solvant type DMF ou acétonitrile,

- avec des agents de couplage et I'alcool allylique.”®

La seconde méthode est préférée : I'application des conditions de You et Kelly, permet d’obtenir

I'ester d’allyle (193) avec un rendement quantitatif (Schéma 89).
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SMmt SMmt

HOBt (1,1 éq.) HBTU (1,1 éq.)
OH = o\/\ quant.
FmocHN DIEA (2,1 éq.) AlIOH (2 éq.)  FmocHN
o) o}

DMF TA 15h
(192) (193)

Schéma 89 : Protection de la fonction acide carboxylique de la cystéine commerciale (192) en ester d'allyle (193)

b) Protection par un ester de benzyle

La méthode avec les agents de couplage HOBt/HBTU est trés efficace, mais reste onéreuse
pour des synthéses sur large échelle. Une autre méthode brevetée par Takahashi utilisant le
chlorhydrate de 1-éthyl-3-(3-diméthylaminopropyl)carbodiimide (EDCI) comme agent de couplage est
réalisée.”* La DMAP est ajoutée, en quantité catalytique afin d’éviter la déprotection du groupement

Fmoc. La cystéine ester de benzyle (194) est obtenue avec un rendement de 90% (Schéma 90).

SMmt SMmt
BnOH (1,1 éq.) EDCI (1,1 éq.
oH nOH (1,1 éq.) (1,1 €q.) o 90%
FmocHN DMAP (0,2 éq.) DCM FmocHN
o 0°CaTA 4h o
(192) (194)

Schéma 90 : Protection de la fonction acide carboxylique de la cystéine commerciale (192) en ester de benzyle (194)
Les deux N-Fmoc S-Mmt cystéines protégées en ester d’allyle (193) et de benzyle (194) ont

donc été obtenues avec de bons rendements et sont engagées dans I'étape de déprotection de la

fonction thiol de son groupement 4-méthoxytrityle.

3) Clivage du groupement 4-méthoxytrityle

Le 4-méthoxytrityle est un groupement acido-labile. Son clivage requiert des conditions moins
drastiques que le groupement trityle.?>?*® En régle générale, entre 1 et 5% de TFA suffisent &
déprotéger la fonction thiol du 4-méthoxytrityle, en présence d’'une espéce capable de piéger le cation
4-méthoxytrityle formé.?’"279280291 Cette espéce est usuellement un silane, le triisopropylsilane (TIS)
ou le triéthylsilane. Un premier essai de déprotection avec 1% de TFA dans un mélange 95/5 de
DCM/TIS n’a pas permis de déprotéger la fonction thiol, méme aprés 15 heures. La quantité de TFA
est alors augmentée a 2%. Les produits désirés (182) et (195) ont été isolés aprés 2h de réaction
avec des rendements respectifs de 58% pour I'ester d’allyle (182) et de 92% pour I'ester de benzyle
(195) (Schéma 91).
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O/
OO e

S DCM/TIS (95/5) SH
TA 2h Ji
FmocHN COOR FmocHN COOR
(193) R=Al (182) R=All 58% (2 étapes) et
10% de pont disulfure
(194) R=Bn (195) R=Bn 92%

Schéma 91 : Clivage du groupement 4-méthoxytrityle sur les cystéines esters d’allyle (193) et de benzyle (194)

Malgré les précautions prises pour éviter la formation des produits (182) et (195) sous forme de pont
disulfure (réaction sous argon, solvants dégazés...), le rendement obtenu pour le produit sous forme
d’ester d’allyle (182) reste faible di a 'isolement de 10% de produit sous forme de pont disulfure.

4) Oxydation/chloration du dérivé thiol en chlorure de sulfonyle

a) Etude bibliographique

Il existe de nombreuses méthodes de formation d’'un chlorure de sulfonyle a partir d’'un thiol.
Pour ce faire, la fonction thiol doit étre oxydée en acide sulfonique puis chlorée. Des procédés
monotopes ou multiétapes ont été développés. Une succincte étude bibliographique a donc été

réalisée en vue de choisir la méthode la plus adaptée a notre substrat.

Pour ce qui est des méthodologies en deux étapes, la premiére étape est I'oxydation de la

fonction thiol en acide sulfonique. Des méthodes simples et efficaces existent comme par exemple

celle décrite par Sureshbabu et al., utilisant de I'acide performique formé in situ (Schéma 92).%%°

_SH HCOOH/H,0, (30%) _SOsH
: (70/30) :

“ »COOB ‘ - “ ,COOBn 71%
FmocHN/\(\/)2 : 0°CaTA 24h FmocHN/\<\/>2 n

(196) (197)

Schéma 92 : Oxydation de la fonction thiol du composé (196) en acide sulfonique (197) d'aprés Sureshbabu et ses
collaborateurs®®
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Une autre méthode décrite par Zheng et Richardson permet, par I'action du monoperoxyphtalate de
magnésium (MMPP), d’oxyder la cystéine (22) en acide cystéique (198) en trés peu de temps en
conditions aqueuses neutres. Cette réaction aboutit a une excellente conversion et une sélectivité de
100% (Schéma 93).%%°

O
0 Mg?*. 6H,0
OOH
LSH S , (3 éq.) . J:SO3H 05,
H,N” >cooH H20(0.10M) pH =65 5min 1 \*>cooH conversion
(22) (198)

Schéma 93 : Oxydation de la cystéine (22) en acide cystéique (198) par le MMPP d'aprés Zheng et Richardson®®

Une fois l'acide sulfonique obtenu la seconde étape consiste en la chloration du dérivé acide
sulfonique en chlorure d’acide. Les méthodes possibles sont listées dans le Tableau 31 ci-aprés. Lum
et ses collaborateurs réalisent la conversion du substrat (199) sous forme de sel de sodium dans du
trichlorure de phosphoryle en guise de solvant (Entrée 1,Tableau 31).?%” Varano et al. ajoutent du
pentachlorure de phosphore et utilisent un substrat sous forme de sel de pyridinium (200) (Entrée 2,
Tableau 31).>® Dans une publication d’Al-Riyami et ses collaborateurs, seul le pentachlorure de
phosphore est utilisé dans du dichlorométhane pour permettre la conversion du sulfonate de
tetrabutylammonium (201) en chlorure de sulfonyle (Entrée 3, Tableau 31).?° De méme, Christensen
et al. se placent dans du pentachlorure de phosphore, sans solvant (Entrée 4, Tableau 31).>° Ces
agents chlorants sont des dérivés phosphorés. D’autres méthodes existent mettant en jeu des agents
de chloration organiques tels que la 2,4,6-trichloro-1,3,5-triazine (TCT), utilisée par Blotny (Entrée 5,
Tableau 31).*°" L'inconvénient de ces premiéres méthodes est I'utilisation d’un substrat sous forme de
sel, obligeant pour sa formation l'utilisation d’'une base qui serait capable de générer le clivage du
groupement protecteur Fmoc sur 'amine de la cystéine. Les méthodes impliquant directement un
acide sulfonique sous sa forme moléculaire seront donc préférées. Dans la publication de Blotny déja
évoquée, la méme réaction au TCT est également engagée sur des acides sous forme —SO;H, ainsi
que dans une publication de De Luca et al., sous irradiations micro-ondes (Entrées 6 et 7, Tableau
31).29"%2 yn autre oxydant organique utilisé par Sureshbabu et al. est le triphosgéne. Ce réactif est
communément employé avec une quantité catalytique de DMF permettant de former un complexe
plus efficace (Entrée 8, Tableau 31).>° Le dernier exemple présenté est celui de Pancheva et ses
collaborateurs qui chlorent I'acide sulfonique de la cystéine protégée (205) a 'aide d’un Iéger excés

de chlorure de thionyle dans du dichlorométhane (Entrée 9, Tableau 31).3%
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Entrée

Agent de chloration (éq.)

6 Additifs (éq.) Solvant (conc.)
Température Temps

Agent de
chloration

(eq.)

Solvant

Additifs (éq.)

Conc.

Réféerence

_ : Na* POCE : : oy
4 Cﬁ% e i POCE | 002M TA 4 | 90% | Lumetal
e . | PCl{15¢€q) arano
5 o i POCI . POCE | 086M | T70°C 15h | g% | vaano
. (200) (12 éq) '
| ' 7 US0sX | BudN® | -20°C - Al-Riyami
3 CQ/\ (201) PCls(1 &qg.) - DCM 022 M aTA 30min 66% ef al 209
S0 MNa* i solide a Christensen
4 O§ﬂ (202) PCls(3.2 &q.) h " B TA liquide % et al 300
; Et:N (1 éq) ShE : Blotny
5 alkyle et aryle Na* TCT(1éq) | éther couronne @ acétone 050 M reflux 20h | 70-96% el o1
18-6 (0,05 &q.)
5 méthyle et aryle H TCT(1éq) | EtN(1éq) | acétone | 050 M | reflux 20h | B4-96% Bﬂ%m
7 alkyle et aryle H TCT(1éq) | EtN(1ég) | acétone 045M ponde = 20min & Dﬂ‘;ﬁ?z
55':'*" H (203) | : > 78% | sureshbabu
8 — *r' = GI'HCH;E- H 204) (0.7 éq) DMF {cat.) DCM 010M  0°CaTA 16h e &t aj 295
: | | S
9 | o {zm# &) . DCM | 044M | 0°CATA | 1h 45% - ; ;_’:0"3

a - aprés couplage avecdes aryl-ou alkylamines {[NaCOH] 22 M (1.2 eq.), THF a 50°C 10min}

Tableau 31 : Différentes conditions utilisées dans la littérature pour transformer un acide sulfonique en chlorure d'acide




Au vu de la bibliographie, les méthodes de conversion d’une fonction thiol en chlorure de sulfonyle en
deux étapes successives présentées sont efficaces mais peu sont applicables a des substrats
polyfonctionnalisés tels que les cystéines protégées (182) et (195). De plus, 'oxydation de la fonction
thiol en acide sulfonique nécessite des oxydants trop puissants pour pouvoir étre entreprise sur I'ester

d’allyle (182). Aussi, seul I'ester de benzyle (195) sera employeé.

Une autre méthode en telescoping a été décrite par Enders et Moll.*** L’oxydation de la fonction thiol
(206) en acide sulfonique est réalisée par I'action d’eau oxygénée et d’un excés d’heptamolybdate
d’ammonium, puis ce dernier est transformé en sulfonate de sodium, et chloré par I'action d’une
solution de phosgéne a 20% dans le toluene. Cette technique permet d’obtenir les chlorures de
sulfonyle (208) diastéréo- et énantiomériquement purs, avec des rendements modestes a excellents
(Schéma 94).

