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Chapitre 1 : antibiotiques et antibiorésistance 

1. Généralités sur les Antibiotiques  

1.1. Origine des antibiotiques  

 Le mot antibiotique (antibiotic) a été utilisé pour la première fois par le microbiologiste 

américain Selman WalsŵaŶ, pouƌ dĠfiŶiƌ l’aĐtioŶ iŶhiďitƌiĐe de ĐeƌtaiŶes suďstaŶĐes issues de 

microbes du sol, en particulier des champignons microscopiques (Actinomycètes), contre des 

bactéries pathogènes.11 Le premier antibiotique naturel, la pénicilline, a été découvert en 

1928 par sérendipité par Alexander Fleming. Cependant, des quantités suffisantes n'ont pu 

être isolées et testées in vitro sur des souris qu'en 1940 par Florey et Chain. Ces tests ont 

donné des résultats intéressants quant au pouvoir curatif de la pénicilline sur des infections 

bactériennes des souris. Un an plus tard, c'est-à-dire en 1941, les premiers tests cliniques sur 

l'Homme ont été effectués avec des résultats exaltants.  

En Grèce et en Egypte antiques, des moisissures étaient déjà utilisées pour le traitement des 

infections. Avant Alexander Fleming, plusieurs chercheurs dont William Roberts (Angleterre, 

1874), Tyndall Huxley (Angleterre, 1875), Joaquim Monteiro Caminhoa (Brésil, 1877), 

Vincenzo Tiberio (Naples, 1895), Ernest Duchesne (France, 1897) ont successivement travaillé 

ŵettaŶt eŶ ĠǀideŶĐe le poteŶtiel d’iŶhiďitioŶ ŵiĐƌoďieŶŶe du geŶƌe Penicillium. Les travaux 

de ces chercheurs avaient abouti à des conclusions selon lesquelles les moisissures du genre 

Penicillium avaient une action antagoniste sur certains microbes.22 Le français Ernest 

Duchesne avait même réalisé une pénicillothérapie sur des animaux dans le cadre de ses 

tƌaǀauǆ de thğse. Mais ses ƌĠsultats Ŷ’aǇaŶt pas ĠtĠ ǀaloƌisĠs ă l’ĠpoƋue, le ŵoŶde Ŷ’a 

redécouvert la pénicilline que 30 ans plus tard avec Alexander Fleming.33 Bien que la 

pénicilline, isolée à partir de champignons microscopiques, soit le premier antibiotique naturel 

découvert, la première molécule antibiotique commercialisée est la sulfamidochrysoïdine 

(Prontosil), un colorant industriel dont la métabolisation in vivo libère un sulfamide, molécule 

active sur les bactéries.44  

                                                      
1Ginbsberg, J. Am. Chem. Soc. Natl. Hist. Chem. Landmarks 2005. 
2 Arseculeratne, S. N.; Arseculeratne, G. Mycoses 2017, 60 (5), 343–347. 
3 Julien, P. Rev. Hist. Pharm. (Paris). 1992, 80 (293), 234–234. 

4 Rossignol, P. Rev. Hist. Pharm. (Paris). 1990, No. 285, 227–228. 
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A l'état naturel, les antibiotiques sont des molécules bioactives dites métabolites secondaires 

provenant de microorganismes comme les ŵoisissuƌes et soŶt Đapaďles d’iŶhiďeƌ la Đƌoissance 

d’autƌes ŵiĐƌooƌgaŶisŵes. Ils foŶt paƌtie de Đe Ƌue JuliaŶ Daǀies appelle le paƌǀoŵe 

(ensemble de petites molécules bioactives produites par les organismes vivants).55 Plusieurs 

tƌaǀauǆ oŶt ŵoŶtƌĠ Ƌue les aŶtiďiotiƋues possğdeŶt diǀeƌses autƌes foŶĐtioŶs loƌsƋu’ils soŶt 

synthétisés par les organismes producteurs. Ces fonctions se réalisent à concentration sub-

inhibitrice dans le milieu naturel. Ce phénomène de fonctions diverses pour une même 

molécule de façon concentration-dépendante est nommé hormesis.66 En effet il est même 

foƌt pƌoďaďle Ƌu’uŶe ŵolécule antibiotique possède des myriades de fonctions naturelles 

ŵais Ƌu’elle Ŷe soit Ƌu’aŶtiďiotiƋue daŶs des ĐoŶditioŶs spĠĐifiƋues suƌ uŶe ďaĐtĠƌie doŶŶĠe. 

Ainsi les antibiotiques peuvent être des modulateurs allostériques, des catalyseurs, des co-

facteurs de catalyseurs et des protéines, des modulateurs de la transcription, des agonistes 

ou des antagonistes de récepteurs, des molécules de signalisation cellulaire, des antiviraux, 

des antitumoraux, des antifongiques, des immunomodulateurs, des phéromones, etc. Ce sont 

des molécules qui permettent ainsi aux organismes producteurs de communiquer, de 

coexister, de se défendre des autres organismes de leur environnement.5,77  

Pour obtenir des effets inhibiteurs sur les bactéries dans les maladies infectieuses, il faudra 

atteindre des concentrations supérieures à la concentration minimale inhibitrice (CMI), 

spécifique de chaque antibiotique et de chaque espèce bactérienne. Des études diverses ont 

ŵoŶtƌĠ Ƌu’ă ĐoŶĐeŶtƌatioŶ suď-iŶhiďitƌiĐe, les aŶtiďiotiƋues soŶt Đapaďles d’iŶduiƌe diǀeƌs 

effets sur la communication inter et intra-espèces et la transcription des gènes. Par exemple, 

les antibiotiques jouent un rôle dans la compétition inter-espèces. Il existe au niveau de la 

rhizosphère des plantes, des interactions avec les microorganismes du sol. Le résultat de ces 

iŶteƌaĐtioŶs peut ġtƌe positif, ŶĠgatif ou Ŷeutƌe pouƌ les espğĐes eŶ pƌĠseŶĐe. L’uŶ de Đes 

tǇpes d’iŶteƌaĐtioŶ est justemeŶt la pƌoduĐtioŶ d’aŶtiďiotiƋues par certains microorganismes 

daŶs le ďut d’ĠliŵiŶeƌ d’autƌes ŵiĐƌooƌgaŶisŵes eŶ ĐoŵpĠtitioŶ ă pƌoǆiŵitĠ. C’est le Đas paƌ 

exemple de Pseudomonas fluorescens 2-79 (NRRL B-15132) qui colonise la rhizosphère du blé, 

puis sécrète un antibiotique, la phénazine, pour inhiber la croissance de Gaeumanno- myces 

graminis ǀaƌ. tƌitiĐi, suppƌiŵaŶt aiŶsi les ŵaladies ƌaĐiŶaiƌes du ďlĠ Ƌu’auƌait iŶduit Đe 

                                                      
5 Davies, J. Am. Chem. Soc. 2011, 7, 252–259. 
6 Calabrese, E. J.; Blain, R.. Toxicology and Applied Pharmacology. February 1, 2005, pp 289–301. 
7 Sengupta, S.; Chattopadhyay, M. K.; Grossart, H. 2013, 4 (March), 1–13. 
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dernier.8,989 Un rôle similaire des antibiotiques existe entre le champignon Streptomyces 

diastatochromogenes PoŶSSII, pƌoduĐteuƌ d’aŶtiďiotiƋue, et la poŵŵe de terre.1010 

Les antibiotiques peuvent jouer également le rôle de molécules de signalisation. Pour exister, 

les bactéries d'une population doivent, non-seulement, communiquer efficacement entre 

elles au seiŶ de la populatioŶ, ŵais aussi aǀeĐ les autƌes gƌoupes de populatioŶs d’oƌgaŶisŵes 

vivants qui partagent leur environnement. Ainsi, plusieurs études montrent que les 

antibiotiques sont utilisés comme molécules de communication inter et intra-espèces.11,121112 

Les antibiotiques jouent également le rôle d'agent de virulence. A concentration sub-

inhibitrice, certains antibiotiques comme la rifampicine, la vancomycine, les imipénèmes sont 

capables de moduler les gènes associés à la virulence de certaines bactéries.13–15131415 Chez 

Clostridium difficile, Gerber et al. ont montré par des expériences in vitro que la production 

de toxines A et B peut être induite par des antibiotiques comme la vancomycine à des 

concentrations sub-inhibitrices.14 

En plus des antibiotiques naturels, donc issus du « parvome » suggéré par Julian Davies, il y a 

des antibiotiques semi-synthétiques et synthétiques. La plupart des antibiotiques utilisés en 

ĐliŶiƋue soŶt d’oƌigiŶe Ŷatuƌelle, soit diƌeĐteŵeŶt, soit paƌ seŵi-synthèse. Les sulfamides, les 

quinolones et les oxazolidinones sont exclusivement synthétiques.16,171617 

Les antibiotiques peuvent être classés en cinq groupes principaux en fonction de leurs sites 

d’aĐtioŶ. AiŶsi il Ǉ a des aŶtiďiotiƋues Ƌui agisseŶt paƌ iŶhiďitioŶ de la sǇŶthğse de la paƌoi 

ďaĐtĠƌieŶŶe, paƌ altĠƌatioŶ de l’iŶtĠgƌitĠ de la ŵeŵďƌaŶe ĐǇtoplasŵiƋue, paƌ iŶhiďitioŶ de la 

                                                      
8 Thomashow, L. S.; Weller, D. M. 1988; Vol. 170. 
9 Thomashow, L. S.; Weller, D. M.; Bonsall, R. F.; Iii, L. S. P. 1990; Vol. 56. 

10 Neeno-Eckwall, E. C.; Kinkel, L. L.; Schottel, J. L. J. Microbiol. 2001, 47 (4), 332–340. 

11 Davies, J. Soc. Ind. Microbiol. 2006. 
12 McPhee, J. B.; Hancock, R. E. W. J. Pept. Sci. 2005, 11 (11), 677–687. 
13 Yim, G.; De La Cruz, F.; Spiegelman, G. B.; Davies, J. J. Bacteriol. 2006, 188 (22), 7988–7991. 
14 Gerber, M.; Walch, C.; Lö, B.; Tischendorf, K.; Reischl, U.; Ackermann, G. Jounal Med. Microbiol. 2008, 776–
783. 
15 HoffŵaŶ, L. R.; D’aƌgeŶio, D. A.; MaĐĐoss, M. J.; ZhaŶg, Z.; JoŶes, R. A.; Milleƌ, S. I. Nature 2005, 436, 1171–
1175. 
16 Rajeev, L. Mater. Methods 2018, 8. 
17 Bérdy, J. J. Antibiot. (Tokyo). 2012, 65, 385–395. 
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synthèse protéique, par inhibition des voies métaboliques, par inhibition de la synthèse des 

acides nucléiques.1818 

1.2. Classification des antibiotiques  

 Antibiotiques inhibant la synthèse de la paroi bactérienne :  

La paroi bactérienne est une structure rigide qui confère à la bactérie sa forme sphérique et 

sa résistance à la lyse osmotique. En effet, la pression osmotique interne peut varier de 5 à 50 

Atm.1919 La paroi bactérienne est constituée principalement de peptidoglycane. Le 

peptidoglycane est un polymère complexe constitué de deux parties, à savoir une partie 

glucidique et une parie peptidique. La partie glucidique est formée d'une alternance de 

molécules de N-acétylglucosamine (GlcNAc) et d'acide N-acétylmuramique (MurNAc). La 

partie peptidique est constituée de chaînes peptidiques, comportant chacune quatre acides-

aminés, et attachées à l'acide N-acétylmuramique. Les deux parties (glucidique et peptidique) 

soŶt liĠes l’uŶe ă l’autƌe paƌ des poŶts.2020 UŶe tƌeŶtaiŶe d’eŶzǇŵes ĐoopğƌeŶt pouƌ la 

biosynthèse complète de la paroi bactérienne [Figure 1]; ce qui en fait une excellente cible des 

antibiotiques puisque l'inhibition d'une seule enzyme suffit à bloquer la synthèse.  

                                                      
18 Reygaert, W. C. AIMS Microbiol. 2018, 4 (3), 482–501. 
19 Mayer, C.; Kluj, R. M.; Mühleck, M.; Walter, A.; Unsleber, S.; Hottmann, I.; Borisova, M. Int. J. Med. Microbiol. 
2019, No. April, 151326. 
20 Patrick, G. L.; Spencer, J. An Introduction to Medicinal Chemistry; Oxford University Press, 2009. 
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Figure 1 : Etapes cytoplasmiques et extracytoplasmiques de la synthèse du peptidoglycane chez E. coli 

La synthèse du précurseur de PG commence par la formation des deux précurseurs, UDP-GlcNAc et UDP-MurNAc, 
dans le cytoplasme. L'UDP-GlcNAc est synthétisé à partir du fructose 6-phosphate par les enzymes GlmS, GlmM 
et GlmU (la dernière étape nécessite de l'acétyl-coenzyme A et de l'uridine triphosphate). UDP-MurNAc est 
synthétisé par addition d'énolpyruvate à UDP-GlĐNAĐ ;paƌ MuƌAͿ et suivie d’uŶe ƌĠduĐtioŶ ;paƌ MuƌB). Le 
fƌagŵeŶt peŶtapeptidiƋue est ajoutĠ à l’UDP-MurNAc par les enzymes MurC, MurD, MurE et MurF dans une 
séquence de réactions dépendantes de l'ATP qui ajoutent respectivement L-Ala, D-iGlu, mDAP et D-Ala-D-Ala. Les 
racémases génèrent les énantiomères D-Ala (Alr ou DadX) et D-iGlu (MurI), et les ligases (DdlA et DdlB) 
synthétisent le dipeptide D-Ala-D-Ala requis. Le phospho-MurNAc-pentapeptide est ensuite transféré sur le 
transporteur lipidique undécaprénylphosphate par MraY, ce qui entraîne la formation du lipide I et la libération 
de l'uridine monophosphate (UMP). Le transfert de GlcNAc sur le lipide I par MurG entraîne la formation du lipide 
II et la liďĠƌatioŶ d'uƌidiŶe diphosphate ;UDPͿ. DaŶs uŶe Ġtape fiŶale, le lipide II est tƌaŶsloƋuĠ veƌs l’eǆtĠƌieur de 
la membrane cytoplasmique où il est utilisé comme substrat pour la synthèse PG naissant. Les DD-
transpeptidases, DL-transpeptidases, DD-endopeptidases, DL-endopeptidases, les amidases, etc. poursuivent les 
étapes extracytoplasmiques avec polymerisatioŶ et ŵatuƌatioŶ du petidoglǇĐaŶe ;d’apƌğs [21])21 

 Parmi les antibiotiques inhibiteurs (ou perturbateurs) de la paroi bactérienne, il y a 

essentiellement trois groupes chimiques à savoir les -lactamines, les glycopeptides et la 

fosfomycine. 