Hn-Moc 1) (NHa)gMo7O21 (1.4 éq.) - Moc | 4) NaOAc (1,1 éq.) g Moce
s H,0, (0,2 M) (excés) A DCM TA 1h :
R1 P R1 - R1
R, MeOH (02M) 2 Rz | 5) COCl,/Toluéne (20%) ﬁARz

SH 2) Pd/C  30min SO;H (7,8 éq.) SO,CI

R, = alkyle, benzyle DMF (1,5 éq.) 44-99%
R, = alkyle DCM (0,1 M) TA 2h o4 ee>96%

(206) (207) (208)

Schéma 94 : Synthése du chlorure de sulfonyle (208) a parst(i)z du dérivé thiol (206) en telescoping d'aprés Enders et
Moll

La préparation des chlorures de sulfonyle peut également étre réalisée de fagon monotope. Le
Tableau 32 résume les différentes conditions décrites dans la littérature. Bahrami et ses
collaborateurs ont décrit 'oxydation/chloration d’'un grand nombre de substrats en présence d’eau
oxygénée et de tétrachlorure de titane ou de zirconium ou encore de chlorure de thionyle.***>% Les
rendements obtenus sont trés bons et les temps de réaction trés courts, cependant les substrats
présentés restent simples et peu fonctionnalisés (Entrées 1, 2 et 3, Tableau 32). Le mécanisme
impliqué est le méme quel que soit le réactif de chloration présent (Schéma 95). Ce dernier réagit
avec un équivalent d’eau oxygénée pour former un dérivé peroxydé plus réactif, qui permettra
l'oxydation du thiol (209) en pont disulfure (210). L’acide hypochloreux formé au cours de cette
premiere étape réagit avec le disulfure (210) pour I'oxyder en monoxyde de disulfure (211), puis en

dioxyde de disulfure (212), qui s’hydrolyse pour donner le chlorure de sulfonyle désiré (213).
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H0, + Y=Cl, —== HO-O-Y-Cl (Y = Ticl,, ZrCl,, SO
HCI
77N O ®
R-SH + HOTOTY-Cl —<> R-S- OHﬁ’ R-S- OHzﬁ R-S—S-R

_ HCI
o=y
(209) 0=y o (210
2H,0, + 2HCI 2HO-CI + H,O
© O) O
O-ClI ® HO HO-CI || I
R-S—-S—R @R—EI—S—R R(iISRﬁRSSRﬁ —-S—R
(210) HO HCI (211) HCI l
O (@] (e
I < I HCI I
CI—%—R «— R-SH + CI—%—R -— R—S—ﬁ—R
O O (e}
(213) (209) (213) (212)

Schéma 95 : Mécanisme d'oxydation/chloration en présence d' eau oxygenee et d’Y-Cl; (Y = TiClz, ZrCl; ou SO)
d'aprés Bahrami et al.>>>"

Prakash et al., Park et al., ainsi que Churcher et ses collaborateurs rapportent I'utilisation de sels de
nitrate en mélange avec un agent de chloration en vue de I'oxydation d’aryl ou d’alkylthiol simples et
peu fonctionnalisés (Entrées 4, 5 et 6, Tableau 32).>**3' Le mécanisme met en jeu le composé thiol
(209) et son pont disulfure (210) dans la formation du chlorure de sulfényle (214) par I'action du
chlorure de sulfuryle. Le chlorure de sulfényle (214) réagit avec le nitrate de potassium pour s’oxyder
et permettre la libération de radicaux dioxyde d’azote et d’espéces RSO’ qui se rencontrent et se
réarrangent en dioxyde disulfure (212). L’action du chlorure de sulfuryle permet sa dissociation en
chlorure de sulfonyle (213) et en chlorure de sulfényle (214) (Schéma 96). Il subsiste cependant des

doutes sur le mécanisme précis de ces oxydations/chlorations.
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S0,Cl, -Cl,
RSH —= RSCI =——= RS-SR

2Cly
(209) (214) (210)
I ol

RSCl + KNOj [RS—O—NO2 — RS\)—NOZ] RS- | + NO,
214
(214) 0 l

T ol o0k 2 0 0

R% cl Rﬁ_‘?R -SO, M RS—SR

o) O Cl

(213) (212)

+

RSCI ~ . RSOCI
(214) (213)

Schéma 96 : Mécanisme d'oxydation/chloration en présence de KNO3 et de SO,Cl; présenté par Park et al>®®

Dans le brevet de Churcher et al., deux autres méthodes sont employées pour I'oxydation/chloration
des dérivés thiols. Une méthode employant de I'eau de Javel en milieu acide sulfurique, ainsi qu’une
méthode employant du dichlore gazeux en milieu aqueux (Entrées 7 et 8, Tableau 32).*"° L’oxydation
au dichlore gazeux est une méthode efficace, décrite également par Meinzer et ses collaborateurs sur
des B-aminoalkylthiols (Entrée 9, Tableau 32).>"" Une autre méthode décrite par Madabhushi et al.
s’effectue dans l'eau, en utilisant de 'Oxone® comme oxydant (Entrée 10, Tableau 32).*'? Cet
oxydant, utilisé avec du KCI, permet de générer de I'acide hypochloreux. Cette méthode permet
d’obtenir de bons rendements sur des dérivés aromatiques. Un seul exemple est décrit en série
alcane sur I'hexanethiol (218) avec des rendements beaucoup moins bons. L'utilisation d’oxydants
organiques doux, tels que le N-chlorosuccinimide (NCS), ou le 2,4-dichloro-5,5-diméthylhydantoine
(DCDMH), est également décrite par Nishiguchi et al., et Pu et al. respectivement (Entrées 11 et 12,

Tableau 32).3"**" Cependant ces techniques sont peu efficaces sur des dérivés aliphatiques.
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Oxydant (éq.)

Agent de chloration (éq.) 9
R—-S—H R-S—CI
Solvant (conc.) (u)

Température Temps

g8l

Oxydant (éq.) chlg‘f;ir:ndféq‘} Rdt  Référence
1 akyle aryle | H:0:230% (36q) = TiCk(1éq) ACN 04M  TA | 1-7min | 8597% m
2 ﬂ;}g&"g' H:0:230% (36q) = ZrCl(16q) ACN 02M | TA | 1-3min | 95.80% | Carer
3 akyle aryle | H:0:430% (3&q)  SO:CI(1éq) ACN NC. | TA | tmn | 9600%  D3hrami
4 alkyle, aryle KNO: (228q) | MesSiCl (2,2 éq.) DCM 02M | 50°C | 13n | 80-95% F’(j;j;‘g;
5 alkyle, aryle KNO:(25éq) S0:Ck (2,5 éq.) ACN 01M  0°C | 032h | 68-100% Parket also
6 ~<_SH (215) KNO:(256q) | SO:Ch(25éq) ACN 01M | 0°C | 3n s |
7 (;KN 216) | MRORIEEINR) | a0 e : 01M | 0°C | 3omin | 2% | e
8 1 17 . Gk (g) (exces) HCI{2N) | 05M | 0°C | 15min | 37% m;';';i{
9 | p-aminoalkylthiol : Ck (g) (excés) Eﬂﬂ"gﬂﬁ* 01M | 10°C | NC. | 6577% ”:d‘?_’f:
0 m:'?; 5 Oxone® (2,5 &q.) KCI(1 éq) Hz0 paM | of 1?;?:" 5:';% Mﬂﬁﬂ;ﬁ”
1 g‘ g;ﬂ; : NCS (4 éq) *‘ﬁ“’;;ﬁ‘,ﬂ N osm | 0 10.30min g: i g
12 | aryle, hétéroaryle 3 DCDMH (158q) | “ON7COH oam | P52 4h | 85-100% | Puetals

Tableau 32 : Différentes conditions utilisées dans la littérature pour transformer un thiol en chlorure d'acide




Une méthode publiée en 2013 par Joyard et ses collaborateurs a été appliquée au substrat (221),
proche de la cystéine N-Fmoc ester de benzyle (195) (Schéma 97).3' L'oxydant et 'agent de
chloration utilisé est I’hypochlorite de tert-butyle, facilement et rapidement préparable par la méthode
de Mintz et Walling & partir de tert-butanol et d’eau de Javel.*’® Par cette méthode, la cystéine
protégée (221) est convertie en sulfonamide (223) en quatre étapes réalisées séquentiellement en

monotope (déprotection, oxydation, chloration puis amidation) avec un bon rendement.

1) t-BuOCI/H,0 (3 éq.)

J:ST“ ACN 0°C 15min J:SOZNHB” 0
FmocHN” “coome 2 NH2Bn(222) (4 éa) o i ine>coome
0°C a TA 30min
(221) (223)

Schéma 97 : Oxydation de Joyard et al. sur la Fmoc-Cys(Trt)-OMe (221) avec du t-BuoCI®”®

Aprés cette étude bibliographique, les oxydations/chlorations en une seule étape ou en
monotope seront préférées aux méthodes impliquant deux étapes successives ou séquentielles. De
méme, les méthodes peu efficaces sur des substrats aliphatiques seront écartées. Les méthodes
impliquant le dichlore gazeux bien qu’efficaces n'ont pas été considérées de par la complexité de la
manipulation d’un tel gaz. Les méthodes mettant en jeu 'eau oxygénée, le chlorure de sulfuryle ou les
hypochlorites de soude ou de tert-butyle ne seront pas applicables a notre cystéine (182) contenant le

groupement allyle.

b) Essai d’'oxydation/chloration sur I'ester d’allyle de cystéine

Malgré le domaine étroit d’application des méthodes d’oxydations/chlorations trouvées dans la
littérature, une tentative d’oxydation a tout de méme été réalisée sur le dérivé ester d’allyle (182),
avec NH4;NO3; comme oxydant et du TMSCI comme agent de chloration, suivant la méthode décrite

/. 308

par Prakash et a Cependant, aucune réaction n’a lieu et le produit de départ (182) est récupéré

inchangé (Schéma 98).

SH NH4NO;3 (5 éq.) SO,CI
TMSCI (5 éq.)
FmocHN O\/\ DCM 50°C 18h FmocHN O\/\
O O
(182) (224)

Schéma 98 : Tentative d'oxydation/chloration de la cystéine ester d'allyle (182) en chlorure de sulfonyle (224)
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La seule méthode facilement applicable a la cystéine (182) n’ayant pas porté ses fruits, les limites
dues a la possible oxydation de la fonction allyle nous ont finalement contraint a continuer les essais

sur le dérivé cystéine protégée par un ester de benzyle (195).

c) Oxydation/chloration sur I'ester de benzyle de cystéine

Différents essais d’oxydation/chloration ont été réalisés et les résultats sont résumés dans le
Tableau 33. Les modes opératoires décrits par Bahrami et al. (Entrée 1, Tableau 33),307 Park et al.
(Entrée 2, Tableau 33),*® Churcher et al. (Entrées 2 et 3, Tableau 33)*'° et Madabhushi et al. (Entrée
4, Tableau 33)*'? ont été appliqués au substrat (195) mais le chlorure de sulfonyle désiré (225) n’est
observable qu’a I'état de trace par LC-MS, les produits majoritaires étant le pont disulfure (226), ainsi

que le pont disulfure dioxydé (227).