Les -lactamines, dont la pénicilline est la première molécule découverte, ont en commun le 

noyau -lactame [Figure 2], qui présente une analogie structurale avec le dipeptide terminal D-

Ala-D-Ala du précurseur du peptidoglycane. Elles se lient de manière covalente à des enzymes 

                                                      
21 Lukaszczyk, M.; Pradhan, B.; Remaut, H. 2019; Vol. 92, pp 369–413. 
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intervenant dans la synthèse du peptidoglycane pariétal, appelés penicillin binding protein 

(PBP) ou protéine de liaison à la pénicilline (PLP). 

 

Figure 2 : Comparaison Pénicilline vs acyl-D-Ala-D-Ala terminal du peptidoglycane, noyau -lactame en rouge 

Les glycopeptides, dont la vancomycine est le chef de file, comportent une chaine 

heptapeptidique linéaire avec une ou plusieurs molécules osidiques. Ils se lient avec une haute 

affinité à la chaîne pentapeptidique du peptidoglycane sur le dipeptide terminal D-Ala-D-Ala, 

par des liaisons non-ĐoǀaleŶtes, ŵasƋuaŶt aiŶsi l’aĐĐğs au site d’aĐtioŶ des tƌaŶspeptidases 

chargées de former les ponts peptidiques du peptidoglycane. 

La fosfomycine, quant à elle, se fixe de manière covalente à une enzyme impliquée dans la 

formation de l'acide N-acétyl-muramique, l'un des constituants essentiels du peptidoglycane. 

 AŶtiďiotiƋues altĠƌaŶt l’iŶtĠgƌitĠ de la ŵeŵďƌaŶe ĐǇtoplasŵiƋue  

La ŵeŵďƌaŶe ĐǇtoplasŵiƋue ďaĐtĠƌieŶŶe ĐoŶtƌôle les ĠĐhaŶges aǀeĐ l’eǆtĠƌieuƌ. Elle ĐoŶtieŶt 

égaleŵeŶt les tƌaŶspoƌteuƌs ƌespoŶsaďles de la ƌespiƌatioŶ et de la pƌoduĐtioŶ d’ĠŶeƌgie.2222 

Les antibiotiques de la classe des polymixines (la polymixine B) et des lipopeptides (la 

daptomycine) se fixent sur la membrane bactérienne et la désorganisent, entrainant ainsi une 

perméabilité anormalement élevée. Cette perméabilité anormalement élevée induit la mort 

bactérienne.  Les antibiotiques peptidiques (la valinomycine et la gramicidine A) altèrent 

ĠgaleŵeŶt l’iŶtĠgƌitĠ ŵeŵďƌaŶaiƌe de la ďaĐtĠƌie eŶ se ĐoŵpoƌtaŶt Đoŵŵe des ĐaŶauǆ 

ioŶopoƌes au seiŶ de la ŵeŵďƌaŶe ďaĐtĠƌieŶŶe, pƌoǀoƋuaŶt uŶ ŵouǀeŵeŶt iŶĐoŶtƌôlĠ d’ioŶs 

à travers la membrane.20 Toutes Đes ŵolĠĐules Ƌui altğƌeŶt l’iŶtĠgƌitĠ de la ŵeŵďƌaŶe 

ĐǇtoplasŵiƋue soŶt ŵajoƌitaiƌeŵeŶt ĐoŶstituĠes d’aĐides aŵiŶĠs. 

 Antibiotiques inhibant la synthèse protéique  

En considérant la machinerie de synthèse protéique des bactéries (procaryotes) et des cellules 

eucaryotes, une différence fondamentale assure la sélectivité des antibiotiques. En effet le 

                                                      
22 NauĐiel, C.; VildĠ, J.-L. BaĐtĠƌiologie MĠdiĐale; MassoŶ, 2005. 
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ribosome bactérien est une particule de 70S (S : Unité Svedberg, unité de mesure du taux de 

centrifugation) constituée d'une petite sous-unité de 30S et d'une grande sous-unité de 50S 

taŶdis Ƌue le ƌiďosoŵe de la Đellule euĐaƌǇote est uŶe paƌtiĐule de ϴϬS ĐoŶstituĠe d’uŶe petite 

sous-unité de 40S et d'une grande sous-unité de 60S.  

Les antibiotiques inhibiteurs de la synthèse protéique sont essentiellement les aminosides, les 

tĠtƌaĐǇĐliŶes, les ŵaĐƌolides, les liŶĐosaŵides, les stƌeptogƌaŵiŶes, les phĠŶiĐolĠs, l’aĐide 

fusidique et les oxazolidinones qui inhibent, à différentes étapes, la synthèse protéique chez 

les bactéries.  

Les aminosides, qui sont des sucres aminés, se fixent sur la sous-unité 30S des ribosomes des 

ďaĐtĠƌies, eŵpġĐhaŶt aiŶsi la pƌogƌessioŶ de l’ARN ŵessageƌ ă tƌavers le ribosome pendant la 

tƌaduĐtioŶ. Ils soŶt d’oƌigiŶe Ŷatuƌelle ou seŵi-synthétique.20,2323 La première molécule de la 

famille, la streptomycine [Figure 3] a été isolée de Streptomyces griseus en 1944 par Selman 

Walsman.23 

 

Figure 3: Streptomycine 

Les tétracyclines [Figure 4] ont en commun un tétracycle, la naphtacène carboxamide. Ils sont 

bactériostatiques. Ils se fixent sur la sous-unité 30S des ribosomes et empêchent la fixation du 

complexe acide-aminé-ARNt au complexe ARN messager-ribosome.23 

 

Figure 4 : Noyau de base des tétracyclines 

                                                      
23 Vaubourdolle, M.; Porquet, D. Infectiologie / collection dirigée par Michel Vaubourdolle. Internat Pharmacie, 
2013; Vol. tome 33. 
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Les macrolides, contrairement aux deux précédents groupes, se fixent sur la sous-unité 50S 

des ribosomes et inhibent ainsi le peptidyl-transférase. Ils sont bactériostatiques mais peuvent 

être bactéricides en fonction de leur concentration dans la bactérie.23 

Les oǆazolidiŶoŶes ĐoŶstitueŶt uŶe Đlasse ƌĠĐeŶte d’aŶtiďiotiƋues, doŶt la pƌeŵiğƌe ŵolĠĐule, 

le linézolide, a été commercialisée en 2000 aux Etats-Unis [Figure 5]. Le linézolide se fixe 

également sur la sous-unité 50S du ribosome et empêche la formation du complexe 70S de la 

traduction.2424 

 

Figure 5 : Linézolide 

 Antibiotiques inhibant le métabolisme des folates  

L'acide folique ou vitamine B9 est nécessaire à la synthèse des bases nucléiques utilisées pour 

la sǇŶthğse ou la ƌĠpaƌatioŶ de l’ADN. IŶĐapaďles d'aďsoƌďeƌ l’aĐide foliƋue, les ďaĐtĠƌies la 

synthétisent [Figure 6]. Les enzymes impliquées dans la synthèse de cet acide folique 

constituent des cibles d'antibiotiques, notamment les sulfamides et la trimétoprime, les 

inhibent ; entrainant ainsi la stase bactérienne. 

 

 

                                                      
24 Bourgeois-Nicolaos, N.; Doucet-Populaire, F. Oxazolidinones. Elsevier Masson 2010, 13, 1–13. 
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Figure 6 : Structure et Voie de biosynthèse des folates. a. StƌuĐtuƌe d’uŶe ŵolĠĐule de folate : un noyau ptérine 
(rouge) lié à un acide para-aŵiŶoďeŶzoïƋue ;pABA eŶ ďleueͿ suƌ leƋuel s’aƌtiĐule uŶe ĐhaîŶe de glutaŵate doŶt 
le nombre de résidus est variable (vert). Les groupes R1 et R2 caractérisent les différents vitamères pouvant être 
interconvertis b. Voies de biosynthèse des folates Métabolites : H2NTP, 7,8-dihydronéoptérine triphosphate ; 
H2NMP, 7,8-dihydronéoptérine monophosphate ; DHN, 7,8-dihydronéoptérine ; HMH2N, 6- hydroxyméthyl-7,8-
dihydroptérine ; HMH2NDP, 6-hydroxyméthyl-7,8-dihydronéoptérine diphosphate ; ADC, 4-amino-4-
déoxychorismate ; DHP, 7,8-dihydroptéroate ; DHF, 7,8-dihydrofolate ; THF, tétrahydrofolate. Enzymes : GTPCHI, 
GTP cyclohydrolase I ; PPase, phosphatase ; DHNA, dihydronéoptérine aldolase ; HPPK, 2-amino-4-hy- droxy-6-
hydroxyméthyldihydroptérine pirophosphokinase ; ADCS, aminodéoxychorismate synthase ; ADCL, 4-amino-4-
déoxychorismate lyase; DHPS, dihydroptéroate synthase ; DHFS, dihydrofolate synthase ; DHFR, dihydrofolate 
ƌĠduĐtase ; FPGS, folǇlpolǇglutaŵate sǇŶthase ;d’apƌğs [25])25 

Les sulfamides ont en commun le para-amino-benzène-sulfamide, analogue structural de 

l’aĐide paƌa-amino-benzoïque (pABA) qui est le substrat naturel de la dihydroptéroate 

synthétase ou synthase [Figure 7].20,23 Les sulfaŵides iŶhiďeŶt l’eŶzǇŵe dihǇdƌoptĠƌoate 

synthĠtase et ďloƋueŶt aiŶsi la sǇŶthğse du tĠtƌahǇdƌofolate Ƌui est uŶ ĐofaĐteuƌ d’eŶzǇŵe 

iŵpliƋuĠ daŶs la sǇŶthğse de l’ADN.20 Le tétrahydrofolate est également très important pour 

le métabolisme des cellules eucaryotes ; ce qui explique les nombreux effets secondaires dont 

sont responsables les sulfamides. 

 

Figure 7 : structure de base des sulfamides 

                                                      
25 Revuelta, J. L.; Serrano-Amatriain, C.; Ledesma-Amaro, R.; Jiménez, A. Springer Verlag October 1, 2018, pp 
8613–8620. 
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La triméthoprime [Figure 8], ƋuaŶt ă elle, iŶhiďe la dihǇdƌofolate ƌĠduĐtase, l’eŶzǇŵe 

responsable de la conversion du dihydrofolate en tetrahydrofolate. Elle est, le plus souvent, 

utilisée en association avec un sulfamide pour un effet synergique.20,22 

 

Figure 8 : Trimethoprime 

 Antibiotiques inhibant les acides nucléiques  

Les ƋuiŶoloŶes soŶt aĐtuelleŵeŶt ĐoŶsidĠƌĠes Đoŵŵe la seule Đlasse d’aŶtiďiotiƋues agissaŶt 

directement sur la synthèse de l’ADN ďaĐtĠƌieŶ. Du poiŶt de ǀue stƌuĐtuƌal, le sƋuelette 

ĐoŵŵuŶ auǆ ƋuiŶoloŶes est l’aĐide ƋuiŶoliŶe-3-carboxylique [Figure 9]. La première molécule 

de Đette Đlasse est uŶ iŶteƌŵĠdiaiƌe de sǇŶthğse de la ĐhloƌoƋuiŶe, l’aĐide ŶalidiǆiƋue [Figure 

10], qui possède des propriétés antibactériennes. Les quinolones se fixent sur des domaines 

spécifiques de la topoisomérase II (ADN gyrase)  et de la topoisomérase IV, stabilisent le 

complexe ADN-Topoisomérases et  bloquent ainsi la réplication et la transcription de 

l'ADN.2626 

       

Figure 9 : acide quinoline-3-carboxylique    Figure 10 acide nalidixique 

1.3. DoŵaiŶes d’utilisatioŶ des aŶtiďiotiƋues paƌ l’hoŵŵe 

 L’oďseƌǀatioŶ des pƌeŵiğƌes ďaĐtĠƌies paƌ LeeuǁeŶhoek ;ϭϲϯϮ-1723) au microscope, 

les teĐhŶiƋues de Đultuƌes, d’ideŶtifiĐatioŶ de ŵiĐƌooƌgaŶisŵes pathogğŶes de Robert Koch 

(1843-1910) et plus particulièrement la théorie des germes de Louis Pasteur (1822-1895), ont 

peƌŵis de ŵettƌe le doigt suƌ l’oƌigiŶe ǀĠƌitaďle des ŵaladies iŶfeĐtieuses.27–29272829 

                                                      
26 Hooper, D. C.; Jacoby, G. A. Cold Spring Harb. Lab. Press 2016. 
27 Bardell, D. 1982; Vol. 47. 
28 Berche, P. Clinical Microbiology and Infection. Blackwell Publishing Ltd 2012, pp 1–6. 

29 Schwartz, M.; Perrot, A. 2015. 
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L’uŶe des ĐoŶsĠƋueŶĐes diƌeĐtes de la thĠoƌie des geƌŵes a ĠtĠ l’ideŶtifiĐatioŶ des ďaĐtĠƌies 

responsables de plusieurs maladies infectieuses. Pour guérir ces maladies, les scientifiques ont 

commencé à chercher des molécules douées de pouvoirs thérapeutiques. Ainsi la découverte 

des sulfaŶilaŵides aŶtiďiotiƋues et de la pĠŶiĐilliŶe et leuƌ utilisatioŶ Đhez l’Hoŵŵe au Đouƌs 

de la première moitié du 20ème siècle ont fourni les preuves de l’effiĐaĐitĠ des aŶtiďiotiƋues 

dans le traitement des maladies infectieuses. Les antibiotiques constituent dans la medecine 

moderne une classe médicamenteuse incontournable. 

L’utilisatioŶ eŶ ĐliŶiƋue huŵaiŶe Ŷ’est pas la seule utilisatioŶ des antibiotiques. En effet, aux 

Etats UŶis paƌ eǆeŵple, eŶ ϮϬϭϯ, plus de ϳϬ% des aŶtiďiotiƋues soŶt utilisĠs daŶs l’agƌiĐultuƌe 

et l’Ġleǀage iŶteŶsiǀe Đoŵŵe faĐteuƌs de ĐƌoissaŶĐe et Đoŵŵe tƌaiteŵeŶt pƌophǇlaĐtiƋue. Ils 

sont aussi utilisés comme pesticides sur certains arbres fruitiers.3030 Lorsque les  antibiotiques 

sont utilisés comme agents prophylactiques, c'est surtout pour prévenir les infections liées 

auǆ ŵauǀaises pƌatiƋues de l’Ġleǀage iŶdustƌiel.31,323132 

L’utilisatioŶ ŵassiǀe et iŶadaptĠe des aŶtiďiotiƋues paƌ l’Hoŵŵe ĐoŶstitue uŶ ǀĠƌitaďle 

problème de santé publique et ĠĐologiƋue Ƌui se tƌaduit paƌ la peƌŵaŶeŶĐe d’uŶe pƌessioŶ de 

sĠleĐtioŶ aǀeĐ l’ĠŵeƌgeŶĐe des ƌĠsistaŶĐes et leuƌ dissĠŵiŶatioŶ au-delà de toute frontière 

géographique.3333  

2. Antibiorésistance 

2.1.  Historique  

 Les ŵiĐƌoďes soŶt appaƌus suƌ teƌƌe il Ǉ a eŶǀiƌoŶ ϯ,ϴ ŵilliaƌds d’aŶŶĠes et l’Hoŵŵe il 

Ǉ a ƋuelƋues ŵillioŶs d’aŶŶĠes.  La ǀitesse de foƌŵatioŶ d’uŶe Ŷouǀelle gĠŶĠƌatioŶ de 

ďaĐtĠƌies est de ϯϬ ŵiŶutes eŶ ŵoǇeŶŶe eŶ ĐoŶditioŶs optiŵales taŶdis Ƌue Đhez l’hoŵŵe, 

elle est de ϯϬ aŶs eŶ ŵoǇeŶŶe. L’Hoŵŵe est, paƌ ailleuƌs ĐoŶstituĠ d’autaŶt de Đellules 

                                                      
30 Lee Ventola, C. 2015; Vol. 40. 

31 O’NEILL, J. TACKLING DRUG-RESISTANT INFECTIONS GLOBALLY: FINAL REPORT AND RECOMMENDATIONS 
THE REVIEW ON ANTIMICROBIAL RESISTANCE CHAIRED BY JIM O’NEILL; 2016. 

32 Caniça, M.; Manageiro, V.; Abriouel, H.; Moran-Gilad, J.; Franz, C. M. A. P. Trends Food Sci. Technol. 2019, 
84, 41–44.  

33 Roger, F.; Ducrot, C. perspective 2017, 4, 1–4. 
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humaines que de bactéries.3434 Il est ĠǀideŶt Ƌue les ďaĐtĠƌies s’adapteƌoŶt toujouƌs ă leuƌ 

eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt et ĐoeǆisteƌoŶt aǀeĐ l’hoŵŵe.3535 

Avec la découverte des antibiotiques, de nombreux succès ont été engrangés dans la lutte 

contre les ŵaladies iŶfeĐtieuses d’oƌigiŶe bactérienne. Dès lors, la survie des bactéries 

dépendait alors de leur capacité à résister aux traitements antibiotiques utilisés. Ainsi, depuis 

l’iŶtƌoduĐtioŶ des aŶtiďiotiƋues eŶ ĐliŶiƋue, les sĐieŶtifiƋues oŶt ĐoŶstatĠ la ĐapaĐitĠ Ƌu’oŶt 

certaines bactéries à résister à certains antibiotiques; il s'agit de l'antibiorésistance [Figure 

11].18 

                                                      
34 Sender, R.; Fuchs, S.; Milo, R. PLoS Biol. 2016, 14 (8), e1002533. 
35 Spellberg, B.; Gilbert, D. N. The Future of Antibiotics and Resistance: A Tribute to a Career of Leadership by 
John Bartlett. 2014. 
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Figure 11 : AŶtiďiotiƋues et ĐhƌoŶologie des ƌĠsistaŶĐes ;d’apƌğs [36–39])36373839 

 Le pƌoďlğŵe de l’aŶtiďioƌĠsistaŶĐe est uŶ phĠŶoŵğŶe Đoŵpleǆe. EŶ Đas d'iŶfeĐtioŶ paƌ 

une bactérie multirésistante, les options thérapeutiques sont souvent restreintes, voire 

inexistantes dans certains cas. De plus, tout acte chirurgical ou toute chimiothérapie expose 

la vie du patient. Aussi, la mortalité des patients les plus fragiles, comme les immunodéprimés 

augmente-t-elle.31 Ainsi, la médecine moderne est fortement dépendante des antibiotiques. 

L'émergence de bactéries résistantes aux antibiotiques constitue donc un danger d'autant 

plus iŶƋuiĠtaŶt Ƌue Đes ƌĠsistaŶĐes ĐoŶĐeƌŶeŶt toutes les Đlasses d’aŶtiďiotiƋues.  

                                                      
36 Centers for Disease Control and Prevention, O. of I. D. ANTIBIOTIC RESISTANCE THREATS in the United 

States; 2013. 

37 Das, B.; Chaudhuri, S.; Srivastava, R.; Nair, G. B. BMJ 2017. 

38 Mercuro, N. J.; Davis, S. L.; Zervos, M. J.; Herc, E. S. Expert Opin. Pharmacother. 2018, 19 (9), 979–992. 

39 Hutchings, M.; Truman, A.; Wilkinson, B. 2019 
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 Quelle pouƌƌait doŶĐ ġtƌe l’oƌigine des résistances ? Sont-elles seulement la 

ĐoŶsĠƋueŶĐe d’uŶe pƌessioŶ de sĠleĐtioŶ liĠe ă l’utilisatioŶ ŵassiǀe des aŶtiďiotiƋues ou sont-

elles codifiées dans l'ADN d'organismes existant dans la nature ? 

 Le concept de résistome a été introduit par J.A Perry et al. en 2014. Il correspond à 

l’eŶseŵďle des gğŶes de ƌĠsistaŶĐes ĐoŶŶues ou ŶoŶ, eǆistaŶt suƌ teƌƌe. EŶ se ƌĠfĠƌaŶt ă Đe 

concept, il existe deux phénotypes, à savoir le phénotype résistant et le phénotype sensible 

[Figure 12]. Les organismes à phénotype résistant possèdent des gènes de résistances 

intrinsèques et/ou acquis, alors que ceux à phénotype sensible possèdent des gènes de proto-

résistance et/ou des gènes de résistance silencieuse.4040 Les microorganismes producteurs 

d’aŶtiďiotiƋues, pouƌ ġtƌe ǀiaďles, doiǀeŶt possĠdeƌ des ŵĠĐaŶisŵes d’auto-protection. Ainsi, 

la pƌoduĐtioŶ d’aŶtiďiotiƋues paƌ Đes deƌŶieƌs doit-elle évoluer parallèlement à leur résistance 

en vue d'une auto-protection. 

 

Figure 12 : PhĠŶotǇpes des ƌĠsistaŶĐes ;d’apƌğs [40]) 

 Des aŶalǇses d’ADN aŶĐieŶs, pƌoǀeŶaŶt du peƌgĠlisol de la BĠƌiŶgie et dataŶt de ϯϬ 

ŵille aŶs, ƌĠǀğleŶt la pƌĠseŶĐe de gğŶes de ƌĠsistaŶĐe auǆ β-lactamines, aux tétracyclines et 

aux glycopeptides (exemple vanHAXͿ. Paƌ eǆeŵple, pouƌ l’opĠƌoŶ vanHAX identifié de cet ADN 

aŶĐieŶ, il Ǉ a ŶoŶ seuleŵeŶt ƌegƌoupeŵeŶt phǇlogĠŶĠtiƋue aǀeĐ l’ĠƋuiǀaleŶt ŵodeƌŶe 

                                                      
40 Perry, J. A.; Westman, E. L.; Wright, G. D. Elsevier Ltd October 1, 2014, pp 45–50. 
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retrouvé en clinique, mais également la protéine D-ala-ligase (VanA) ressemble à ses 

hoŵologues ŵodeƌŶes ŵġŵe jusƋu’ă la stƌuĐtuƌe tƌidiŵeŶtioŶŶelle.4141 

 Cette dernière découverte consolide le concept du « résistome » qui sous-tend 

l'existence de gènes de résistance à l'état naturel au sein des organismes vivants. Toutefois la 

ŵajoƌitĠ du ŵoŶde sĐieŶtifiƋue ƌetieŶt Ƌue l’ĠŵeƌgeŶĐe des ƌĠsistaŶĐes est le ƌĠsultat d’uŶe 

pƌessioŶ de sĠleĐtioŶ iŶduite paƌ l’utilisatioŶ aďusiǀe des aŶtiďiotiƋues paƌ l’Hoŵŵe, Ƌue Đe 

soit eŶ ĐliŶiƋue huŵaiŶe, daŶs l’agƌiĐultuƌe ou daŶs l’Ġleǀage iŶteŶsif des aŶiŵauǆ.16,41  

 Phénotype résistant 

 La résistance est dite naturelle, lorsque le gène de résistance fait partie du patrimoine 

gĠŶĠtiƋue de l’espğĐe, pƌĠseŶt doŶĐ suƌ le Đhƌoŵosoŵe de Đette deƌŶiğƌe. La tƌaŶsŵissioŶ 

d’uŶ tel gğŶe est ǀeƌtiĐale.18,40 

 La résistance est dite acquise lorsque le gène de résistance ne fait pas partie du 

patƌiŵoiŶe gĠŶĠtiƋue iŶitial de l’espğĐe. Il a doŶĐ ĠtĠ aĐƋuis paƌ toutes les ǀoies d’uŶ tƌaŶsfeƌt 

horizontal de gènes (THG): transformation, transposition ou conjugaison. Les plasmides et les 

transposons sont des éléments génétiques mobiles impliqués dans les transferts de gènes. La 

résistance acquise peut également intervenir suite à une mutation apparue dans le 

chromosome propre de la bactérie.18,40 

 Phénotype sensible : 

 Dans la « proto-résistance », l’eǆpƌessioŶ du gğŶe de la ƌĠsistaŶĐe est peu ou ŶoŶ 

existante. Le gène proto-résistant a le potentiel de devenir résistant suite à une mutation. Le 

ƌĠsultat ŵolĠĐulaiƌe de la ŵutatioŶ peut ġtƌe paƌ eǆeŵple l’ĠlaƌgisseŵeŶt des suďstƌats d’uŶe 

enzyme déjà existante dans la bactérie tout en gardant sa spécificité de fonction.40  

 Dans la « résistance silencieuse », le gène de résistance existe sur le chromosome mais 

Ŷe s’eǆpƌiŵe Ƌue suite ă uŶe ŵutatioŶ daŶs uŶ autƌe gğŶe Ƌui eŶtƌaiŶe l’eǆpƌessioŶ ou la 

surexpression du gène de résistance silencieuse. La résistance peut être activée par un stress 

environnemental.40 Par exemple, la Salmonella enterica sauvage est sensible à la 

stƌeĐtoŵǇĐiŶe et ă  la speĐtiŶaŵiĐǇŶe loƌsƋu’elle est ĐultiǀĠe daŶs uŶ ďouilloŶ eŶƌiĐhi, taŶdis 

Ƌu’elle deǀieŶt ƌĠsistaŶte auǆ ŵġŵes aŶtiďiotiƋues loƌsƋu’elle est ĐultiǀĠe daŶs uŶ ŵilieu de 

                                                      
41 D’Đosta, V. M.; KiŶg, C. E.; KalaŶ, L.; Moƌaƌ, M.; SuŶg, W. W. L.; Schwarz, C.; Froese, D.; Zazula, G.; Calmels, F.; 
Debruyne, R.; et al. Nature 2011, 477. 
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Đultuƌe ŵiŶiŵal. Cela s’eǆpliƋue paƌ l’aĐtiǀatioŶ du gğŶe de ƌĠsistaŶĐe aadA par un régulateur 

guanosine penta/tétraphosphate.4242 

2.2. Différents mécanismes de résistances  

 Du point de vue moléculaire, la résistance se manifeste principalement par quatre 

mécanismes, à savoir l'imperméabilité des structures externes de la bactérie, la modification 

de la cible des antibiotiques, l'inactivation enzymatique des antibiotiques, l'expulsion des 

antibiotiques par des pompes d'efflux actif.18  

 Imperméabilité des structures externes de la bactérie 

Les bactéries peuvent être caractérisées par la coloration de Gram, qui consiste en une 

coloration au violet de gentiane, suivie d’uŶe dĠĐoloƌatioŶ ă l’alĐool, puis uŶe ƌeĐoloƌatioŶ ă 

la fuchsine. Cette coloration de Gram permet de distinguer deux types de bactéries, les 

bactéries à Gram positif et les bactéries à Gram négatif [Figure 13]. Les bactéries dites à Gram 

positif ƌesteŶt ǀiolettes ; Đette ĐoloƌatioŶ s’eǆpliƋuaŶt paƌ uŶe paƌoi ďaĐtĠƌieŶŶe Ġpaisse Ƌui 

Ŷe se dĠĐoloƌe pas ă l’alĐool. Les ďaĐtĠƌies ă gƌaŵ ŶĠgatif se dĠĐolorent, puis se recolorent en 

rose car leur paroi est mince. Ces bactéries à Gram négatif comportent en outre une 

membrane externe composée de lipopolysaccharides (LPS), de phospholipides (PL) et de 

protéines.22,23 En fonction des proportions de ces différents constituants, en particulier le LPS 

de la membrane externe, les bactéries peuvent être résistantes à certains antibiotiques.4343 

Certains antibiotiques empruntent des porines pour atteindre leurs cibles. Ainsi la disparition 

ou la ŵodifiĐatioŶ de Đes poƌiŶes eŶtƌaiŶe l’iŵpeƌŵĠaďilitĠ auǆ aŶtiďiotiƋues. C’est le Đas paƌ 

exemple de Serratia marcescens qui présente une résistance aux -lactamines et aux 

aminosides par disparition de porines.4444 

                                                      
42 Koskiniemi, S.; Pränting, M.; Gullberg, E.; Näsvall, J.; Andersson, D. I. Mol. Microbiol. 2011, 80 (6), 1464–

1478. 