SH Oxydant (éq.) SO,Cl
Agent de chloration (éq.)
OBn > OBn
FmocHNJ;f Solvant (conc.) FmocHNJ;f
@) Température O
(195) Temps (225)

Solvant (conc.) Oxydant (éq.)

Tempgérza:g: Agent de chloration (éq.)
O BnO.__O
BnO NHFmoc
o NHFmoc
S .
OOB
FmocHN OB FmocHN "
o) (0]
(226) (227)
Entrée Oxydant (éq.) AEEIIGE Solvant | Conc T°C | Temps | Commentaire
. chloration (éq.) .
. . (226) et (227)
o,
1 H.0, (30%) (3 éq.) SOCI; (3 éq.) ACN 0,10 M TA 5h majoritaires
) . o (226) et (227)
2 KNO; (2,5 éq.) SO,Cl, (2,5 éq.) ACN 0,10 M 0°C 15h majoritaires
3 Javel/H,SO, (conc.) NaOCl (aq.) ) 006 M 0°Ca 15h (226) et (227)
(70/30) (0,9 M) (10 éq) ’ TA majoritaires
) ) TA a (226) et (227)
4 Oxone® (2,5 éq.) KCI (1 éq.) H,O/ACN | 0,30 M 40°C 4h majoritaires

Tableau 33 : Différentes conditions entreprises pour convertir la fonction thiol du composé (195) en chlorure de
sulfonyle (225)
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En raison de ces résultats décevants, la réaction est ensuite tentée en deux étapes successives
d’aprés le mode opératoire de Sureshbabu et al.?*®* L'oxydation de la fonction thiol de la cystéine
(195) est réalisée a l'aide de I'acide performique formé in situ. L’acide sulfonique (228) n’a pas été
isolé ni caractérisé et est engagé directement dans la seconde étape de chloration au triphosgéne,

mais aucun produit n’est récupéré apres cette derniére (Schéma 99).

o8 o o
SO;H C|>I\0)J\o)<0| SO,CI

SH HCOOH/H,0, (30%)
(70/30) (0,7 eq.)
OBn > OBn OBn
FmocHN 0°CaTA 24h FmocHN DCM/DME (Cat.) FmocHN

© © 0°CaTA 15h ©
(195) (228) (225)

Schéma 99 : Tentative d'oxydation puis de chloration du composé (195) en deux étapes

Le mode opératoire récemment décrit par Joyard et al. sur le dérivé cystéine (221) laisse donc plus
d’espoir quant au succés de la synthése en raison de sa forte ressemblance avec la cystéine (195).3"
Dans un premier temps, la synthése de I'hypochlorite de tert-butyle est réalisée. Ce composé est
synthétisé a partir du tert-butanol avec un bon rendement, suivant le mode opératoire décrit par Mintz

et Walling (Schéma 100).%'

Javel (1,1 éq.)
(NaOCl (aq.))

dosée : 0,94 M O.
OH | ). >( cl 78%
AcOH (1,2 éq.)

0°Ca10°C 3min

Schéma 100 : Synthése de I'hypochlorite de tert-butyle a partir de I'alcool tert-butylique

Pour éviter I'introduction d’'un excés de réactif, 'hypochlorite de tert-butyle est dosé. Sa concentration
varie de 7,5 a 8 M suivant les lots synthétisés. Pour reproduire au plus prés les conditions décrites
par Joyard et ses collaborateurs, la réaction est dans un premier lieu réalisée en présence de
benzylamine (222) afin de piéger le chlorure de sulfonyle généré en sulfonamide (Tableau 34).3' Un
premier test est réalisé a partir de la cystéine S-Mmt (194). Moins de 30% de produit (229) est obtenu
(Entrée 1, Tableau 34). Les mémes conditions appliquées a la cystéine sous forme thiol libre (195),
conduisent au produit (229) avec 40% de rendement (Entrée 2, Tableau 34). L’étape de déprotection
du groupement 4-méthoxytrityle étant rapide et efficace, les essais suivants seront réalisés a partir de
la cystéine —SH (195). Nous avons alors tenté d’optimiser les conditions au départ de cette derniére.

En premier lieu, I'eau introduite dans le milieu réactionnel pourrait participer a I'nydrolyse du chlorure
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de sulfonyle (225) limitant I'étape d’amidation. Aussi, a la fin de I'étape d’oxydation/chloration, du
MgSO, est introduit dans le milieu réactionnel, qui est alors filtré, concentré, puis repris dans le
solvant anhydre. La benzylamine (222) est alors ajoutée, puis le mélange réactionnel est placé aux
ultrasons pour tenter d’améliorer la cinétique de la réaction, seulement la température de la cuve
monte rapidement a 40°C. Que la réaction dure 30 minutes ou 3 jours, seule la dégradation du réactif
est observée in fine (Entrées 3 et 4, Tableau 34). Le changement de solvant par du DMSO pour
I'étape d’amidation, n’a également conduit qu’'a de la dégradation (Entrée 5, Tableau 34). Face a ces
essais infructueux, le protocole est modifié, et la réaction est maintenue dans I'acétonitrile et a l'issue
de I'étape d’oxydation/chloration, du tamis moléculaire (TM) est ajouté. Une activation aux ultrasons
aprés I'addition de 'amine conduit a la dégradation des réactifs (Entrée 6, Tableau 34). En 'absence
d’ultrasons, le produit désiré (229) est obtenu avec un rendement de 53% (Entrée 7, Tableau 34).
L’effet favorable du tamis moléculaire est validé en effectuant la méme manipulation en son absence.

Le rendement obtenu est, cette fois, beaucoup plus faible (Entrée 8, Tableau 34).

1) t-BUOCI/H,O (3 éq.) H
SR . 0]
Ji Solvant (conc.) 0°C  15min_ \\S/N

coopn 2 BINH; (222) (4 éq.) J: o

FmochN Température Temps Additif FmocHN COOBnN

(194) R =Mmt (229)

(195) R=H
1 0,2M 0°CaTA 30min <30%
2 H ACN 0,6 M 0°CaTA 30min - 40%
3 H ACN puis ACN 0,4M | 0puis40°C | 30min | MgSO, +.)) | dégradation
4 H ACN puis ACN 0,4M | O puis 40°C 3j MgSQO, +.)) | dégradation
5 H | ACN puis DMSO | 04 M | O puis 40°C 2h MgSQO, +.)) | dégradation
6 H ACN 0,8 M 0a40°C 1h TM 3A +.)) | dégradation
7 H ACN 0,3M 0°CaTA 2h T™ 3A 53%
8 H ACN 0,3M 0°CaTA 2h - 27%

Tableau 34 : Optimisation de la synthése de la cystéine benzylaminosulfonyle (229) a partir des cystéines (194) ou
(195)

Aprés une optimisation des conditions de Joyard et al., le sulfonamide est obtenu avec 53% sur trois
étapes d’oxydation/chloration/amidation. Sachant que Joyard et al. décrivent cette séquence avec un

rendement de 70%, nous avons tenté de reproduire leur synthése.
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d) Reproduction du mode opératoire de la publication de Joyard et al.

Dans un premier lieu, la cystéine N-Fmoc-S-Mmt ester de méthyle (230) est synthétisée avec

un rendement de 86% en présence de I'agent de couplage EDCI (Schéma 101).

SMmt SMmt
DMAP (0,2 éq.) EDCI (1,1 éq.
oH ( q.) ( q.) oL 86%
FmocHN MeOH 0°CaTA 5h FmocHN
O (6]
(192) (230)

Schéma 101 : Synthése de la cystéine N-Fmoc-S-Mmt ester de méthyle (230)

Au départ du produit (230), la séquence oxydation/chloration/amidation est reproduite selon le mode
opératoire de Joyard et al. Au bout de 30 minutes aprés I'addition de I'amine, un contréle CCM
indique toujours la présence du produit de départ. La réaction n’est totale qu’au bout de 15h, et le
produit désiré (223) n’est isolé qu’avec un rendement de 36%, contre 70% attendus.

O/

Q O 1) -BuOCI/H,O (3 éq.) o) HQ

S ACN (0,2 M) 0°C 15min 's
> \ 36%
2) BnNH, (222) (4 éq.) O
FmocHN COOMe 0°CaTA 15h FmocHN COOMe
(230) (223)

Schéma 102 : Synthése de la cystéine benzylaminosulfonyle (223) en suivant le mode opératoire décrit par
Joyard et al’"™

En conclusion, le principal facteur influencant la réaction est le -BuOCI. Ce dernier est obtenu avec
des puretés différentes selon les lots, et en fonction du titre de I'eau de Javel utilisée. C’est donc
probablement sur ce réactif que se joue l'efficacité de cette réaction. Bien que nous n’ayons pas
réussi a optimiser davantage cette séquence, les essais de couplage entre la cystéine N-Fmoc ester
de benzyle (195) et le SMX (5) ont été entrepris.

e) Tests sur la réactivité du sulfaméthoxazole

Les quelques essais de couplage entre la cystéine N-Fmoc ester de benzyle (195) et le SMX
(5) ont montré, par des analyses CCM, ainsi que des LC-MS que le SMX (5) ne réagit pas avec le

chlorure de sulfonyle (225). Quelles que soient les conditions testées et résumées dans le Tableau
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35, aucune n’a permis d’obtenir le produit souhaité (231). Deux bases suffisamment faibles pour ne
pas cliver le groupement Fmoc ont été employées : la pyridine et la diméthylaniline (DMA), soit
comme solvant, soit en quantité stoechiométrique. Pour apprécier la consommation du SMX (5) ce
dernier est méme introduit en défaut, en présence de tamis moléculaire. De méme, un essai est
réalisé sans la présence d’eau (Entrées 3 et 4, Tableau 35). Mais aucune de ces conditions n’'a
permis d’additionner le SMX (5) au chlorure de sulfonyle (225). Le manque de réactivité du SMX (5)
est donc mis en cause, étant donné la présence de la fonction amine primaire en position para- d’un
groupement attracteur sulfonamide.