43 Kumar, A.; Schweizer, H. P. Advanced Drug Delivery Reviews. July 29, 2005, pp 1486–1513. 
44 Goldstein, F. W.; Gutmann, L.; Williamson, R.; Collatz, E.; Acar, J. F. Ann. Microbiol. (Paris). 1983. 134A (3), 

329–337. 
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Figure 13 : Comparaison bactéries à Gram+/ bactéries à Gram-. C, cytoplasm; CM, cytoplasmic membrane; PG, 
peptidoglycan; OM, outer membrane; LPS, lipopolysaccharide; LTA, lipoteichoic acid; WTA, wall teichoic acid; 
Lpp, BƌauŶ’s lipopƌoteiŶ ;d’apƌğs [21]) 

 Modification de la cible des antibiotiques 

C’est la fiǆatioŶ de la ŵolĠĐule d’aŶtiďiotiƋue suƌ sa Điďle Ƌui iŶduit l’effet thĠƌapeutiƋue 

ƌeĐheƌĐhĠ. UŶe ŵodifiĐatioŶ de la Điďle eŶtƌaiŶe uŶe peƌte d’affiŶitĠ de Đette ŵolĠĐule, doŶĐ 

une résistance de la bactérie vis-à-vis de celle-ci. Plusieurs classes méticamenteuses 

d’aŶtiďiotiƋues soŶt ĐoŶĐeƌŶĠes paƌ Đe ŵĠĐaŶisŵe. Il s'agit esseŶtielleŵeŶt des -lactamines, 

des glycopeptides, des aminosides, des sulfamides, etc.18 Staphylococcus aureus est capable 

d’aĐƋuĠƌiƌ le gğŶe mecA, qui code pour une PLB modifiée dite PLB2a sans affinité pour les -

lactamines, ce qui entraine une résistance aux -lactamines.4545  

La résistance aux sulfamides se manifeste par une modification de la dihydroptéroate 

synthétase. Cette enzyme conserve son affinité pour son substrat naturel mais perd son 

affinité pour les sulfamides suite à une modification de quelques acides aminés du site 

actif.4646 

 

                                                      
45 Beceiro, A.; Tomás, M.; Bou, G. 2013. 
46 Huovinen, P.; Sundstro¨m, L.; Sundstro¨m, S.; Go¨, G.; Swedberg. 1995; Vol. 39. 
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 Inactivation enzymatique des antibiotiques 

Des enzymes bactériennes sont capables d'inactiver des antibiotiques soit en les dégradant 

soit en leur transférant un groupement spécifique. Les -lactamases sont des enzymes 

bactériennes qui hydrolysent le cycle -lactam des -lactamines. Il en résulte des molécules 

hǇdƌolǇsĠes, iŶĐapaďles d'iŶhiďeƌ les PLBs. C’est la pƌiŶĐipale Đause de ƌĠsistaŶĐes auǆ -

lactamines chez les bactéries à Gram négatifs.4747 Les tétracyclines constituent une autre 

Đlasse d’aŶtiďiotiƋues Ƌui peuǀeŶt ġtƌe dĠsaĐtiǀĠs paƌ dĠgƌadatioŶ due ă uŶe eŶzǇŵe ĐodĠe 

par le gène tetX.4848 Les aminosides peuvent être inactivées par des acétyltranférases, des 

phosphotransférases et des nucléotidyltransférases.48 

 Expulsion des antibiotiques par pompes efflux actif 

Les poŵpes d’effluǆ aĐtif soŶt des poŵpes Ƌui tƌaŶspoƌteŶt les aŶtiďiotiƋues pouƌ les eǆpulseƌ 

du cytoplasme de la bactérie. Elles sont en grande partie impliquées dans la résistance 

intrinsèque des bactéries à Gram négatif. La plupaƌt des poŵpes d’effluǆ, loƌsƋu’elles soŶt 

surexprimées sont capables de transporter plusieurs familles de molécules, et sont ainsi 

responsables de multi-résistances.48 

La résistance est une notion à ne pas confondre avec la persistance qui indique le fait que des 

ďaĐtĠƌies soieŶt ƌĠsistaŶtes auǆ aŶtiďiotiƋues paƌĐe Ƌu’elles soŶt eŶ doƌŵaŶĐe. UŶe fois la 

dormance levée, les bactéries restent sensibles aux antibiotiques. 

2.3. Antibiorésistance : un problème de santé publique mondial 

 La ƌĠsistaŶĐe auǆ aŶtiďiotiƋues est uŶ phĠŶoŵğŶe Ŷatuƌel. CepeŶdaŶt, l’utilisatioŶ 

aďusiǀe et iŶappƌopƌiĠe des aŶtiďiotiƋues paƌ l’hoŵŵe au Đouƌs des ϴϬ deƌŶiğƌes aŶŶĠes a ĠtĠ 

ă l’oƌigiŶe d’uŶe pƌessioŶ de sĠleĐtioŶ Ƌui faǀoƌise l’Ġŵeƌgence accélérée de résistances. 

Les résistances aux antibiotiques constituent, de nos jours, un sérieux problème de santé 

publique mondial. Ce problème ne peut être résolu totalement ni individuellement ni par de 

simples méthodes locales. Les méthodes utilisées doivent impliquer les gouvernements et les 

                                                      
47 Bush, K.; Jacoby, G. A. 2010, 54 (3), 969–976. 

48 Blair, J. M. A.; Webber, M. A.; Baylay, A. J.; Ogbolu, D. O.; Piddock, L. J. V. Nat. Rev. Microbiol. 2015, 13 (1), 
42–51. 
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oƌgaŶisŵes iŶteƌŶatioŶauǆ. L’iŵpaĐt de l’aŶtiďioƌĠsistaŶĐe suƌ l’hoŵŵe et soŶ 

eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt est Đoŵpleǆe aǀeĐ des ƌĠpeƌĐussioŶs suƌ la saŶtĠ, l’ĠĐoŶoŵie et l’ĠĐologie. 

Depuis plusieuƌs aŶŶĠes, l’OMS a doŶĐ adoptĠ plusieuƌs ŵesuƌes daŶs le ďut de ĐoŶtƌôleƌ 

l’eǆpaŶsioŶ des ƌĠsistaŶĐes. EŶ ϮϬϬϭ, elle a puďliĠ sa stƌatĠgie gloďale pouƌ Đoŵďattƌe la 

résistance aux antibiotiques,4949 puis eŶ ϮϬϭϱ, soŶ PlaŶ d’aĐtioŶ ŵoŶdial a ĠtĠ adoptĠ. DaŶs 

le cadre de sa politique « un monde, une santé » l'OMS demande à chaque Etat membre 

d’Ġtaďliƌ uŶ plaŶ ŶatioŶal Ƌui s’aligŶe suƌ le plaŶ gloďal.5050 EŶ outƌe, l’OMS et d'autƌes 

oƌgaŶisŵes iŶteƌŶatioŶauǆ Đoŵŵe l’OIE et la FAO oŶt dĠĐidĠ depuis plusieuƌs aŶŶĠes de 

ĐoŶjugueƌ leuƌs effoƌts pouƌ la lutte ĐoŶtƌe l’aŶtiďioƌĠsistaŶĐe.31 

L’aŶtiďioƌĠsistaŶĐe est ƌespoŶsaďle de l’augŵeŶtatioŶ de la ŵoƌďiditĠ et de la ŵoƌtalitĠ des 

patieŶts atteiŶts d’iŶfeĐtioŶs ă ďaĐtĠƌies ƌĠsistaŶtes.36,5151 En effet, le patient atteint 

d'iŶfeĐtioŶs ă ďaĐtĠƌies ƌĠsistaŶtes ǀoit soŶ sĠjouƌ d’hospitalisatioŶ s’alloŶgeƌ; Đe Ƌui 

augŵeŶte le ƌisƋue de ĐoŶtƌaĐteƌ d’autƌes iŶfeĐtioŶs liĠes auǆ soiŶs. DaŶs uŶ tel ĐoŶteǆte, les 

options thérapeutiques se restreignent et le ƌisƋue d'uŶe issue fatale de l’hospitalisatioŶ 

augmente. 

En 2014, environ 700 mille décès ont été enregistrés dans le monde à cause de 

l’aŶtiďioƌĠsistaŶĐe. Ce Đhiffƌe passeƌa ă ϭϬ ŵillioŶs eŶ ϮϬϱϬ si des aĐtioŶs ĐoŶĐƌğtes ŵoŶdiales 

ne sont pas menées [Figure 14].31 L’augŵeŶtatioŶ de la morbidité et de la mortalité liées à 

l’aŶtiďioƌĠsistaŶĐe eŶgeŶdƌe d'ĠŶoƌŵes Đoûts pouƌ les patieŶts et leuƌ faŵille aiŶsi Ƌue pouƌ 

les autoƌitĠs saŶitaiƌes. Paƌ eǆeŵple, la pƌise eŶ Đhaƌge de l’aŶtiďioƌĠsistaŶĐe Đoûte eŶǀiƌoŶ 

ϭ,ϱ ŵillioŶ d’euƌo paƌ aŶ ă l’Union Européenne.5252 Aux USA, le traitement des infections à 

bactéries résistantes coûte 6 mille à 30 mille dollars de plus que le traitement des infections à 

bactéries sensibles.5353 

L'antibiorésistance constitue une menace pour la diversité microbienne. Les bactéries 

ƌĠsistaŶtes paƌtageŶt la plaŶğte aǀeĐ l’hoŵŵe et les aŶiŵauǆ et se ƌetƌouǀeŶt daŶs la ĐhaîŶe 

alimentaire, dans les sols, dans les eaux, etc. L'un des dangers probables est l’appauǀƌisseŵeŶt 

                                                      
49 WHO Global Strategy for Containment of Antimicrobial Resistance; 2001. 

50 OMS. PLAN D’ ACTION MONDIAL POUR COMBATTRE LA RÉSISTANCE AUX ANTIMICROBIENS; 2016. 
51 WHO. ANTIMICROBIAL RESISTANCE Global Report on Surveillance; 2014. 
52 Anderson, M.; Clift, C.; Schulze, K.; Sagan, A. 2019. 
53 Maragakis, L. L.; Perencevich, E. N.; Cosgrove, S. E. Expert Rev. Anti. Infect. Ther. 2008, 6 (5), 751–763. 
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de la floƌe ďaĐtĠƌieŶŶe de l’hoŵŵe et des ƌĠseƌǀes de ŵiĐƌo-organismes sur terre au profit 

des bactéries résistantes. En proposant la diminution de l'utilisation des antibiotiques dans 

l'agriculture et l'élevage dans sa vision « un monde, une santé », l’OMS pƌeŶd ďieŶ eŶ Đoŵpte 

ce problème écologique. 

 

Figure 14 : MoƌtalitĠ iŶduite paƌ l'aŶtiďioƌĠsistaŶĐe [d’apƌğs 31] 

3. AlteƌŶatives à l’aŶtiďioƌĠsistaŶĐe 

 Au ƌegaƌd de la ƌapiditĠ de l'ĠŵeƌgeŶĐe de l’aŶtiďioƌĠsistaŶĐe apƌğs seuleŵeŶt ϴϬ 

aŶŶĠes d’utilisatioŶ des aŶtiďiotiƋues, il est uƌgeŶt de tƌouǀeƌ des alteƌŶatiǀes. Cela doit 

passer par une utilisation adéquate des antibiotiques afin de réduire la pression de sélection 

de souches résistantes. La préservation des antibiotiques existants, le développement de 

nouveaux antibiotiques et de nouveaux vaccins contre les bactéries multirésistantes et 

hautement résistantes constituent également d'autres voies pour limiter l'antibiorésistance.  

3.1. Utilisation adéquate des antibiotiques 

 Les antibiotiques ont été massivement utilisés comme facteurs de croissance ou agents 

prophylactiques sur des animaux sains destinés à la consommation humaine. Plusieurs études 

ont montré Ƌue l’utilisatioŶ aďusiǀe des aŶtiďiotiƋues daŶs l’agƌiĐultuƌe est diƌeĐteŵeŶt 

ƌespoŶsaďle de l’ĠŵeƌgeŶĐe de ďaĐtĠƌies ƌĠsistaŶtes, daŶgeƌeuses pouƌ l’hoŵŵe, paƌ le ďiais 
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de la ĐhaiŶe aliŵeŶtaiƌe. L’OMS a doŶĐ ŵis eŶ plaĐe, ă tƌaǀeƌs soŶ plaŶ d’aĐtioŶ gloďal de lutte 

ĐoŶtƌe l’aŶtiďioƌĠsistaŶĐe, des diƌeĐtiǀes pouƌ ƌĠduiƌe l’utilisatioŶ aďusiǀe des aŶtiďiotiƋues 

daŶs l’Ġleǀage.5454 Ainsi, en Europe par exemple, l'utilisation d'antibiotiques comme facteurs 

de croissance est interdite dans tous les pays de l'UE depuis 2006. Les actions globales des 

institutions internationales et nationales ont produit des effets quantifiables dans certains 

pays. En France par exemple, eŶtƌe ϮϬϬϳ et ϮϬϭϳ, l’eǆpositioŶ gloďale des animaux aux 

antibiotiques a diminué de 48 %.5555  

Les stƌuĐtuƌes ŶatioŶales eŶ Đhaƌge de la saŶtĠ huŵaiŶe, aŶiŵale et de l’eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt 

deǀƌaieŶt, ă l’iŵage de l’OMS, la FAO et l’OIE ĐooƌdoŶŶeƌ leuƌs effoƌts pouƌ uŶe utilisatioŶ 

adéquate des antibiotiques afiŶ de liŵiteƌ l’ĠŵeƌgeŶĐe des ƌĠsistaŶĐes.  Il est aussi 

indispensable de sensibiliser les vétérinaires, les agriculteurs afin de changer les 

ĐoŵpoƌteŵeŶts. EŶ effet, il eǆiste de ŵeilleuƌes pƌatiƋues d’Ġleǀage peƌŵettaŶt d'augŵeŶteƌ 

la productivité sans l’utilisatioŶ aďusiǀe d’aŶtiďiotiƋues Đoŵŵe tƌaiteŵeŶt pƌophǇlaĐtiƋue 

systématique. Par exemple, au Danemark, la suppression des antibiotiques utilisés comme 

ageŶts de ĐƌoissaŶĐe daŶs l’Ġleǀage poƌĐiŶe, Ŷ’a pas entrainé de baisse de rendement mais au 

contƌaiƌe uŶe augŵeŶtatioŶ d’eŶǀiƌoŶ 15 fois a été observée entre 1998 et 2008.5656 Cela 

suggère que la suppression des antibiotiques utilisés comme facteurs de croissance dans 

l’Ġleǀage Ŷ’iŶflue pas ŶĠgatiǀeŵeŶt le ƌeŶdeŵeŶt de pƌoduĐtioŶ ă loŶg teƌŵe. 

UŶe ĐeŶtƌalisatioŶ des doŶŶĠes suƌ l'utilisatioŶ des aŶtiďiotiƋues Đhez l’hoŵŵe et Đhez les 

animaux ainsi que sur les cas de résistances pourrait constituer un outil efficace 

d'identification des souches résistantes dangereuses et de développement de solutions à long 

terme. Le Système mondial de surveillance de la résistance aux antimicrobiens (Global 

Antimicrobial Resistance Surveillance System GLASS) fait partie des objectifs du plan global de 

l’OMS pouƌ Đoŵďattƌe la ƌĠsistaŶĐe auǆ aŶtiďiotiƋues. Ce plaŶ a ĠtĠ laŶĐĠ pouƌ haƌŵoŶiseƌ la 

façon de collecter, d'analyser et de communiquer les données sur la résistance aux 

antibiotiques. En Europe, la France, à travers Santé Publique France, contribue à la 

surveillance de la résistance aux antibiotiques en santé humaine au niveau européen et 

                                                      
54 WHO GUIDELINES ON USE OF MEDICALLY IMPORTANT ANTIMICROBIALS IN FOOD-PRODUCING ANIMALS; 

2017. 

55 Monnoyer-smith, P. L. 2018. 

56 Aarestrup, F. M.; Vibeke, F.; Jacobsen, E.; Wegener, H. C. Am. J. Vet. Res. 2010, 71 (7), 726–733. 
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paƌtiĐipe ă l’EuƌopeaŶ AŶtiŵiĐƌoďial ResistaŶĐe SuƌǀeillaŶĐe Netǁoƌk ;EARS-net) coordonné 

par le Centre européen de prévention et de contrôle des maladies (ECDC). 

Outre l’utilisatioŶ aďusiǀe des aŶtiďiotiƋues daŶs l’Ġleǀage et l’agƌiĐultuƌe, il a été montré que 

plus de ϲϬ% des pƌesĐƌiptioŶs d’aŶtiďiotiƋues eŶ ŵĠdeĐiŶe ŵodeƌŶe auǆ USA soŶt iŶadaptĠes, 

donc inutiles.31 Le problème des prescriptions inadaptĠes d’aŶtiďiotiƋues ĐoŶĐeƌŶe 

ŵalheuƌeuseŵeŶt tous les pƌofessioŶŶels de saŶtĠ pƌesĐƌipteuƌs. EŶ effet ă l’heuƌe aĐtuelle, 

ă l’eǆĐeptioŶ du test de dĠteĐtioŶ ƌapide Ƌui peƌŵet de disĐƌiŵiŶeƌ les iŶfeĐtioŶs ǀiƌales des 

infections bactériennes, la prescriptioŶ d’aŶtiďiotiƋues est faite seloŶ la ǀoloŶtĠ du 

pƌesĐƌipteuƌ Ƌui dispose d'uŶe liste d’aŶtiďiotiƋues de pƌeŵiğƌe iŶteŶtioŶ ;dite 

antibiothérapie probabiliste), de seconde intention (ou antibiothérapie adaptée au germe) 

puis de dernier recours.  

Une antibiothérapie probabiliste peut donc déboucher sur une non-guérison du patient si la 

ďaĐtĠƌie est ƌĠsistaŶte ă l’aŶtiďiotiƋue pƌesĐƌit. UŶe telle situatioŶ augmente le coût de 

traitement, retarde le traitement du patient, fragilise sa santé et l'expose à une issue fatale.  

DaŶs le Đas de l’aŶtiďiothĠƌapie adaptĠe, les examens diagnostiques ne sont pas rapides et, le 

plus souǀeŶt, Ŷe soŶt pas ƌĠalisĠs paƌ le pƌesĐƌipteuƌ ŵais paƌ uŶ laďoƌatoiƌe d’aŶalǇses 

biologiques. Des méthodes de diagnostics rapides et simples d’utilisatioŶ et diƌeĐteŵeŶt 

utilisaďles paƌ le pƌesĐƌipteuƌ peƌŵettƌaieŶt de s’affƌaŶĐhiƌ des pƌesĐƌiptioŶs iŶadaptĠes, et 

de ƌĠduiƌe les dĠlais d’adŵiŶistƌatioŶ des tƌaiteŵeŶts. Cela peƌŵettƌait ĠgaleŵeŶt de ƌĠduiƌe 

ĐoŶsidĠƌaďleŵeŶt le ƌisƋue d’ĠŵeƌgeŶce de bactéries résistantes.52 A ce sujet, Dr Margaret 

ChaŶ, diƌeĐtƌiĐe gĠŶĠƌale de l’OMS ;ϮϬϬϳ ă ϮϬϭϳͿ disait « … les aŶtiďiotiƋues soŶt ƌaƌeŵeŶt 

prescrits sur la base d'un diagnostic définitif. Les tests de diagnostic peuvent indiquer si un 

antibiotique est réellement nécessaire ou non. Disposer de diagnostics rapides, peu coûteux 

et facilement disponibles est un élément essentiel de la solution à ce problème urgent. ». 

L’uƌgeŶĐe iĐi, ĠtaŶt ďieŶ-ĠǀideŵŵeŶt l’aŶtiďioƌĠsistaŶĐe.  

Le prescripteur fait appel à l'antibiothérapie de dernier ƌeĐouƌs si le patieŶt Ŷ’a ĠtĠ guĠƌi Ŷi 

aǀeĐ l’aŶtiďiothĠƌapie pƌoďaďiliste, Ŷi aǀeĐ l’aŶtiďiothĠƌapie de seĐoŶd ƌeĐouƌs. Cette pƌatiƋue 

hospitalière potentialise la pression de sélection. 

L’utilisatioŶ adĠƋuate des aŶtiďiotiƋues passe aussi paƌ uŶe seŶsiďilisation des patients qui 

devront respecter scrupuleusement les dosages et la durée des traitements et éviter 

http://www.ecdc.europa.eu/en/healthtopics/antimicrobial_resistance/Pages/index.aspx
https://ecdc.europa.eu/en/about-us/partnerships-and-networks/disease-and-laboratory-networks/ears-net
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l’autoŵĠdiĐatioŶ et la pƌise sǇstĠŵatiƋue d’aŶtiďiotiƋues eŶ Đas d’iŶfeĐtioŶs. EŶ effet, eŶ 

2018, environ 57 % des Européens ignoraient que les antibiotiques ne sont pas efficaces 

contre les virus.52 Les praticiens et les patients doivent être informés sur le fait que, plus le 

traitement sera court, mieux ce sera du point de vue sanitaire et écologique.35 

3.2. PƌĠseƌǀatioŶ de l’effiĐaĐitĠ des aŶtiďiotiƋues eǆistaŶts 

 La ŵĠdeĐiŶe a fait des pƌogƌğs speĐtaĐulaiƌes ;gƌeffes d’oƌgaŶes, ĐhiŵiothĠƌapie, etĐ.Ϳ 

grâce aux antibioprophylactiques. Cependant, l'utilisation systématique et abusive des 

antibiotiques peut augmenter la pression de sélection des souches résistantes et éroder leur 

efficacité. Ainsi, une sensibilisation des populations sur la vaccination pourrait contribuer à 

prévenir d'éventuelles infections et ainsi diminuer l'utilisation des antibiotiques. Une 

vaccination est 10 fois moins coûteuse que le traitement d'une infection.5757 Elle pourrait 

ĐoŶĐeƌŶeƌ ĠgaleŵeŶt les aŶiŵauǆ, ĠǀitaŶt aiŶsi l’utilisatioŶ iŶutile d’aŶtiďiopƌophǇlaĐties suƌ 

des animaux sains. 

Aussi, le ƌeŶfoƌĐeŵeŶt de l’hǇgiğŶe daŶs les hôpitauǆ, paƌtiĐuliğƌeŵeŶt uŶe ďoŶŶe hǇgiğŶe 

des mains, évite-t-il le manuportage de souches résistantes par le personnel médical. Les 

solutions hydroalcooliques ont montré leur efficacité dans ce sens dans plusieurs pays, par 

une diminution remarquable des infections liées aux soins. Le personnel hospitalier doit donc 

ġtƌe ƌĠguliğƌeŵeŶt foƌŵĠ suƌ l’hǇgiğŶe des ŵaiŶs.  

Dans les pays en développement, la préservation des antibiotiques passe non seulement par 

la ǀaĐĐiŶatioŶ et l’hǇgiğŶe des ŵaiŶs daŶs les hôpitauǆ, ŵais aussi et suƌtout paƌ l’aĐĐessiďilitĠ 

ă l’eau potaďle et ă des iŶfƌastƌuĐtuƌes d’assaiŶisseŵeŶt. 

3.3. Recherche et développement de nouveaux antibiotiques et de nouveaux 
vaccins 

 Depuis les années 1980, le nombre de nouveaux antibiotiques mis sur le marché a 

progressivement diminué, et est même devenu nul de nos jours. Les options thérapeutiques 

deǀieŶŶeŶt aloƌs de plus eŶ plus Ġtƌoites loƌs d’uŶe iŶfeĐtioŶ ă ďaĐtĠƌie ŵultiƌĠsitaŶte.30,31,58 

La recherche et le développement de nouveaux antibiotiques viendraient soulager les 

                                                      
57 Zhou, F.; Shefer, A.; Wenger, J.; Messonnier, M.; Yan Wang, L.; Lopez, A.; Moore, M.; Murphy, T. V; Cortese, 
M.; Rodewald, L. 2014; Vol. 133. 
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praticiens hospitaliers. Ainsi, dans la perspective de développement de nouveaux molécules, 

l’OMS a paƌ eǆeŵple puďliĠ eŶ fĠǀƌieƌ ϮϬϭϳ sa pƌeŵiğƌe liste d’ageŶts pathogğŶes pƌioƌitaiƌes 

résistants aux antibiotiques [Tableau 1].  Malheureusement, cette publication n'a pas suscité un 

gƌaŶd iŶtĠƌġt des fiƌŵes phaƌŵaĐeutiƋues puisƋu’eŶ ϮϬϭϰ, seuleŵeŶt ϰ fiƌŵes 

pharmaceutiques avaient des programmes de recherche et de développement de nouveaux 

antibiotiques contre 18 en 1990. 

Tableau 1: AgeŶts pathogğŶes pƌioƌitaiƌes ƌĠsistaŶts auǆ aŶtiďiotiƋues de l’OMS 

N° BACTERIES PRIORITE 

1 Acinetobacter baumannii, résistance aux carbapénèmes  

critique 2 Pseudomonas aeruginosa, résistance aux carbapénèmes 

3 Enterobacteriaceae, résistance aux carbapénèmes, production de BLSE 

4 Enterococcus faecium, résistance à la vancomycine  

 

élevée 

5 Staphylococcus aureus, résistance à la méthicylline, résistance intermédiaire ou 

complète à la vancomycine 

6 Helicobacter pylori, résistance à la clarithromycine 

7 Campylobacter spp., résistance aux fluoroquinolones 

8 Salmonellae, résistance aux fluoroquinolones 

9 Neisseria gonorrhoeae, résistance aux céphalosporines, résistance aux 

fluoroquinolones 

10 Streptococcus pneumoniae, insensible à la pénicilline  

moyenne 11 Haemophilus influenzae, ƌĠsistaŶĐe ă l’aŵpiĐilliŶe 

12 Shigella spp., résistance aux fluoroquinolones 

 

DaŶs la ƌeĐheƌĐhe et le dĠǀeloppeŵeŶt de Ŷouǀeauǆ aŶtiďiotiƋues, outƌe l’appƌoĐhe 

conventionnelle qui consiste à rechercher et développer des molécules bactériostatiques ou 

bactéricides, il existe des approches nouvelles qui ne cherchent pas forcément à tuer les 

bactéries ou à ralentir leur croissance. Ces nouvelles approches visent entre autres à inhiber 

la ǀiƌuleŶĐe des ďaĐtĠƌies, eŵpġĐheƌ l’adhĠsioŶ des ďaĐtĠƌies suƌ les Đellules hôtes, eŵpġĐheƌ 

la formation de biofilm, interrompre la communication bactérienne, modifier le microbiome 
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de l’hôte. Il eǆiste ĠgaleŵeŶt l’utilisatioŶ des phages ;phagothĠƌapieͿ ou des ŶaŶopaƌtiĐules 

Đoŵŵe ǀĠhiĐules d’ageŶts aŶtiďaĐtĠƌieŶs.58,595859  

EŶ Đe Ƌui ĐoŶĐeƌŶe l’iŶhiďitioŶ des faĐteuƌs de ǀiƌuleŶĐe, il eǆiste paƌ eǆeŵple la 

Suǀƌatoǆuŵaď, uŶ aŶtiĐoƌps ŵoŶoĐloŶal Ƌui se fiǆe suƌ l’α-toxine de Staphylococcus aureus 

pouƌ l’iŶhiďer.6060 Le régulateur PqsR (MvFR) est impliqué dans la transcription de plusieurs 

facteurs de virulence chez Pseudomonas aeruginosa. Ainsi des travaux de recherche ont 

permis de mettre au point des inhibiteurs de ce régulateur multiple.6161 

De nombreuses études ont montré le rôle crucial que joue le microbiome humain dans la 

santé. Il est donc nécessaire de trouver des thérapies qui assurent la cohabitation de l'Homme 

avec les bactéries.35 Toute atteiŶte ă l’aďoŶdaŶĐe et ă la diǀeƌsitĠ du ŵiĐƌoďioŵe huŵaiŶ 

entraine diverses maladies dont les infections récurrentes à Clostridium difficile.62,636263 La 

transplantation de microbiome fécal provenant de donneurs sains pour restaurer le 

ŵiĐƌoďioŵe d’iŶdiǀidus aǇaŶt ĐoŶŶu uŶe iŶfeĐtioŶ ƌĠĐuƌƌeŶte ă Clostridium difficile a montré 

largement son efficacité.6464  

D’autƌes auteuƌs pƌoposeŶt l’utilisatioŶ de ŶaŶopaƌtiĐules d’oǆǇde de feƌ pouƌ tƌaiteƌ 

certaines infections bactériennes.6565 EŶ effet, Đes ŶaŶopaƌtiĐules, autoƌisĠes paƌ l’OMS pouƌ 

une utilisation en santé humaine, possèdent une activité antimicrobienne.  