Q H
o 1) +BUOCI/H,0 (3 éq.) s\ @S\OZ
J: ACN (conc.) 0°C 15min 0 NH
2) SMX (éq.) Base (éq.) FmocHN™ "COOBn %
FmocHN™ “COOBn ™" “sqaitt ~ 0°c a TA Nb /
Temps
(195) g (231)

e Coswn ooy o T s

3 éq. pyridine (excés) | 0,3 M

1 éq. DMA (1,1 éq.) 0,2M 15h -
0,9 éq. DMA (1,1 éq.) 0,2M 15h T™ 3A
0,9 éq. DMA (1,1 éq.) 0,2M 15h sans eau

Al N~

Tableau 35 : Différentes conditions entreprises pour tenter de synthétiser le composé (231)

Afin de tester la réactivité du SMX (5) et d’optimiser les conditions de sulfonamidation, nous avons
étudié la réaction modéle de mésylation du SMX (5). Dans le Tableau 36 ci-aprés, sont présentées
les différentes conditions étudiées. En 'absence de base et en présence d’une quantité catalytique de
DMF, I'addition d’'un défaut de chlorure de mésyle (232) conduit au produit mono-mésylé (233) avec
24% de conversion (Entrée 1, Tableau 36). L’ajout de la diméthylaniline (DMA) permet d’obtenir le
produit souhaité (233) avec 30% de conversion en présence d’'une quantité stoechiométrique de
chlorure de mésyle (232) (Entrée 2, Tableau 36). En absence de DMF, et avec un excés de chlorure
de mésyle (232), la conversion est nettement améliorée jusqu'a 66% (Entrée 3, Tableau 36). Une
augmentation de la température a 30°C, permet également d’améliorer la conversion jusqu’a 82%.
Néanmoins, deux espéces sont isolées : une grande majorité de produit mono-mésylé (233) et
minoritairement le produit di-mésylé au niveau du sulfonamide secondaire (234) (Entrée 4, Tableau
36). L'utilisation de la pyridine comme base permet d’augmenter la conversion a 100%, mais la
quantité de composé di-mésylé (234) obtenu est supérieure (Entrée 5, Tableau 36). Les conditions
sont alors optimisées de maniére a améliorer la proportion de produit mono-mésylé (233). Diminuer la
quantité de chlorure de mésyle (232) introduite ne fait que de diminuer le taux de conversion (Entrées
6, 7 et 8, Tableau 36). Pour éviter une réaction trop rapide et favoriser la formation du composé

mono-mésylé (233), la température de la réaction est diminuée et le temps de la réaction allongé
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(Entrées 9 et 10, Tableau 36). Au minimum, 10% de produit di-mésylé (234) sont isolés. La
concentration de la réaction est également augmentée dans les conditions pour lesquelles la
conversion du SMX (5) n’était pas totale. La température est laissée a 'ambiante pour éviter la
formation du composé di-mésylé (234), la réaction est controlée par CCM et laissée 5 jours pour
augmenter au maximum la consommation de SMX (5) (Entrées 11, 12 et 13, Tableau 36). Au final, le

taux de conversion du SMX a pu étre augmenté tandis que la quantité de produit di-mésylé reste

constante.
NH éo éO
2 HN" 2 HNT 2
(232) TM3A
CH3SO,Cl/Base (éq.)
HN/Soz Solvant (conc.) S0, ' ozé\ _S0,
Température HN N
\ N /N Temps W W
O / /
) O ) (0]
(5) (233) (234)
e — it
ACN/ ) -
0,5 éq. DMF(cat.) 0,13M  0°CaTA 24% | ratio” : 100/0
) ACN/ o o b
2 1éq. DMA DMF(cat.) 0,13M | 0°CaTA| 15h 30% | ratio”: 100/0
3 3 éq. DMA ACN 0,13M 0°CaTA | 15h 66% | ratio” : 100/0
) < ano o 57% 1 4%
4 3 éq. DMA ACN 0,13M | 0a30°C 15h 82% ratio? - 98/2
) - . 68% / 19%
o (o)
5 3 éq. pyridine ACN 0,13M  0a30°C 15h 100% ratio® : 73/27
. . < ano o 79% 1 6%
6 2 éq. pyridine ACN 0,13M | 0a30°C 15h 98% ratio? - 93/7
7 1,5 éq. pyridine ACN 0,13M  0a30°C 15h 87% | ratio®: 98/2
8 1 éq. pyridine ACN 0,13M | 0a30°C 15h 52% ratio® : 99/1
. . . 88% 1 10%
o o
9 3 éq. pyridine ACN 0,13M 0°CaTA | 24h 100% ratio® : 89/11
. - o o 81% 1/ 10%
10 3 éq. pyridine ACN 0,13 M 0°C 24h 100% ratio® : 90/10
11 2 éq. pyridine ACN 0,20M 0°CaTA 5j 100% | ratio® : 95/5
12 1,5 éq. pyridine ACN 0,30M | 0°CaTA 5j 98% ratio” : 98/2
13 1 éq. pyridine ACN 0,40M 0°CaTA 5j 80% | ratio®: 99/1

a : pourcentage de conversion calculé a partlr des intégrations RMN "H surle mélange brut.
b : ratio calculé a partir des intégrations RMN "H surle mélange brut.

Tableau 36 : Optimisation de la réaction entre le sulfaméthoxazole (5) et le chlorure de mésyle (232)
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La réactivitée du SMX (5) ayant été investiguée au cours de cette étude par le biais du chlorure de
mésyle (232), la réactivité de la cystéine ester de benzyle (195) reste donc a tester. Pour ce faire,
cette derniére sera dans un premier lieu mise en condition avec des amines désactivées que sont les

anilines.

f) Tests de I'oxydation de Joyard et al. avec des substrats proches du SMX

La cystéine N-Fmoc ester de benzyle (195) est transformée en chlorure de sulfonyle (225)
selon les conditions de Joyard et al. optimisées.®'® La formation du sulfonamide est alors réalisée
avec l'aniline (235). Le produit (236) est obtenu avec un rendement de 75% mais aprés une analyse
LC-MS, il ne s’avere pur qu’a 60%. Ce dernier est en mélange avec d’autres espéces, détectées avec
une masse incrémentée de 34 g/mol, ce qui correspond au méme produit mais avec I'addition d’'un
chlore. De plus le signal de leur pic de masse présente la caractéristique isotopique des chlores avec
75% de l'espéce *°Cl et 25% de *'Cl, ce qui laisse penser qu’une addition de chlore électrophile

(généré par I'hypochlorite de tert-butyle) sur un des cycles aromatiques présents sur la molécule a

lieu.
1) +BuOCI/H,0 (3 éq.) ACN (0,2 M) 0°C o
H
LSH 2) TM3A  Pyridine (2 x 1,1 éq.) %\—N@ 759,
\ ~ (J
o)
FmocHN™ “COOBn Hm@ (235) (1éq) FmocHNJiCOOBn

(195) 0°Ca30°C  20h (236)

Schéma 103 : Etude du couplage entre la cystéine ester de benzyle (195) et I'aniline (235)

Pour tenter de capter ces cations chlore, de I'amyléne est introduite dans le mélange réactionnel a
hauteur d’'un équivalent au début de I'étape d’amidation avec I'aniline (235). Cependant, aucune
diminution de la quantité de produit mono-chloré n’a pu étre observée, ce qui signifie que la chloration
a probablement lieu lors de I'étape d’oxydation/chloration et donc que les chlores seraient situés sur
les cycles aromatiques du benzyle ou du groupement 9-fluorényle. Les produits non chlorés et mono-

chlorés sont inséparables et ne peuvent étre caractérisés par RMN.

La deuxieme amine aromatique engagée dans la réaction de couplage avec le chlorure de
sulfonyle (225) est la para-nitroaniline (84), amine trés désactivée de par sa fonction nitro en position
para. Le produit couplé (237) est détecté aprés une analyse LC-MS. Cependant, alors que toute
I'aniline (235) est consommée dans les essais présentés précédemment, ici la para-nitroaniline (84)

n‘est pas entierement consommée. De plus, le produit désiré (237) ne peut étre purifié par une
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chromatographie sur gel de silice, a cause de la co-élution avec la para-nitroaniline (84), ni par HPLC,
en phase inverse, car le produit désiré (237) présente le méme temps de rétention qu’'une impureté.
La cystéine para-nitrophénylaminosulfonyle (237) n’a donc pas pu étre isolée, ni méme quantifiée par
HPLC. Néanmoins, aprés une chromatographie sur gel de silice, la fraction de mélange entre le
produit (237) et la para-nitroaniline (84) présente une proportion d’environ 50/50 entre ces deux

produits. Un rendement approximatif de moins de 25% a pu étre déduit (Schéma 104).

1) +BuOCI/H,O (3 éq.) ACN (0,2 M) 0°C

0

LSH 2)TM 3A  Pyridine (2 x 1,1 éq.) . \\S\\—HONOZ
O

FmocHN” ~COOBn HZNONOZ (84) (1éq.) FmocHNJiCOOBn

0°Ca30°C 3,5

(195) (237)

<25%

Schéma 104 : Etude du couplage entre la cystéine ester de benzyle (195) et la para-nitroaniline (84)

On peut conclure qu’une fois en présence d’'une amine aromatique désactivée par un groupement
électroattracteur en position para, le taux de conversion chute drastiquement (Entrée 1, Tableau 37).
Des essais d’optimisation de cette réaction sont donc réalisés. La quantité de cystéine (195) est
augmentée ainsi que la température. Néanmoins, méme aprés 5 jours de réaction la conversion de
'amine (84), est toujours trés faible et les impurtés sont majoritaires (Entrée 2, Tableau 37). La
cinétique de la réaction est donc étudiée. Méme aprés 26 jours de réaction la conversion est toujours
faible avec en majorité des impurtés (Entrée 3, Tableau 37). La quantité d’amine (84) est diminuée a
0,3 équivalent tandis que la quantité de base et la concentration de la réaction sont augmentées.
Mais, aprés plusieurs jours de réaction, les impuretés restent majoritaires et la conversion trés faible
(Entrées 4 et 5, Tableau 37).

1é€q. 1éq. 2,2éq.2 0,2M [0a30°C | 3,5 impuretés majoritaires
2 2 éq.° 1 éq. 2,2 éq.° 0,2M | 0a40°C 5] impuretés majoritaires
3 1é€q. 1éq. 1,1 éq. 0,2M | 0a40°C 26j impuretés majoritaires
4 1é€q. 0,3 éq. 4 éq. 0,3M [ 0a30°C 7j impuretés majoritaires
5 1éq. 0,3 éq. 4 éq. 0,4M [ 0a30°C 5j impuretés majoritaires

a : addition en deux temps

Tableau 37 : Conditions explorées pour I'optimisation de la synthése du sulfonamide (237)

En conclusion méme en appliquant les conditions optimisées entre le SMX (5) et le chlorure de
mésyle (232), la réaction entre le chlorure de sulfonyle (195) et la para-nitroaniline (84) ne méne qu’a
une conversion trés faible des réactifs. Par contre avec 'aniline (235) la réaction optimisée conduit a
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environ 75% de rendement. L’inconvénient est la présence des dérivés chlorés en mélange avec le
produit (236). Pour déterminer si les chlores sont sur le groupement benzyle ou sur le 9-fluorényle, la

déprotection du groupement benzyle est effectuée.

g) Clivage du groupement benzyle

La difficulté de cette étape de déprotection réside dans le fait que plusieurs publications
relatent du clivage du groupement Fmoc par une hydrogénation catalytique.??*?*22"2%9 poyr autant,
dans les mémes conditions, d’autres décrivent de trés bons rendements de déprotection de la
fonction acide carboxylique sans atteindre le groupement Fmoc, méme aprés des temps de réaction

de 15h et plus.?>28

Nous devons alors tester le clivage de la fonction benzyle pour pouvoir attester de la viabilité de
I'orthogonalité des groupements protecteurs choisis. Néanmoins, si les chlores sont additionnés sur le
groupement benzyle, une hydrogénation catalytique peut ne pas suffire a son clivage. D’autres

méthodes seront alors expérimentées.

Dans un premier temps des méthodes d’hydrogénation catalytique par transfert d’hydrogéne ont été
testées (Tableau 38). La plus connue emploie du cyclohexéne. De plus, cette méthode est conseillée
pour la déprotection d’ester de benzyle d’acides aminés contenant des soufres.?’” Cependant, son
application n’a pas mené au produit réduit escompté (238) (Entrée 1, Tableau 38). Le 1,4-
cyclohexadiéne est également utilisé, et connu pour déprotéger des peptides benzylés plus
rapidement et a des températures plus basses. Cette méthode donne également de bons rendements
lors de la déprotection d’acides aminés contenant des soufres.?'® Méme aprés deux jours de réaction,
la débenzylation du produit (236) n’a pas lieu et le produit de départ est recouvré inchangé (Entrée 2,
Tableau 38). Une autre méthode décrite par Elamin et ses collaborateurs préconise [I'utilisation
d’acide formique comme donneur d’hydrogéne et solvant (& hauteur de 4,4% dans du méthanol).>"
Les auteurs utilisent du palladium précipité mais l'utilisation du palladium sur charbon est également
possible pour le clivage d’esters de benzyle. Cependant méme aprés 5 jours de réaction, seul du
produit de départ (236) est récupéré (Entrée 3, Tableau 38). L’hydrogénation catalytique classique en
présence de palladium sur charbon a 10% et d’hydrogéne gazeux est donc expérimentée selon le
protocole décrit par Qian et al.?® Le produit désiré (238) est alors obtenu avec 86% de rendement,

sans que le soufre n’empoisonne le catalyseur (Entrée 4, Tableau 38).
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\
S\\—N@ Pd/C (cat.) Q H
[ ~ S_N
J%?O Donneur d'hydrogéne \
> (0]
FmocHN Solvant (conc.) FmocHNL[fOH
(@] Température Temps

O

(236) (238)

m Donneur d’hydrogéne | Solvant | Conc. | T°C Temps

! GYAOheXene | EOH | 0,04M | reflux | 15n | recuperation du
1,4-cyclohexadiéne , récupération du
2 (10 éq.) EtOH 1025M | TA 2 produit de départ
acide formique . récupération du
£ (4,4% dans MeOH) HECI ORI U X produit de départ
4 H, EtOH |0,10M | TA 15h 86%

Tableau 38 : Différents essais de clivage du groupement benzyle du sulfonamide (236) par hydrogénation
catalytique

Une analyse RMN 'H de I'acide (238) montre que le groupement Fmoc n'est pas clivé lors de
'hydrogénolyse catalytique au palladium. De plus, une analyse par spectrométrie de masse du
produit (238) atteste le départ du groupement benzyle, ainsi que celui des chlores. Les chlorations
électrophiles, dues a I'hypochlorite de tert-butyle lors de I'étape d’oxydation/chloration de la cystéine,

ont donc lieu sur le groupement benzyle.

La viabilit¢ de l'orthogonalité des groupements protecteurs est donc prouvée par cette

déprotection sélective du groupement benzyle.

h) Essais de synthése du monomeére Cys-SMX

Aprés I'optimisation des conditions de couplage entre la Fmoc-Cys-OBn (195) et différentes
amines, ainsi que les optimisations de couplage entre le chlorure de mésyle (232) et le SMX (5), le
couplage entre la Fmoc-Cys-OBn (195) et le sulfaméthoxazole (5) est donc entrepris. Les conclusions

que nous pouvons tirer des différentes optimisations réalisées sont :

- L’acétonitrile reste le meilleur solvant pour cette réaction.

- L'utilisation de tamis moléculaire pour I'étape d’amidation améliore le rendement.

- La meilleure base pour I'étape d’amidation est la pyridine, un excés de cette derniere par
rapport au SMX est conseillé et peut étre introduit en plusieurs fois.

- Une concentration élevée améne a de meilleurs taux de conversion.

- Latempérature de la réaction peut étre augmentée entre 30 et 40°C.

- Un temps de réaction prolongé est nécessaire pour permettre une meilleure conversion du

SMX (5).
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Avec ces conditions mises au point, le couplage entre le chlorure de I'acide cystéique (225), et le
sulfaméthoxazole (5) est réalisé (Schéma 105). Malheureusement nous n’avons pas été en mesure
d’obtenir un rendement supérieur a 10%. De plus, le produit (231) obtenu aprés chromatographie sur
gel de silice est toujours en mélange avec du composé mono-chloré (239). Pour permettre
l'identification de ce dernier, une HPLC préparative est effectuée, et 4% du produit désiré (231) ainsi
que 3% du produit mono-chloré (239) ont pu étre isolés purs. Une analyse de RMN "H du produit
(239) permet d’affirmer la position du chlore sur le cycle oxazole de par la disparition du signal du
proton a 6,22 ppm (CDCI3;, 400 MHz). Cette espéce chlorée n’est pas utilisable pour la suite de
I'étude de l'allergie au sulfaméthoxazole (5) : les lymphocytes T risqueraient de ne pas reconnaitre le
motif SMX du fait de sa chloration. Les chlorations électrophiles dues a l'utilisation de I'hypochlorite

de tert-butyle posent donc finalement un probléme lorsque les conditions sont appliquées au SMX (5).

J:\é @—soz 231

1) £BuOCIH;0 (3€9)  FmocHN” >Cco0Bn N 4% HPLC
SH ACN (0,3 M)
0°C 15min
2) TM3A SMX (5) (1 éq.)
FmocHN™ “COOBn 70 idine (3x 11 &q.) @
0°CaTAa30°C 4 “ 2
(195) ’ L (239)
FmocHN COOBnN N7 Cl 3% HPLC
\
o)

Schéma 105 : Synthése de la Fmoc-Cys-OBn sulfonamide de sulfaméthoxazole (231)

Pour tenter d’activer 'amine aromatique du sulfaméthoxazole (5), une méthode sans base, mais
utilisant la B-cyclodextrine (240) en quantité catalytique a été décrite par Sridhar et ses
collaborateurs.’® Des amines aromatiques telles que I'aniline (235) ou des amines aromatiques
désactivées comme la para-fluoroaniline (241) ont été couplées avec le chlorure de mésyle (232)
pour former les sulfonamides (242) et (243) avec de trés bons rendements (Schéma 106). La
cyclodextrine est utilisée comme catalyseur dans cette réaction puisqu’elle posséde des cavités
hydrophobes qui lui permettent de se lier non-covalemment avec des substrats tels que les amines

aromatiques, et ainsi d’engendrer la réaction avec le chlorure de mésyle (232).
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OH
HO ¢]
HO
O

%L ﬁ*

B-CD (10 mol%)

o o)
s o B0 N 8
o) H,O/Acétone (15/1) 3
’ ' TA  35min
(235) x=H (232) (242) X=H 91%
(241) X=F (243) X=F 85%

Schéma 106 : Synthése des sulfonamides (242) et (243) a I'aide d une quantité catalytique de B-cyclodextrine
d'aprés Sridhar et al.*?

La méme méthode appliquée au couplage entre la cystéine (195) préalablement oxydée et chlorée
suivant la méthode de Joyard et al. avec le SMX (5) est tentée.*'**?® Néanmoins le sulfonamide
désiré (231) n’est pas obtenu. Le pH de la solution devrait étre contrdlé pour ne pas étre inférieur a
1,5 ou la forme ammonium du SMX domine. Or la B-cyclodextrine n’est que faiblement capable de se
lier & la forme cationique du SMX.*?" Une base devra donc tout de méme étre ajoutée. Un autre
probleme rencontré lors de cette réaction est linsolubilit¢ du complexe B-CD (240)-SMX (5).
Certaines publications relatent de Il'utilisation du complexe entre la 2-hydroxypropyl-B-cyclodextrine
(244) et le SMX (5) de par la plus grande solubilité de ce dernier dans I'eau.**"*? Le couplage pourra

alors étre testé a nouveau avec la 2-hydroxypropyl-3-cyclodextrine (244).

Malgré toutes les optimisations réalisées, ces conditions d’oxydation/chloration/amidation ne sont pas
applicables au sulfaméthoxazole (5). Ce substrat présente une amine trop désactivée. De plus, il est
sensible a la présence de chlores électrophiles induisant la formation d’'un dérivé chloré non

exploitable. La stratégie de synthése du sulfonamide désiré (231) devra étre repensée.

5) Changement de stratégie

En premier lieu le couplage entre la Fmoc-Cys-OBn (195) et le SMX (5) est réalisé dans des
conditions biomimétiques. Pour ce faire, la cystéine (195) est mise en présence du dérivé nitroso du
SMX (54), ou du dérivé hydroxylamine (53). Un agent oxydant, le m-CPBA, est ensuite additionné

pour permettre I'oxydation du sulfinamide intermédiairement formé en sulfonamide. La présence du
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produit désiré (231) est contrélée par LC-MS. Les résultats a partir du dérivé nitroso du SMX (54) ne
sont pas exploitables de par la trop grande quantité des dérivés de dégradation du nitroso (azo (171),
azoxy (172)). Le mélange réactionnel a partir de I'hydroxylamine du sulfaméthoxazole (53) révéle sur

le spectre HPLC-masse des traces du produit désiré (231), qui n’a pas pu étre isolé.