Dans la phagothérapie, les phages (qui sont des virus de bactéries exclusivement) sont utilisés, 

soit pouƌ ĠliŵiŶeƌ les ageŶts ŵiĐƌoďieŶs, soit Đoŵŵe des tƌaŶspoƌteuƌs de fƌagŵeŶts d’ADN 

ou d’ARN Ƌui soŶt Đapaďles de ŵoduleƌ l’eǆpƌessioŶ des gğŶes de la ďaĐtĠƌie iŶfeĐtĠe.59,6666 

                                                      
58 Monserrat-Martinez, A.; Gambin, Y.; Sierecki, E. 2019. 

59 Theuretzbacher, U.; Piddock, L. J. V. Cell Host Microbe 2019, 26 (1), 61–72. 
60 Yu, X.-Q.; Robbie, G. J.; Wu, Y.; Esser, M. T.; Jensen, K.; Schwartz, H. I.; Bellamy, T.; Hernandez-Illas, M.; Jafri 
MedImmune LLC, H. S. 2016. 
61 Maura, D.; Drees, S. L.; Bandyopadhaya, A.; Kitao, T.; Negri, M.; Starkey, M.; Lesic, B.; Milot, S.; DĠziel, E. D.; 
Zahler, R.; et al. 2017. 
62 Keith, J. W.; Pamer, E. G. J. Exp. Med 2018, 216 (1). 

63 Darkoh, C.; Plants-Paris, K.; Bishoff, D.; DuPont, H. L. 2019, 4 (2).  

64 Caŵŵaƌota, G.; IaŶiƌo, G.; Tilg, H.; Rajilić-StojaŶoǀić, M.; Kuŵp, P.; Satokaƌi, R.; Sokol, H.; Aƌkkila, P.; PiŶtus, 
C.; Hart, A.; et al. BMJ Publishing Group, 2017; Vol. 66, pp 569–580.  

65 Rodrigues, G. R.; López-Abarrategui, C.; de la Serna Gómez, I.; Dias, S. C.; Otero-González, A. J.; Franco, O. L. 
Int. J. Pharm. 2019, 555, 356–367. 
66 Dufour, N.; Debarbieux, L. Medecine/Sciences. Editions EDK April 1, 2017, pp 410–416. 
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L’aǀaŶtage de la phagothĠƌapie ƌĠside daŶs le fait Ƌue les phages soŶt des ǀiƌus spĠĐifiƋues de 

bactéries.  

Les aǀaŶĐĠes teĐhŶologiƋues, ŶotaŵŵeŶt les Ŷouǀelles teĐhŶiƋues de Đultuƌe et d’isoleŵeŶt 

de souches bactériennes, les approches de génomique, de métabolomique, de 

ďioiŶfoƌŵatiƋue et de Đƌiďlage ă haut dĠďit, oŶt peƌŵis auǆ sĐieŶtifiƋues d’aǀoiƌ aĐĐğs ă des 

réservoirs de microorganismes et à leur potentiel chimique jusque-là inaccessibles.6767 Ainsi, 

Đ’est gƌąĐe ă uŶ ŵilieu de Đultuƌe iŶhaďituel pƌoĐhe des sĠĐƌĠtioŶs Ŷasales huŵaiŶes, Ƌue la 

lugdunine a été identifiée dans des cultures de Staphylococcus lugdunensis. Cette molécule a 

montré des propriétés antibactériennes contre un large éventail de bactéries à Gram positif 

dont le SARM (Staphylococcus aureus résistant à la méticilline), le GISA (Staphylococcus aureus 

de sensibilité intermédiaire aux glycopeptides) et les ERV (entérocoques résistants à la 

vancomycine).68,696869 D’autƌes ŵolĠĐules telle que la lassomycine, active contre certaines 

souches résistantes de Mycobacterium tuberculosis,7070 et la teixobactine, active contre des 

bactéries à Gram positif dont le SARM et les ERV ont été isolées grâce à des techniques de 

cultures nouvelles7171. 

En outre Martin S. et al. oŶt ideŶtifiĠ de petites ŵolĠĐules Đapaďles de poteŶtialiseƌ l’aĐtioŶ 

d’aŶtiďiotiƋues, iŶitialeŵeŶt iŶeffiĐaĐes ĐoŶtƌe ĐeƌtaiŶes souĐhes ďaĐtĠƌieŶŶes.7272 Cette 

Ġtude doŶŶe l’espoiƌ d’uŶ ĠlaƌgisseŵeŶt du speĐtƌe d’aŶtiďiotiƋues iŶitialeŵeŶt aĐtifs 

uniquement sur les bactéries à Gram positif aux bactéries à Gram négatif, voire à des bactéries 

à Gram négatif multirésistantes. 

La recherche et le développement de nouveaux vaccins contre les bactéries multirésistantes 

peƌŵettƌaieŶt de s’affƌaŶĐhiƌ de l’utilisatioŶ sǇstĠŵatiƋue d’aŶtiďiotiƋues, Đe Ƌui peƌŵet d’eŶ 

                                                      
67 Niu, G.; Li, W. Trends Biochem. Sci. 2019. 
68 Krismer, B.; Liebeke, M.; Janek, D.; Nega, M.; Rautenberg, M.; Hornig, G.; Unger, C.; Weidenmaier, C.; Lalk, 
M.; Peschel, A. PLoS Pathog. 2014, 10 (1). 
69 Zipperer, A.; Konnerth, M. C.; Laux, C.; Berscheid, A.; Janek, D.; Weidenmaier, C.; Burian, M.; Schilling, N. A.; 
Slavetinsky, C.; Marschal, M.; et al. Nature 2016, 535 (7613), 511–516. 
70 Gavrish, E.; Sit, C. S.; Cao, S.; Kandror, O.; Spoering, A.; Peoples, A.; Ling, L.; Fetterman, A.; Hughes, D.; Bissell, 
A.; et al. Chem. Biol. 2014, 21 (4), 509–518. 
71 Ling, L. L.; Schneider, T.; Peoples, A. J.; Spoering, A. L.; Engels, I.; Conlon, B. P.; Mueller, A.; Schäberle, T. F.; 
Hughes, D. E.; Epstein, S.; et al. Nature 2015, 517 (7535), 455–459. 
72 Martin, S. E.; Melander, R. J.; Brackett, C. M.; Scott, A. J.; Chandler, C. E.; Nguyen, C. M.; Minrovic, B. M.; 
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pƌĠseƌǀeƌ l’effiĐaĐitĠ.31 Il pouƌƌait s’agiƌ de ǀaĐĐiŶeƌ des peƌsoŶŶes ă ƌisƋue : malades 

chroniques, immunodéprimés, personnes âgées de plus de 65 ans. 

4. Les glycopeptides  

4.1. La famille des glycopeptides  

 Les glycopeptides sont des antibiotiques de dernier recours en milieu hospitalier, 

utilisés dans le traitement des infections causées par les bactéries à Gram positif multi-

résistantes, notamment les infections au genre enterococcus, au SARM, ainsi que la colite 

pseumembraneuse à Clostridium difficile.7373 Cette famille comprend des antibiotiques 

d’oƌigiŶe Ŷatuƌelle, doŶt la ǀaŶĐoŵǇĐiŶe et la teiĐoplaŶiŶe et des aŶtiďiotiƋues seŵi-

sǇŶthĠtiƋues ă saǀoiƌ la tĠlaǀaŶĐiŶe, l’oƌitaǀaŶĐiŶe et la dalďaǀaŶĐiŶe.  

Les glycopeptides sont des molécules de masse moléculaire élevée, variant entre 1400 et 1900 

Dalton. Ils agissent par une inhibition de la synthèse du peptidoglycane de la paroi des 

bactéries à Gram positif, entraînant ainsi la lyse bactérienne. Ils se lient avec une haute affinité 

sur le dipeptide terminal D-alanyl-D-alanine de la chaîne pentapeptidique du peptidoglycane 

ŶaissaŶt, foƌŵeŶt uŶe poĐhe ƌigide et ŵasƋueŶt le site d’aĐtioŶ des tƌaŶspeptidases ĐhaƌgĠes 

de former les ponts peptidiques du peptidoglycane.23 Leuƌ ŵĠĐaŶisŵe d’aĐtioŶ s’eǆpliƋue 

entre autres par cette masse moléculaire élevée, avec leur capacité à former des dimères, ils 

empêchent par encombrement stérique, la transglycosylation nécessaire à la finition du 

peptidoglycane naissant. Du blocage de la transpeptidation et de la transglycosylation du 

peptidogycane [Figure 15], il eŶ ƌĠsulte l’iŶhiďitioŶ de la ĐƌoissaŶĐe puis la ŵoƌt 

bactérienne.23,74,757475  

                                                      
73 Binda, E.; Marinelli, F.; Marcone, G. L. Antibiot. (Basel, Switzerland) 2014, 3 (4), 572–594. 
74 Cattoir, V.; Leclercq, R. MEDECINE/SCIENCES 2010, 11 (26), 936–942. 
75 Pootoolal, J.; Neu, J.; Wright, G. D. Annu. Rev. Pharmacol. Toxicol. 2002, 42, 381–408. 
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Figure 15 : Différentes étapes intracytoplasmiques de la synthèse des précurseurs du peptidoglycane, mécanisme 
d'action des glycopeptides avec le dipeptide D-Ala-D-Ala terminal, blocage des transpeptidases et des 
transglycosylases ;d’apƌğs [74] 

Les glycopeptides naturels  

 La vancomycine et la teicoplanine sont les deux glycopeptides naturels. La 

ǀaŶĐoŵǇĐiŶe de l’aŶglais «to vanquish» a été isolée du champignon microscopique 

Amicolatopsis orientalis en 1952 et introduite en clinique en 1956 pour le traitement des 

infections à bactéries Gram positif résistantes à la pénicilline.73,7676 C’est uŶ heptapeptide 

cyclique composé de deux tyrosines chlorées, de trois systèmes phénylglycine, d'acide 

aspartique et de N-méthylleucine, avec un disaccharide exo-ĐǇĐliƋue foƌŵĠ d’uŶe ŵolĠĐule 

de gluĐose et d’uŶe ŵolĠĐule de ǀaŶĐosaŵiŶe [Figure 16].7777 Elle est peu absorbée dans le 

tractus digestif, ce qui en fait un bon traitement de la colite pseudomembraneuse à C. dificille. 

C’est uŶ aŶtiďiotiƋue ďaĐtĠƌiĐide concentration-dépendant, avec un effet post-antibiotique.  

La teicoplanine [Figure 16] a été isolée du champignon microscopique Actinoplanes 

teichomyceticus en 1978 et introduite en clinique en 1988. Elle a une structure proche de celle 

de la vancomycine avec un heptapeptide cyclique et trois molécules osidiques extra-cycliques 

fixées aux résidus 4, 6 et 7 du cycle heptapeptidique. La glucosamine fixée au résidu 4 est 

aĐǇlĠe paƌ uŶe ĐhaiŶe latĠƌale d’aĐide gƌas de loŶgueuƌ ǀaƌiaďle. La pƌĠseŶĐe de Đette ĐhaîŶe 

                                                      
76 Henson, K. E. R.; Levine, M. T.; Wong, E. A. H.; Levine, D. P. Expert Rev. Anti. Infect. Ther. 2015, 13 (10), 1265–
1278. 
77 Pfeiffer, R. R. Structural Features of Vancomycin; 1981; Vol. 3. 
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latérale confère à la teicoplanine une liposolubilité, donc une meilleure pénétration tissulaire 

d’où uŶe aĐtiǀitĠ aŶtiďaĐtĠƌieŶŶe supĠƌieuƌe paƌ ƌappoƌt ă Đelle de la ǀaŶĐoŵǇĐiŶe. La foƌŵe 

utilisée en thérapeutique est un mélange de 5 composés glycopeptidiques qui diffèrent entre 

eux par la longueur de la chaine latérale.73  

 

Figure 16 : Structures chimiques des glycopeptides d'après les codes SMILES PUBCHEM 
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Les glycopeptides semi-synthétiques 

 L’augŵeŶtatioŶ de l’aĐtiǀitĠ aŶtiďaĐtĠƌieŶŶe de la teiĐoplaŶiŶe Đoŵŵe dit plus haut 

est liĠe ŶotaŵŵeŶt ă la pƌĠseŶĐe de la ĐhaiŶe latĠƌale d’aĐides gƌas. S’iŶspiƌaŶt de Đe ĐoŶstat, 

les glycopeptides semi-synthétiques ou lipoglycopeptides, au nombre de trois, à savoir la 

télavancine [Figure 16], la dalbavancine [Figure 16] et l’oƌitaǀaŶĐiŶe [Figure 16] comportent dans 

leuƌs stƌuĐtuƌes uŶe ĐhaiŶe latĠƌale hǇdƌophoďe outƌe l’heptapeptide. Cette ĐhaiŶe latĠƌale 

faǀoƌise l’eŶĐƌage des ŵolĠĐules daŶs la ďiĐouĐhe lipidiƋue de la ŵeŵďƌaŶe bactérienne. 