1) SMX-NO (54)

ou SMX-HA (53) Q H

SH (0,9 éq.) DCM SN SO,
TA . 24h J: NH

2) m-CPBA (3 éq.) FmocHN COOBn

TA 48h 5
(195) (231)

FmocHN COOBn

Schéma 107 : Tentative de synthése du sulfonamide de sulfaméthoxazole (231) via un couplage entre la cystéine
(195) et les métabolites (53) (54) du SMX suivi d’une oxydation

Une autre stratégie a ensuite été explorée. L’étude bibliographique sur la formation des
sulfonamides est étendue a la coupure entre 'amine et 'aromatique du sulfaméthoxazole. Plusieurs
publications décrivent la réaction entre des sulfonamides primaires et des dérivés aromatiques iodés
(Schéma 108).%%3-3%8

\\

0
2 H |©—so
+

O NH — S\\_NH2
FmocHN” >COOBn y O N7
N™ FmocHN” ~COOBn o
o)
(231) (245) (246)

Schéma 108 : Deuxiéme voie rétrosynthétique possible pour la formation du sulfonamide (231)

Pour synthétiser le sulfonamide primaire (245), la Fmoc-Cys-OBn (195) est oxydée puis
chlorée selon la méthode de Joyard et ses collaborateurs et un excés d’ammoniaque est ensuite
introduit.*”® Le sulfonamide primaire (245) est obtenu avec un rendement modeste de 35%. Une
analyse de masse sur ce composé purifié a cependant révélé la présence d’'une espéce mono-

chlorée. L’analyse par RMN 'H n’a pas permis de la quantifier (Schéma 109).
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\

SH 1) -BUOCI/H,O (3 ég.) ACN 0°C .
J: 2) NH,OH (28% aq.) (4 éq.) Ji Y 2 s,
FmocHN COOBnN 0°CaTA 30min FrocHN COOBn
(195) (245)

Schéma 109 : Synthése du sulfonamide primaire (245) a partir du thiol (195)

Le couplage avec un dérivé aromatique est tout d’abord tenté avec l'iodobenzeéne (247). La méthode

de couplage décrite par Tan et al. permet d’accéder aux sulfonamides par I'action d’'une quantité

catalytique d’oxyde de cuivre (1) en milieu basique.**® Cette méthode permet d’obtenir de trés bons

rendements au départ du méthanesulfonamide (232) et de liodobenzéne (247). Par contre, dés

lintroduction d’'un dérivé iodé désactivé, ou d’un sulfonamide primaire possédant une chaine

carbonée plus longue, les rendements chutent a environ 65% (Schéma 110).

Cu,0 (2-5 mol%)

R—S—NH, + | X > R—S-NH X
I H,0 (0,1 M) I

. 130°C air 24h

(1,5¢€q.) tube scelé

(248) R=Me (247)
(249) R=Pr  (250)

H (251) R=Me,X=H  90%
OMe (252) R =Me, X=0Me 63%
(253) R=Pr,X=H 65%

X
X

Schéma 110 : Méthode de couplage de Tan et ses collaborateurs®*®

Le mécanisme proposé par Tan et al. implique la coordination de I'azote du sulfonamide primaire

(RSO2NH,) sur le cuivre (l), suivie d’'une addition oxydante de I'halogénure d’aryle (X-Ar) menant au

cuivre (Il). L’élimination réductrice de ce dernier conduit au produit souhaité (RSO,NHAr), ainsi qu’au

recouvrement du catalyseur au degré d’oxydation I, qui est réengagé dans le cycle catalytique

(Schéma 111).%%

I
RSO,NHAr Cu ~x RSO,NH,
élimination o
réductrice coordination
-HX
X
éu”' Cu\'
RSO,—NH Ar NHSO,R
X—Ar

addition oxydante

Schéma 111 : Mécanisme de couplage au cuivre proposé par Tan et ses collaborateurs®?®
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Au départ du sulfonamide (245) dérivé de la cystéine, en présence de K,CO; comme base, le
sulfonamide (236) n’est pas obtenu et conduit a la dégradation des réactifs de départ, les conditions

de chauffage étant probablement trop drastiques pour la molécule (Schéma 112).

|
o (T o 4
S\\—NHZ (1 é9g.) Cuy0 (5%mol) S\\—N@
(@] > (e}
K,CO3 (2 éq.).HzO 5 M) 1‘3f)°C FmocHN COOBnN
24h air tube scelé

FmocHN COOBn
(1,5 €éq.)

(245) (236)

Schéma 112 : Tentative de synthése du sulfonamide (236) par la méthode de Tan et al.’®

Finalement toutes les méthodes de la bibliographie pour réaliser ce couplage rapportent
l'utilisation de températures réactionnelles élevées (supérieures a 70°C), voire méme I'utilisation des
micro-ondes, quel que soit le catalyseur introduit.***?® Nous avons donc décidé de ne pas poursuivre

sur cette voie.

Force est de constater que notre substrat Fmoc-Cys-OBn (195) semble peu enclin a subir des
modifications dans les conditions explorées. L’'analyse plus poussée des spectres de masse et de
LC-MS effectués lors des différents essais d’oxydation montre la présence, dans les milieux
réactionnels, d’'une espéce présentant une masse de 495 g/mol, quel que soit 'agent d’oxydation ou
celui de chloration utilisé. La structure de cette espéce n’a pas été élucidée. Cependant, la possibilité
quelle puisse découler d'un réarrangement de notre substrat (195) et empéche sa bonne
oxydation/chloration est émise. Pour tester la stabilité des groupements protecteurs de la cystéine
(195) lors des conditions d’oxydation, de chloration et d’amidation, nous avons retenté ces différentes
etapes au départ d’'une cystéine protégée par des groupements peu clivables, en vue d’obtenir le
sulfonamide (254) (Schéma 113).

® H
s\\—N4<j>—s\o2
J: 0 NH
AcHN COOMe Z
N

\ I 5 //
clivables par hydrolyse
en conditions forcées

(254)

Schéma 113 : Nouvelle stratégie : synthése du sulfonamide N-acétyle et ester de méthyle (254)
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6) Nouvelle voie de synthése via I'utilisation de groupements protecteurs peu labiles

Pour synthétiser le sulfonamide (254), la cystéine de départ doit étre protégée sur ses
fonctions amine primaire et acide carboxylique par des groupements acétyle et méthyle
respectivement. La nouvelle stratégie consiste en I'oxydation préalable de la cystéine. Le produit de

départ sera donc I'acide cystéique commercial (198).

a) Protection en acétamide et ester de méthyle

Au vu de la bibliographie, des méthodes de protection sélectives de I'amine de Il'acide
cystéique (198) via I'utilisation d’un chlorure d’acide ou d’'un anhydride en présence d’'une base sont
décrites.*?** De méme, il existe des méthodes de protection sélectives de I'acide carboxylique en
ester de méthyle, a partir de 'acide cystéique (198) et de chlorure de thionyle dans du méthanol.**"-3%
Il est a noter que I'utilisation de chlorure de thionyle n’agit pas sur la fonction acide sulfonique, méme

en présence de 20 équivalents de SOCI,, pendant 15h de réaction.

L’acide cystéique commercial (198) est transformé en acétamide désiré (255) par I'action de
I'anhydride acétique en présence de soude.**® Aprés extraction, I'acétamide désiré (255) restant dans
la phase aqueuse, il est directement engagé avec les sels dans I'étape suivante. En solution dans le

méthanol avec un excés de chlorure de thionyle, 'ester de méthyle (256) est isolé avec un excellent

rendement de 91% sur les deux étapes (Schéma 114),%"%%
1) 10 (1.3 €q.)
.3 éq.
NaOH (8 N) (3,2 &q. SOCI, (9 éq.) 91¢
OH " > )J\ OH )J\ ol 2 éta/oes
HoN 1,4-dioxane/H,0 (7:3) H MeOH H P
o 0°CaTA 15h ) 0°CaTA 15h o)
(198) 2) lyophilisation (255) (256)

Schéma 114 : Synthése de l'acide cystéique protégé (256)

Dans le but de contrdler I'obtention du produit (256) sous forme d’acide sulfonique, le dosage de la
base conjuguée de cet acide est réalisé. Le pKa du produit (256) est dosé a 1,5, ce qui confirme la

présence de la fonction acide sulfonique.

b) Substitution de I'acide sulfonique en chlorure de sulfonyle

L’étape suivante consiste en la formation du chlorure de sulfonyle (257) a partir de I'acide sulfonique
(256). Pour ce faire, nous allons tirer profit de la précédente étude bibliographique présentée au

Tableau 31 (p.181). Plusieurs tentatives de synthése ont été réalisées et sont présentées dans le
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Tableau 39 ci-aprés, mais aucune n’a permis d’obtenir le chlorure de sulfonyle escompté (257). Dans
un premier temps des chlorations sur le sel de sodium du composé (256) sont réalisées avec du
pentachlorure de phosphore ou du trichlorure de phosphoryle, mais le substrat de départ n’est pas
soluble dans le dichlorométhane ce qui méne a la récupération du produit de départ (Entrée 1,
Tableau 39).%*° De plus, nous constatons qu’une température trop élevée conduit & une dégradation
du produit (Entrée 2, Tableau 39).>* Lors des autres essais seul le produit de départ est récupéré,
méme aprés plusieurs jours de réaction (Entrées 3 et 4, Tableau 39).?°” La méthode de Sureshbabu
et al. au triphosgene est alors appliquée, ainsi que celle de Blotny a la 2,4,6-trichloro-1,3,5-triazine
(TCT), mais le produit de départ est recouvré inchangé (Entrées 5 et 6, Tableau 39).2>*°" Pour finir,
des essais au chlorure de thionyle sont tout de méme réalisés mais en ajoutant une quantité
catalytique de DMF ou de la pyridine pour accéder a des espéces chlorantes plus réactives. La
température est méme augmentée jusqu’a 50°C pour tenter de passer la possible barriére d’activation

de la synthése mais le produit de départ est toujours retrouvé intact (Entrées 7, 8 et 9, Tableau 39).

SO3X SO,CI
O Agent chlorant (éq.) O
)k O\ > )J\ O\
N Solvant (conc.) N
H H
0] Température O
Temps
(256) (257)

SUCE chIoArg::? t

PCls (1 éq.) 0,10M | 0°CaTA | 30min F;%C duuﬁte:jaetlggpdau g
2 POCI; (2éq.) | Na ACN 0,10 M reflux 3h dégradation
3 | POCl,(2éq) Na| ACN | 010M TA 5i prré(f d“uﬁté;a;iggpda“ L
4 i Na| POCl, | 002M |0°CaTA| 4 prs)c d“uﬂf;aetiggpda“ L
O G0 ooans e | e
6 | JEn(idsy | H | acétone | 0.50M | reflux | 200 | SRRSO
7 | sochb(3éq) | H DC('\C"; f_’)MF 0,10M | 0°CaTA  1h prréoc d“uﬂfga;iggpda“ L
+ | socusm | 1| P g 00 | o | e
9 | sOCL(3éq) | H | pyidne | 010M | 0a50°C | 3h F:réoc d“upitéga;iggpda“ L

Tableau 39 : Tentatives de synthése du chlorure de sulfonyle (257)
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c) Synthése du sulfonamide a partir de I'acide sulfonique

Aprés I'échec de synthése et d’isolement du chlorure de sulfonyle (257), I'hypothése de sa
faible stabilité est émise. Des tentatives de synthése du sulfonamide, directement a partir de I'acide
sulfonique (256) sont alors entreprises. Au vu de la faible réactivité du sulfaméthoxazole (5) avec les
précédentes cystéines protégées, les essais sont dans un premier lieu réalisés avec I'aniline (235)
(Tableau 40). L’acide sulfonique est placé dans un mélange a (1:1) d’aniline (235) et de toluéne puis
porté a reflux dans le but d’effectuer la déshydratation du substrat via I'élimination de I'eau formée
grace a un montage de Dean-Stark (Entrée 1, Tableau 40). Cependant, la formation du produit
souhaité (258) n’a pas été observée et, aprés 24h, le produit de départ s’est décompose
probablement di au chauffage prolongé. Les différents essais avec du chlorure d’oxalyle, du
triphosgéne ou du chlorure de thionyle comme agents chlorants n‘ont également pas mené au
sulfonamide souhaité (258), mais a la récupération des produits de départ (Entrées 2 a 5, Tableau
40).

(235) o
< >—NH :
SO,H ? (éa) “s—“@
\

. (@) \
Agent chlorant (éq.)
)k > )k OO\
” Solvant (0,1 M) ”
O Température O
Temps
(256) (258)
Agent
exCeSs aniline (235) reflux déaradation
/toluéne (1:1) | (Dean-Stark) 9
. . récupération des
2 | (COCl), (2éq.) | 1,8éq. DCM 0°C aTA 15h | 2 d”uﬁts d; depart
triphosgéne . DCM/DMF o A récupeération des
£ 2 éq.) AE8 (cat.) 0°CaTA | 15h | oduits de départ
4 SOCl, (2éq.) | 2eéq. DCM 0°C a TA 22h prfo‘;“upifsrz“eogéizsﬁ
5 | SOCl,(1,1éq.) 1.1 éq. DMF 0°C a TA 15h ;g%“uﬁfsrzt'eogé‘:)‘fn

Tableau 40 : Essais de synthése du sulfonamide (258)

7) Conclusion et perspectives sur la synthése du monomére

En conclusion, malgré toutes les méthodes mises en ceuvre pour obtenir la N-Fmoc cystéine
sous forme sulfonamide de sulfaméthoxazole (173), aucune n’a porté ses fruits et la synthése de ce

monomere reste inachevée a la fin de cette thése. Une autre stratégie de synthése serait de
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synthétiser le monomére désiré (173) a partir du sulfonamide protégé par un acétamide et un ester de
méthyle (254). Ce dernier serait issu de I'oxydation/chloration/amidation de la N-acétyle cystéine
ester de méthyle (259) commerciale avec le SMX (5) selon la méthode de Joyard et al.*'* Bien que
cette méthode offre de faibles rendements, 'omission des groupements Fmoc et benzyle lors de la

réaction d’oxydation/chloration/amidation pourrait améliorer I'efficacité de la réaction (Schéma 115).

Q o]
W H w H .
S—NOS\OZ déprotection S—N4<j>—s\o2 oxydation

Ji C NH acide J: o NH /chloration SH

O
- f—
FmocHNY ~COOH protection  AcHN

COOMe
N7 Fmoc N7 couplage AcHN” “cooMe
(@) ] déprotection (6] ] au SMX (5)
amine
(173) (254) (259)

Schéma 115 : Autre stratégie de synthése du sulfonamide (173) envisageable

Une autre stratégie possible pour obtenir le sulfonamide (231) consisterait en le couplage entre

I'azoture de la cystéine protégée (260) et I'acide boronique du sulfaméthoxazole (261) (Schéma 116).

0
W H (HO) BOSO
— 10 @] 2 2

J: O NH — S\\_N3 +
FmocHN” “COOBn y J: O N7 )
N / FmocHN® ~COOBn o
O
(231) (260) (261)

Schéma 116 : Autre stratégie d'obtention du sulfonamide (231)

Par exemple Moon et ses collaborateurs décrivent le couplage des azotures de sulfonyle (262) et
(263) avec I'acide phénylboronique (265) et un acide plus désactivé le para-chlorophénylboronique
(264), en présence d'un catalyseur de cuivre. La réaction se déroule a lair et a température
ambiante. Les sulfonamides (266) et (267) sont obtenus avec de trés bons rendements (Schéma
117).%%

0 cuci(omol%) 0, 9 H
R-S-N; + (HO),B X ~ R=~N %
i MeOH (0,5 M) o)

(1,2 éq.) TA 1h
(262) R=Me (264) x=cl (266) R=Me, X=Cl 88%
(263) R =Et (265) X=H (267) R=Et,X=H 95%

Schéma 117 : Couplage entre les azotures de sulfonyle (262) est3£263) et les acides boroniques (264) et (265) d'apreés
Moon et al.
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Plusieurs méthodes ont déja été décrites pour synthétiser un azoture de sulfonamide a partir d’'un
thiol, pour ce faire le thiol doit d’abord étre oxydé et chloré en chlorure de sulfonyle, puis I'action de
'azoture de sodium (en quantité stoechiométrique ou en léger exces) permet d’obtenir 'azoture de
sulfonamide avec de bons rendements.**** De plus, les groupements Fmoc résistent & ces
conditions.**® Pour ce qui est du SMX (5), une méthode décrite par Erb et ses collaborateurs permet
de passer facilement de 'amine a I'acide boronique par I'action du nitrite de sodium suivi de I'acide

diboronique.3*#3%

V. Conclusion

En définitive, les métabolites du sulfaméthoxazole (5) : I'hydroxylamine (53) et le nitroso (54)
ont été synthétisés avec des rendements globaux respectifs de 43% sur 2 étapes et de 13% sur 3
etapes. De plus, la pureté du métabolite hydroxylamine étant supérieure a celle du dérivé nitroso c’est
finalement le SMX-HA (53) qui a été utilisé pour la synthése du bioconjugué HSA-SMX selon le mode
opératoire décrit par Peng et Turesky.'®™ Ce monomeére a donc été synthétisé et les analyses de
spectrométrie de masse de ce dernier sont en cours pour attester du couplage entre I'hydroxylamine

du sulfaméthoxazole (53) et la cystéine 34 de la HSA.

Basé sur la cystéine 34, le choix des peptides potentiellement immunogénes a pu étre effectué. Trois
peptides ont été sélectionnés grace a la modélisation par le logiciel IEDB, ainsi qu’un peptide qui

servira de contréle négatif (cf. Tableau 29 p.169).

La synthése du monomeére Cys-SMX (173) a alors été entreprise. Au vu de la plus grande stabilité
des dérivés sulfonamides, c’est sous cette forme que le monomére a tenté d’étre synthétisé. Les
étapes de protection et de déprotection ont pu étre optimisées, par contre, I'oxydation et la chloration
en chlorure de sulfonyle, ainsi que le couplage avec le sulfaméthoxazole (5) ont été peu fructueux.
Malgré tous les essais réalisés ainsi que les nombreuses optimisations, nous n’avons pas été en

mesure d’isoler en quantité suffisante le monomeére désiré (173).
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En conclusion, le but de cette thése était de sélectionner et de synthétiser des peptides
potentiellement immunogénes, modifiés par les trois antibiotiques de cette étude : la pénicilline G (7),

'amoxicilline (4), et le sulfaméthoxazole (5).

La premiére partie du travail a consisté en la préparation de bioconjugués HSA-pénicilline (pénicilline
G et amoxicilline) in vitro dans des conditions de pH physiologique et de pH basique. Leurs analyses
par spectrométrie de masse ont permis d’accéder a la nature et au nombre d’acides aminés modifiés
lors de I'hapténisation. Seules les lysines réagissent avec les pénicillines et le nombre de lysines
modifiées est résumé dans le Tableau 41. Des digestions trypsiques suivies d’analyses par
spectrométrie de masse tandem couplée a I'HPLC ont permis d’identifier dans la séquence de la HSA
les positions des lysines conjuguées a I'hapténe. Seules les lysines précédemment identifiées dans
des études in vivo ont été sélectionnées pour concevoir des peptides potentiellement immunogénes
(Tableau 41)."®

Nombre moyen de Nombre de lysine Nombre de lysine

Bioconjugué pénicilline fixée a la identifiée hapténisée | sélectionnée pour
HSA par la pénicilline la suite de I’étude

1 a 6 avec en moyenne
N=3
0 a 3 avec en moyenne
N=0
Lot1:11a 19 avecen
moyenne N = 15
Lot2:13 a 22 avecen
moyenne N = 17
4 a 10 avec en moyenne

HSA-AX-pH 10,6 N=6et7 - -

HSA-PG-pH 7,4 21 12

HSA-AX-pH 7,4 10 8

50 -

HSA-PG-pH 10,6
51 -

Tableau 41 : Récapitulatif des résultats de spectrométrie de masse obtenus pour les bioconjugués HSA-PG et HSA-
AX réalisés dans des conditions de couplage a pH physiologique et a pH basique

De maniére similaire, le bioconjugué HSA-sulfaméthoxazole a été préparé dans des conditions de pH
physiologique. Le SMX (5) étant un pro-hapténe, le dérivé hydroxylamine du SMX (53), un de ses
principaux métabolites, a été synthétisé en vue d’étre couplé a la cystéine 34 de la HSA. Sachant que
cette hapténisation, conduit a un intermédiaire sulfinamide, instable, une oxydation du bioconjugué
obtenu aprés la phase d’incubation est réalisée dans le but de stabiliser 'adduit sous la forme d’un
sulfonamide. Les analyses par spectrométrie de masse sur ce bioconjugué sont actuellement en

cours.

La deuxiéme partie du travail a consisté en la sélection d’'un ou plusieurs peptides de 15-mers les
plus potentiellement immunogénes, pour chaque acide aminé hapténisé sélectionné. Dans ce but,
deux techniques de modélisation moléculaire ont été utilisées. Les critéres a prendre en compte sont
la probabilité d’accroche entre les peptides et les molécules HLA ainsi que la bonne orientation de

'acide aminé d’intérét dans la poche du HLA, de maniére a ce que l'antibiotique soit dirigé vers le
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lymphocyte T. Pour ce faire, parmi tous les alleles des HLA-DRB1 nous avons décidé de travailler sur
les plus représentés dans la population caucasienne. Grace a ces études de modélisation, un a trois
peptides par acide aminé ont été sélectionnés comme étant les plus potentiellement immunogénes
parmi les 195 peptides possibles (Tableau 42). Des peptides ne montrant pas de bons résultats de
modélisation, ont également été sélectionnés comme contrbles négatifs, en vue d’approuver les

meéthodes de sélection et les tests biologiques.