La télavancine est un dérivé semi-synthétique de la vancomycine. Elle diffère de la 

ǀaŶĐoŵǇĐiŶe paƌ deuǆ fƌagŵeŶts ĐhiŵiƋues, l’uŶ hǇdƌophoďe et l’autƌe hǇdƌophile. Le 

fragment hydrophobe est un decylaminoéthyle fixé à la vancomycine, le fragment hydrophile 

est uŶ aĐide phosphoŶiƋue aŵiŶĠ fiǆĠ ă uŶ des ƌĠsidus phĠŶǇlglǇĐiŶe de l’heptapeptide.76 La 

télavancine possède un effet concentration dépendant et son efficacité supérieure à la 

ǀaŶĐoŵǇĐiŶe s’eǆpliƋue paƌ le fait Ƌu’eŶ plus d’iŶhiďeƌ la sǇŶthğse du peptidoglǇĐaŶe Đoŵŵe 

la ǀaŶĐoŵǇĐiŶe, elle peƌtuƌďe l’iŶtĠgƌitĠ de la paƌoi ďaĐtĠƌieŶŶe paƌ uŶ mécanisme non encore 

parfaitement élucidé.73 

L’oƌitaǀaŶĐiŶe est uŶ dĠƌiǀĠ seŵi-synthétique de la chloroérémomycine synthétisée par 

Amycolatopsis orientalis. La chloroérémomycine diffère de la vancomycine par le modèle de 

glǇĐosǇlatioŶ suƌ les ƌĠsidus ϰ et ϲ de l’heptapeptide, la ĐhaiŶe hǇdƌophoďe ďeŶzǇl-

chlorophényle fixé à la vancosamine et le monosacchadique fixé sur le résidu phenylserine de 

l’heptapeptique.76 L’oƌitaǀaŶĐiŶe agit eŶ iŶhiďaŶt la sǇŶthğse du peptidoglǇĐaŶe et eŶ 

entraînant une désintégration de la paroi bactérienne grâce à son groupe biaryle. Cette double 

action offre des avantages en termes d'activités antimicrobiennes.73 

La dalbavancine, quant à elle, est un dérivé semi-sǇŶthĠtiƋue d’uŶe ŵolĠĐule teiĐoplaŶiŶe-

like, l’AϰϬϵϮϲ. Cette deƌŶiğƌe a ĠtĠ isolĠe de l’aĐtiŶoŵǇĐete Nonomuraea sp. ATCC 39727, 

pƌoǀeŶaŶt d’uŶ ĠĐhaŶtilloŶ de sol iŶdieŶ ĐolleĐtĠ au ŵilieu des aŶŶĠes ϭϵϴϬ. La dalbavancine 

est le dĠƌiǀĠ diŵĠthǇlaŵiŶopƌopǇliƋue d'aŵide de l’AϰϬϵϮϲ. La dalďaǀaŶĐiŶe est l’uŶe des 

molécules qui a montré une activité in vitro supérieure à celle de la vancomycine au cours 

d’uŶ pƌojet de ƌeĐheƌĐhe de Ŷouǀeauǆ glǇĐopeptides.73 Elle a été introduite en clinique en 

2014.76 
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4.2. Résistances aux glycopeptides 

 Les premières résistances aux glycopeptides ont été d'abord décrites chez les 

eŶtĠƌoĐoƋues, puis Đhez les staphǇloĐoƋues. Il est Ġtaďli Ƌue Đ’est l’utilisatioŶ ŵassiǀe des 

glycopeptides qui a exercé une pression de sélection sur les entérocoques. Cela a induit 

l’ĠŵeƌgeŶĐe de souĐhes ƌĠsistaŶtes auǆ glǇĐopeptides7878 dès 1986 en France7979, et 1987 en 

Angleterre. Aux Etats-Unis, les résistances ont été observées dans les années 1990 où les 

souches résistantes représentaient Ϯϴ,ϱ % des souĐhes d’eŶtĠƌoĐoƋues ƌespoŶsaďles 

d’iŶfeĐtioŶs liĠes auǆ soiŶs daŶs les seƌǀiĐes de ƌĠaŶiŵatioŶ.8080 

Plusieuƌs Ġtudes oŶt ŵoŶtƌĠ Ƌue les ŵiĐƌooƌgaŶisŵes pƌoduĐteuƌs d’aŶtiďiotiƋues doŶt les 

actinomycètes disposent de techniques diverses pour échapper à la toxicité des molécules 

aŶtiďiotiƋues Ƌu’ils sǇŶthĠtiseŶt.8181 L’uŶ des ŵoǇeŶs utilisĠs paƌ Đes ŵiĐƌooƌgaŶisŵes est la 

résistance aux antibiotiques autoproduits, ce qui fait de ces microorganismes un potentiel 

ƌĠseƌǀoiƌ des gğŶes de ƌĠsistaŶĐes. C’est daŶs les aŶŶĠes ϭϵϵϬ Ƌu’a ĠtĠ ƌappoƌtĠe pouƌ la 

première fois, une résistance aux glycopeptides chez les actinomycètes, médiée par le gène 

van. En effet un ortologue du gène vanHAX d’enterococcus a été cloné de deux actinomycètes 

producteurs de glycopeptides, Streptomyces toyocaensis NRRL15009 et Amycolatopsis 

orientalis C329.2.8282 Des études similaires ont été rapportées sur des microorganismes 

producteurs de glycopeptides suggérant que les actinomycètes seraient la source originelle 

du gène van retrouvé dans les bactéries pathogènes isolées en clinique.83–8683848586 

L’eǆpƌessioŶ ŵolĠĐulaiƌe de la ƌĠsistaŶĐe est le ƌĠsultat de la ĐoopĠƌatioŶ de plusieuƌs gğŶes 

organisés en opérons et appelés van. A l’heuƌe aĐtuelle, ϵ opĠƌoŶs van ont été décrits. Les 

protéines exprimées par ces gènes se chargent de la reprogrammation de la biosynthèse de 

la paroi bactérienne. La résistance aux glycopeptides se traduit par la modification des 

                                                      
78 French, G. L. Clin. Infect. Dis. 1998, 27 (Supplement 1), S75–S83. 
79 Leclercq, R.; Derlot, E.; Duval, J.; Courvalin, P. N. Engl. J. Med. 1988, 319 (3), 157–161. 
80 Gaynes, R. P.; Culver, D. H.; Horan, T. C.; Edwards, J. R.; Richards, C.; Tolson, J. S.; System, N. N. I. S. Clin. 
Infect. Dis. 2001, 33 (Supplement 2), S69–S77. 
81 Cundliffe, E.; Demain, A. L. Soc. Ind. Microbiol. 2010, 643–672. 
82 Marshall, C. G.; Broadhead, G.; Leskiw, B. K.; Wright, G. D. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 1997, 94 (12), 6480–6483. 
83 Marshall, C. G.; Lessard, I. A.; Park, I.; Wright, G. D. Antimicrob. Agents Chemother. 1998, 42 (9), 2215–2220. 
84 Sosio, M.; Kloosterman, H.; Bianchi, A.; De Vreugd, P.; Dijkhuizen, L.; Donadio, S. Microbiology 2004, 95–102. 
85 Li, T.-L.; Huang, F.; Haydock, S. F.; Mironenko, T.; Leadlay, P. F.; Spencer, J. B. Chem. Biol. 2004, 11 (1), 107–
119. 
86 Schäberle, T. F.; Vollmer, W.; Frasch, H. J.; Hüttel, S.; Kulik, A.; Röttgen, M.; Von Thaler, A. K.; Wohlleben, W.; 
Stegmann, E. Antimicrob. Agents Chemother. 2011, 55 (9), 4283–4289. 
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précurseurs pentapeptidiques du peptidoglycane.20 Ces opérons van peuvent être classés en 

deux grandes catégories, les un (vanA, vanB, vanD et vanM) dont les protéines exprimées 

remplacent le dernier D-alanine de la chaîne pentapeptidique par un D-acide lactique et les 

autres (vanC, vanE, vanG, vanL et vanN) dont les protéines exprimées oeuvrent pour le 

remplacement par une D-sérine [Figure 17].74,87–92878889909192 

CeĐi aďoutit ă la diŵiŶutioŶ de l’affiŶitĠ de la ǀaŶĐoŵǇĐiŶe pouƌ sa Điďle d’uŶ faĐteuƌ ϭϬϬϬ 

pour les précurseurs comportant le depsipeptide D-Ala-D-LaĐ et d’uŶ faĐteuƌ ϲ pouƌ les 

précurseurs se terminant par D-Ala-D-Ser [Figure 18].73,78,9393  

 

Figure 17 : Opérons van connus de résistance aux glycopeptides.A. Les quatre opérons de résistance aux 
glycopeptides qui donnent des précurseurs de peptidoglycanes se terminant par D-Ala-D-Lac. Les flèches reflètent 
les directions de transcription et les tailles relatives des cadres de lecture ouverts. B. Les cinq opérons de résistance 
aux glycopeptides qui donnent des précurseurs de peptidoglycanes se terminant par D-Ala-D-Ser 

                                                      
87 Evers, S.; Sahm, D. F.; Courvalin, P. Gene 1993, 124 (1), 143–144. 
88 Perichon, B.; Reynolds, P.; Courvalin, P. Antimicrob. Agents Chemother. 1997, 41 (9), 2016–2018. 
89 Fines, M.; Perichon, B.; Reynolds, P.; Sahm, D. F.; Courvalin, P. Antimicrob. Agents Chemother. 1999, 43 (9), 
2161–2164. 
90 Xu, X.; Lin, D.; Yan, G.; Ye, X.; Wu, S.; Guo, Y.; Zhu, D.; Hu, F.; Zhang, Y.; Wang, F.; et al. Antimicrob. Agents 
Chemother. 2010, 54 (11), 4643–4647. 
91 Lebreton, F.; Depardieu, F.; Bourdon, N.; Fines-Guyon, M.; Berger, P.; Camiade, S.; Leclercq, R.; Courvalin, P.; 
Cattoir, V. Antimicrob. Agents Chemother. 2011, 55 (10), 4606–4612. 
92 Sassi, M.; Guérin, F.; Lesec, L.; Isnard, C.; Fines-Guyon, M.; Cattoir, V.; Giard, J. C. J. Antimicrob. Chemother. 
2018, 73 (4), 852–855. 
93 Walsh, C. Nature 2000, 406 (6797), 775–781. 
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Figure 18 : Liaisons de la vancomyciŶe aveĐ sa Điďle Ŷative, et ŵutĠe ;d’apƌğs [74]) 

Les différents types phénotypiques résultants des opérons van sont également au nombre de 

9, VanA, VanB, VanC, VanD, VanE, VanG, VanL, VanM, VanN [Tableau 2]. Seul VanC procède 

d’uŶ ŵĠĐaŶisŵe de ƌĠsistaŶĐe Ŷatuƌelle, les huit autƌes pƌoĐğdeŶt d’uŶ ŵĠĐaŶisŵe de 

résistance acquise. Les espèces E. gallinarum, E. casseliflavus, E. flavescens possèdent 

l’opĠƌoŶ vanC ; elles sont donc naturellement résistantes à la vancomycine. E. faecium et E. 

faecalis, les espèces les plus retrouvées dans les infections humaines, quant à elles, 

deviennent résistantes aux glycopeptides par acquisition de gènes de résistance.73 
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Tableau 2 : PhĠŶotǇpes de ƌĠsistaŶĐes vaŶ ;d’apƌğs [73]) 

Espèces 
bactériennes 

Phénotypes 
de 
Résistance 

Niveau 
d’eǆpƌessioŶ 
de la 
résistance 

CMI (mg/L) Support du 
gène de 
résistance 

Mode 
d’eǆpƌessioŶ 

Terminaison 
des 
précurseurs 

E. faecalis 

E. faecium 

VanA Haut Vancomycin 
64–100 
Teicoplanin 
16–512 

Plasmide 
Chromosome 

Inductible D-Ala-D-Lac 

E. faecalis 

E. faecium 

VanB Variable Vancomycin 
4–1000 
Teicoplanin 
0.5–1 

Plasmide 
Chromosome 

inductible D-Ala-D-Lac 

E. gallinarum 

E. 

casseliflavus 

E. flavescens 

VanC Résistance 
intrinsèque 
Bas 

Vancomycin 
2–32 
Teicoplanin 
0.5–1 

Chromosome Constitutive D-Ala-D-Ser 

E. faecalis 

E. faecium 

VanD Modéré Vancomycin 
64–128 
Teicoplanin 4–
64 

Chromosome Constitutive D-Ala-D-Lac 

E. faecalis VanE Bas Vancomycin 
8–32 
Teicoplanin 
0.5 

Chromosome Inducible D-Ala-D-Ser 

E. faecalis 

E. faecium 

VanG Bas Vancomycine 
16 
Teicoplanine 
0.5 

Chromosome Inducible D-Ala-D-Ser 

E. faecalis VanL Bas Vancomycine 
8 
Teicoplanine 
susceptible 

Chromosome Inducible D-Ala-D-Ser 

E. faecium VanM Variable Vancomycine 
> 256 
Teicoplanine 
0.75 

Plasmide 
Chromosome 

Inducible D-Ala-D-Lac 

E. faecium VanN Bas Vancomycine 
16 
Teicoplanine 
0.5 

Plasmide Constitutive D-Ala-D-Ser 

 

La plupaƌt des souĐhes d’eŶtĠƌoĐoƋues isolĠes eŶ ĐliŶiƋue possğdeŶt des plasŵides et des 

éléments transposables qui sont des supports de résistance aux antibiotiques, de facteurs de 
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virulence.94,959495 Les éléments transposables constituent la majorité des éléments génétiques 

mobiles (mobile getenic element (MGE)) présents chez les enterocoques [Figure 19].96–98969798 

 

Figure 19 : Eléments génétiques transposables chez les entérocoques. 

Trois types d'éléments transposables retrouvés chez les entérocoques: les transposons conjugatifs, tels que 
TŶϱϯ8Ϯ suppoƌt de l’opĠƌoŶ vaŶBϮ; les ĠlĠŵeŶts de sĠƋueŶĐe d'iŶseƌtioŶ ;ISͿ de la famille Tn3, tels que Tn1546 
suppoƌt de l’opĠƌoŶ vaŶA; et les tƌaŶsposoŶs Đoŵposites, tels Ƌue TŶϰϬϬϭ, suppoƌt de ƌĠsistaŶĐe à haut Ŷiveau 
aux aminosides. Ces trois types d'éléments transposables peuvent exister soit dans le chromosome, soit dans les 
plasmides. 