Antibiotiques Acide aminé : . : . |
el i . . . Peptides sélectionnés pour la synthese
étudiés sélectionné

PG (7) K137 LKK+57YLYEIARRHPYF

PG (7) K159 PELLFFAK5sRYKAAFT
(Pcfni;’glgtn”etéég% K190 LRDEGK 15ASSAKQRLK
(angglgtng;t‘% K195 LRDEGKASSAK;6sQRLK et SSAK6sQRLKCASLQKF
(Contr%cfe (:e?gatif) K199 LRDEGKASSAKQRLK 196 €t SSAKQRLK 15sCASLQKF
PG (7) et AX (4) K212 FGERAFK,AWAVARLS
PG (7) et AX (4) K351 VVLLLRLAKss TYETTL
PG (7) et AX (4) K432 TPTLVEVSRNLGK,5,VG
PG (7) et AX (4) K436 VEVSRNLGKVGSK,3CC
PG (7) et AX (4) K525 KERQIKKssQTALVELV
PG (7) et AX (4) K541 LVELVKHKPKATKs4EQ

PG (7) K545 KEQLKs:sAVMDDFAAFY

B o ALVLIAFAQYI\_((E(QDS%Z ot LIAFAQVLQQCPFED et
(Conf'rg’l'é rfg)gatif) C34 AQYLQQC4,PFEDHVKL

Tableau 42 : Peptides sélectionnés en vue d'étre synthétisés

Pour synthétiser ces 18 peptides, nous avons décidé de passer par la synthése de monoméres acide
aminé-antibiotique stables, qui pourront étre intégrés dans la synthése de chacun des peptides
sélectionnés via la méthodologie Fmoc. La derniére partie de cette thése a donc consisté en la
synthése de ces trois monomeres : lysine-pénicilline G (140), lysine-amoxicilline (166), et cystéine-
SMX (173). Dans un premier temps le monomeére Lys-PG (140) a été synthétisé en 4 étapes, a
I'échelle du gramme, avec un rendement global de 34%. L’étape clé de cette synthése a résidé dans
'ouverture du cycle B-lactame de la pénicilline G (100) par la lysine (102) orthogonalement protégée

(Schéma 118).
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H
mN : g m
o Ny (1,3 éq.) j;rf (100)
O

B DMF TA 4h30 80%
a et
(@) CNe)
(@)
() Ne (1¢éq) \
+
SOCl, (2éq.) (102)
AIIOH reflux 3h quant.
COOH COOAII
FmocHN FmocHN
(0,9 éq.)
(96)
reflux DIEA (1 eq)
ajoutée en continu
5h30 DCM

H
: >_NH?S

0
o HNJ\NH p 1 o
HN - OMO ozg_H,\\l/J/

(1,2 éq.) PPh; (cat.) NH =
0
//R Pd(PPhs), (cat.) o//‘
\ DCM/EtOH (2/1) 0\
TA 1h
FmocHN FmocHN
COOH COOAII
(140) (125)
86% 49%

Schéma 118 : Synthése du monomére Lys-PG (140)

Dans un deuxiéme temps le monomeére Lys-AX (166) a été synthétisé sur le modéle de la synthése
du monomére Lys-PG (140), en 5 étapes, a I'échelle du gramme, avec un rendement global de 47%

(Schéma 119).
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(4) (143
quant.
DMF /©/\Br
~N
TA| ©
(0,9 éq.)
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COOH COOAIl
(166) (163)
+20% de (167) +20% de (165)
89% 68%

Schéma 119 : Synthése du monomére Lys-AX (166)
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En dernier lieu la synthése du monomere cystéine-sulfaméthoxazole (173) a été étudiée mais n’a
malheureusement pas pu aboutir. Si nous avons été en mesure de synthétiser des précurseurs SMX

(5) et cystéine oxydée protégés, I'étape limitante reste le couplage entre ces deux espéces.

Les 14 peptides sélectionnés pour I'étude sur la pénicilline G (7) ont finalement été synthétisés avec
succes selon la stratégie Fmoc par la société Proteogenix via I'utilisation du monomeére lysine-
pénicilline G (140). La viabilité de notre méthodologie a donc été approuvée. Les synthéses des 9
peptides pour I'étude sur 'amoxicilline (4) via le monomére lysine-amoxicilline (166) sont, quant a
elles, en cours. Les tests d’activation des lymphocytes T CD4+ avec les peptides modifiés par la
pénicilline G (7) ont été réalisés par Marie Eliane Azoury, et constitueront les résultats de sa thése. lls
sont prometteurs et confirment la méthode de modélisation de sélection des peptides, ainsi que la

possible application de ces tests comme diagnostic d’une réaction allergique.

Les perspectives de ce travail de thése sont multiples de par I'étendue que peut prendre ce projet.
Dans un premier temps, la synthése du monomeére cystéine-sulfaméthoxazole (173) sera poursuivie.
Par ailleurs, les 4 peptides sélectionnés pour cette étude ne contenant qu'une seule cystéine, leur
synthése peut également étre réalisée en incubant le peptide non modifié avec le SMX (5), comme

décrit par Callan et al.,**®°

puis en oxydant 'adduit formé en sulfonamide, selon la méthode de Peng et
Turesky."® Pour ce qui est des modélisations in silico, la technique de la dynamique moléculaire va
étre étendue aux peptides sélectionnés pour I'étude sur le SMX (5) pour permettre d’affiner cette
sélection. Plus idéalement, la co-cristallisation d’'un HLA-DR présentant un peptide hapténisé a un
récepteur d’un lymphocyte T permettrait de connaitre la structure d’'un TcR spécifique de I'antibiotique

et ainsi d’améliorer nos techniques de sélection.

Pour ce qui est de I'étendue du sujet, d’autres antibiotiques peuvent étre étudiés via la méthodologie
mise en place au laboratoire, voire méme d’autres familles de médicaments. Les myorelaxants sont,
par exemple, responsables d’'une grande partie des réactions allergiques mortelles et dangereuses et

présentent donc un intérét majeur pour la suite de ce projet.

De plus, I'étude des acides aminés hapténisés peut également étre étendue a d’autres protéines du
sérum. Par exemple, Ariza et ses collaborateurs ainsi que Magi et al. ont montré que la transferrine

était également une protéine hapténisée par I'amoxicilline (4) et l'ampicilline (34).'%%'2°

A long terme, la suite de ces travaux fondamentaux peut étre le développement d’'un nouvel
outil pharmacologique valorisable pour I'élaboration d’'un test diagnostic universel, plus sensible,
permettant de faciliter le travail des allergologues. Par I'utilisation de peptides hapténisés a la place

de protéines hapténisées, les tests de diagnostic allergique présenteront une sensibilité accrue.*°
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Résumé : Un certain nombre de principes actifs
sont responsables d’hypersensibilité allergique,
en particulier les pénicillines et les sulfamides.
Selon la théorie de I’hapténe, ces principes
actifs ne peuvent pas induire de réaction
immunitaire par eux-mémes, mais doivent étre
liés a une protéine. Ces protéines hapténisées
par un antibiotique sont capturées puis digérées
par des cellules présentatrices d’antigénes, qui
présentent aux lymphocytes T des peptides issus
de la protéine digérée. Les peptides hapténisés
peuvent activer le systéme immunitaire des
patients allergiques. Ce travail de thése porte
sur la sélection et la synthése de peptides
modifiés par les antibiotiques étudiés, dans le
but de trouver ces peptides immunogeénes. Pour
réaliser cette étude, 1’albumine du sérum
humain (HSA) a été choisie comme protéine
modeéle. Son hapténisation a été étudiée pour
trois principes actifs de forte prévalence
allergique : la pénicilline G, I’amoxicilline et le
sulfaméthoxazole. L’analyse par spectrométrie

de masse des bioconjugués HSA-antibiotique a
permis I’identification des acides aminés
hapténisés pour la conception et la sélection par
des méthodes in silico de peptides de 15-mers
potentiellement immunogenes. La synthése de
ces peptides implique la préparation d’un
monomere acide aminé-hapténe stable pour une
syntheése orientée de peptides d’enchainements
diversifiés. Pour les antibiotiques de la famille
des pénicillines, cette synthése s’est orchestrée
autour d’une étape clé : I’ouverture du cycle -
lactame par une lysine. En ce qui concerne le
sulfamide sulfaméthoxazole, la synthése du
monomere stable cystéine-sulfaméthoxazole a
reposé sur une étape clé de couplage entre le
sulfaméthoxazole et un acide cystéique. A partir
du monomere lysine-pénicilline G, des peptides
ont déja été synthétis€és et testés sur des
lymphocytes T. L’effet immunogéne et leur
valorisation en tant qu’outils pour le diagnostic
sont en cours d’évaluation.

Title: Study of antibiotics allergy: synthesis of antigenic peptides

Keywords: Synthesis of haptenized amino-acids, Peptide synthesis, Bioconjugates, Penicillins,

Sulfonamides

Abstract: Many drugs

high allergic prevalence:

of the resulting bioconjugates HSA-antibiotic

are responsible of
allergic reactions, in particular penicillins and
sulfonamides. As these antibiotics respond to the
hapten theory, they cannot induce the immune
system by themselves, but have to bind a
protein. These haptenized proteins are detected
then digested by antigen presenting cells into
peptides which are presented to T cells. These
haptenized peptides are responsible of the
activation of the immune system in allergic
patient. The aim of this study is to select and
synthesize immunogenic peptides, modified by
selected antibiotics. The human serum albumin
(HSA) was chosen as a model protein. It
haptenization was studied for three drugs with
benzylpenicillin,
amoxicillin and sulfamethoxazole. Mass analysis

allowed identification of haptenized amino-acid
which were used to design and select through in
silico methods potentially immunogenic 15-mers
peptides. The synthesis of these peptides implies
the preparation of stable amino-acid-hapten
monomers for an oriented synthesis of
diversified peptidic sequences. For penicillins,
this synthesis was based on a key step: the
opening of the penicillins B-lactam ring by a
lysine. Regarding the sulfonamide
sulfamethoxazole, the synthesis of a stable
cysteine-sulfamethoxazole =~ monomer  was
centered on a coupling key step between the
sulfamethoxazole and a cysteic acid. From
lysine-benzylpenicillin monomer, peptides have
already been synthesized and tested over T cells.
Their immunogenic effect and development as
tools for diagnosis are being evaluated.
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