 Les opérons vanA et vanB sont le plus souvent retrouvés chez E. faecium. Ils sont 

fƌĠƋueŵŵeŶt poƌtĠs paƌ uŶ ĠlĠŵeŶt gĠŶĠtiƋue ŵoďile. L’opĠƌoŶ vanA confère une résistance 

de haut niveau à la vancomycine et à la téicoplanine. Il est porté par un transposon de la 

famille des Tn-3, le Tn1546, Ƌui Đoŵpoƌte des poiŶts de ŵutatioŶs, de dĠlĠtioŶs et d’iŶseƌtioŶ 

de séquences.99,10099100 L’appaƌitioŶ de la ƌĠsistaŶĐe auǆ glǇĐopeptides Đhez StaphǇloĐoĐĐus, 

suggère que le gène de résistance lui a été transféré grâce au transposon Tn1546 

d’eŶtĠƌoĐoƋues ƌĠsistaŶts auǆ glǇĐopeptides. L’opĠƌoŶ vanA a aussi été décrit chez 

Staphylococcus aureus.101101 Le premier cas clinique de Staphylococcus aureus résistant à la 

vancomycine (SARV) a été identifié en 2002 aux USA, suivi de plusieurs autes cas au Brésil, au 

Royaume-Uni, en France et en Inde.100 Mais ceci reste un évènement rare. 
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98 Paulsen, I. T.; Banerjei, L.; Hyers, G. S. A.; Nelson, K. E.; Seshadri, R.; Read, T. D.; Fouts, D. E.; Eisen, J. A.; Gill, 
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100 Murugaiyah, V. Infect. Dis. 2012. 
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 L’opĠƌoŶ vanA est le premier opéron de résistance aux glycopeptides à avoir été 

décrit.102102 C’est aussi le plus fƌĠƋueŵŵeŶt isolĠ eŶ ĐliŶiƋue. Il ĐoŵpƌeŶd ĐiŶƋ gğŶes 

impliqués dans le mécanisme de résistance aux glycopeptides (vanH, vanA, vanX, vanY, vanZ) 

et deux gènes de régulation (vanR, vanS) [Figure 20].74,103103 Dans le système de régulation à 

deux composantes, vanS code pour un capteur histidine-kinase transmembranaire, qui 

dĠteĐte la pƌĠseŶĐe de glǇĐopeptides daŶs l’eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt. Le gğŶe vanR code pour un 

activateur transcriptioŶŶel, VaŶR, Ƌui ƌĠgule l’eǆpƌessioŶ des gğŶes van.104104 Le gène vanH 

code pour une déshydrogénase qui réduit le pyruvate en D-Lac. Avec ce D-Lac, la ligase codée 

par le gène vanA ĐatalǇse la foƌŵatioŶ d’uŶ depsipeptide D-Ala-D-Lac. Ce depsipeptide est 

incorporé au précurseur tripeptidique du peptidoglycane (UDP-MurNac).102 Le gène vanX 

code pour une D-Ala-D-Ala-dipeptidase, qui hydrolyse le dipeptide « normal » D-Ala-D-Ala 

formé par la ligase naturelle Ddl, baissant ainsi les taux intracytoplasmiques de dipeptides D-

Ala-D-Ala qui auraient pu être utilisés pour la synthèse de peptidoglycanes « sensibles » à la 

vancomycine.105105 Cette fonction de VanX est cruciale car sans elle, il suffirait que quelques 

ĠlĠŵeŶts du peptidoglǇĐaŶe ƌestaŶt seŶsiďles ă la ǀaŶĐoŵǇĐiŶe s’iŶsğƌeŶt daŶs la paƌoi pouƌ 

que la résistance soit levée.74 Le gène vanY qui code pour une D,D-carboxypeptidase élimine 

la D-Ala en position C-terminale des précurseurs pentapeptidiques.106106 Le gène vanZ code 

pouƌ uŶe pƌotĠiŶe doŶt la foŶĐtioŶ Ŷ’est pas paƌfaiteŵeŶt ĠluĐidĠe ă l’heuƌe aĐtuelle. 

Toutefois Đette pƌotĠiŶe est ĐoŶŶue pouƌ ġtƌe iŵpliƋuĠe daŶs l’eǆpƌessioŶ de la ƌĠsistaŶĐe 

contre la téicoplanine.107107 

                                                      
102 Arthur, M.; Molinas, C.; Depardieu, F.; Courvalin, P. J. Bacteriol. 1993, 175 (1), 117–127. 
103 Depardieu, F.; Podglajen, I.; Leclercq, R.; Collatz, E.; Courvalin, P. Clin. Microbiol. Rev. 2007, 20 (1), 79–114. 
104 Arthur, M.; Depardieu, F.; Gerbaud, G.; Galimand, M.; Leclercq, R.; Courvalin, P. J. Bacteriol. 1997, 179 (1), 
97–106. 
105 Reynolds, P. E.; Depardieu, F.; Dutka-Malen, S.; Arthur, M.; Courvalin, P. Mol. Microbiol. 1994, 13 (6), 1065–
1070. 
106 Arthur, M.; Molinas, C.; Courvalin, P. Gene 1992, 120 (1), 111–114. 
107 Arthur, M.; Depardieu, F.; Molinas, C.; Reynolds, P.; Courvalin, P. Gene 1995, 154 (1), 87–92. 
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Figure 20 : Fonctionnement de l'opéron vanA d'après [108]108 

4.3. Méthodes de détection des résistances aux glycopeptides  

 Les méthodes de détection de la résistance aux antibiotiques, plus précisément aux 

glycopeptides peuvent être regroupées en deux catégories, à savoir les méthodes 

phénotypiques dites conventionnelles et les méthodes génotypiques.  

Les méthodes phénotypiques, encore dites méthodes de culture, nécessitent une culture 

bactérienne. Ce sont principalement : la méthode des disques avec établissement de 

l’aŶtiďiogƌaŵŵe et la ŵĠthode des dilutioŶs ;ŵiĐƌodilutioŶ et ŵaĐƌodilutioŶͿ aǀeĐ 

détermination des CMI (concentration minimale inhibitrice). De nos jours des systèmes 

automatisés permettent de réaliser des antibiogrammes et des mesures de CMI avec un gain 

de teŵps ĐoŶsidĠƌaďle. De plus, Đes autoŵates peƌŵetteŶt la ƌĠalisatioŶ d’aŶalǇses suƌ 

plusieurs échantillons à la fois. CepeŶdaŶt, d’autƌes teĐhŶiƋues ďeauĐoup plus ŵodeƌŶes 

eǆisteŶt. C’est paƌ eǆeŵple le MALDI-TOF ĐouplĠ ă la ŵasse Ƌui peƌŵet l’ideŶtifiĐatioŶ d’uŶe 

ďaĐtĠƌie gƌąĐe au speĐtƌe de ŵasse Ƌui lui est pƌopƌe aǀeĐ ĠlaďoƌatioŶ d’uŶ 

antibiogramme.109109 

Les ŵĠthodes gĠŶotǇpiƋues dites de ďiologie ŵolĠĐulaiƌe peƌŵetteŶt l’ideŶtifiĐatioŶ de la 

bactérie pathogène par aŵplifiĐatioŶ, paƌ hǇďƌidatioŶ de sĠƋueŶĐes d’ADN ou paƌ sĠƋueŶçage 

partiel ou total de génome. Ce qui permet de se passer des étapes fastidieuses de mise en 

Đultuƌe de ĐeƌtaiŶes souĐhes et de s’affƌaŶĐhiƌ du ƌisƋue de ĐoŶtaŵiŶatioŶ et de pƌopagatioŶ 

de souches virulentes. Ces techniques donnent accès aux gènes de résistances aux 

antibiotiques. Ce sont principalement la PCR (polymerase chain reaction), les micropuces 

                                                      
108 Hughes, D. Nat. Rev. Genet. 2003, 4 (6), 432–441. 
109 Khan, Z. A.; Siddiqui, M. F.; Park, S.; Khan, Z. A.; Siddiqui, M. F.; Park, S. Diagnostics 2019, 9 (2), 49. 
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d’ADN Đapaďles de dĠteĐteƌ des gğŶes de ƌĠsistaŶĐes, et le sĠƋueŶçage ŵassif ;Whole genome 

sequencing WSG).109–111110111  

En France, les biologistes et les cliniciens se réfèrent aux recommandations de la Société 

Française de Microbiologie (SFM) et de l’EuƌopeaŶ Committee on Antimicrobial Susceptibility 

Testing (EUCAST) pour la détermination de la sensibilité et la résistance des germes aux 

antibiotiques. Les recommandations peuvent être consultées gratuitement sur les sites web 

de l’EUCAST et de la SFM. Aux USA le Clinical and Laboratory Standards Institute propose des 

recommandations similaires mais à accès payant.  

Détection de la résistance aux glycopeptides chez les staphylocoques 

 L’appaƌitioŶ de staphǇloĐoƋues ă seŶsiďilitĠ diŵiŶuĠe auǆ glǇĐopeptides dites hetero-

GISA ou GISA (encore appelés VISA) a potentialisé le danger que représentent les 

d’eŶtĠƌoĐoƋues ƌĠsistaŶts ă la ǀaŶĐoŵǇĐiŶe, plus gĠŶĠƌaleŵeŶt auǆ glǇĐopeptides eŶ ĐliŶiƋue. 

La première infection à VISA a été identifiée au Japon en 1997. Par la suite, des souches de S. 

aureus résistantes à la vancomycine dites, SARV ont été isolées et la corrélation de la 

tƌaŶsŵissioŶ du gğŶe de ƌĠsistaŶĐe d’E. faecium à S. aureus a été établie. Les glycopeptides 

ĠtaieŶt jusƋu’aloƌs le tƌaiteŵeŶt de ƌĠfĠƌeŶĐe des iŶfections à staphylocoques multi-

ƌĠsistaŶts. Pouƌ liŵiteƌ l’eǆpaŶsioŶ des ƌĠsistaŶĐes auǆ glǇĐopeptides Đhez les staphǇloĐoƋues 

avec une prise en charge efficace des patients, des méthodes précises sont proposées par la 

SFM. Ainsi la méthode de référence pour la détermination des CMI des glycopeptides, la 

microdilution en milieu liquide (référence ISO 20776) a été proposée. Elle ne doit pas être 

ƌĠalisĠe paƌ diffusioŶ eŶ ŵilieu gĠlosĠ. Pouƌ Ġǀiteƌ d’eŶ aƌƌiǀeƌ ă des ĠĐhappeŵeŶts 

thĠƌapeutiƋues eŶ Đas d’iŶfeĐtion à souches hétéro-GISA/GISA, le seuil de résistance est fixé 

à 2 mg/L et la souche devra être envoyée à un laboratoire référent pour confirmation.112112  

Pouƌ les utilisateuƌs d’autoŵates, les souĐhes pouƌ lesƋuelles la CMI de la teiĐoplaŶiŶe et la 

CMI de la ǀaŶĐoŵǇĐiŶe soŶt ≤ϭŵg/L peuǀeŶt ġtƌe ĐatĠgoƌisĠes seŶsiďles auǆ glǇĐopeptides. Il 

est recommandé de déterminer la CMI par microdilution en milieu liquide des souches pour 

lesquelles la CMI mesurée par un automate est > 1 mg/L pour la teicoplanine ou pour la 

vancomycine. Les souches de S. aureus ayant une CMI vancomycine et/ou teicoplanine > 1 

                                                      
110 Tƌotteƌ, A. J.; AǇdiŶ, A.; StƌiŶdeŶ, M. J.; O’GƌadǇ, J. ReĐeŶt aŶd EŵeƌgiŶg TeĐhŶologies foƌ the Rapid 
Diagnosis of Infection and Antimicrobial Resistance. Curr. Opin. Microbiol. 2019, 51, 39–45. 
111 Billy, C. Reanimation 2003, 12 (3), 192–197. 
112 EUCAST: European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing. Clinical Breakpoints. 2019, 0–99. 
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mg/L par microdilution en milieu liquide peuvent être envoyées à un centre référent pour la 

confirmation du caractère hétéroGISA/GISA (la méthode de référence permettant de 

ĐoŶfiƌŵeƌ Đe phĠŶotǇpe ĠtaŶt l’aŶalǇse de populatioŶͿ.113113 

Détection de la résistance à la vancomycine chez les entérocoques  

 D’apƌğs l’EUCAST, il eǆiste ϰ pƌiŶĐipales ŵĠthodes de dĠteĐtioŶ des ERV que sont la 

détermination de la CMI, la méthode des disques, le test de screening et la détection 

génotypique par PCR.114114 Pouƌ les tƌois pƌeŵiğƌes ŵĠthodes, il est esseŶtiel d’aǀoiƌ uŶ teŵps 

d’iŶĐuďatioŶ de Ϯϰ-48h pour une meilleure détection. 

Détermination de la CMI  

 La détermination de la CMI peut être effectuée par dilution en milieu gélosé, ou 

ŵiĐƌodilutioŶ de ďouilloŶ aǀeĐ uŶ gƌadieŶt de ĐoŶĐeŶtƌatioŶ d’aŶtiďiotiƋue dĠfiŶi. La 

microdilution est effectuée conformément à la norme ISO 20776-1 comme recommandée par 

l’EUCAST. Le teŵps ŵiŶiŵuŵ d’iŶĐuďatioŶ est de Ϯϰ h. 

Méthode des disques 

 Pour la méthode des disques à diffusion, la méthode spécifiée par EUCAST doit être 

suivie minutieusement. Inspecter les zones de bords flous et / ou microcolonies avec la 

luŵiğƌe tƌaŶsŵise. Des zoŶes d’iŶhiďitioŶ aǀeĐ des ďoƌds fƌaŶĐs et Ŷets iŶdiƋueŶt Ƌue l'isolat 

est sensible à la vancomycine. Les isolats avec des bords flous ou des colonies dans la zone 

d’iŶhiďitioŶ peuǀeŶt ġtƌe ƌĠsistaŶts iŶdĠpeŶdaŵŵeŶt de la taille de la zoŶe d’iŶhiďitioŶ et Ŷe 

doivent pas être déclarés comme sensibles sans confirmation par détermination de la CMI 

[Figure 21]. UŶ teŵps d’iŶĐuďatioŶ ŵinimum de 24 h est necessaire. 

 

 

                                                      
113 Janvier, V.; Cattoir, V.; Courvalin, P.; Dubreuil, L.; Jarlier, V.; Lina, G.; Merens, A.; Plesiat, P.; Ploy, M. Comité 
de l ’ AŶtiďiogƌaŵŵe de La SoĐiĠté Française de Microbiologie Recommandations 2019. 2019. 
114 EUCAST Guidelines for Detection of Resistance  Mechanisms and Specific Resistances of Clinical and/or  
Epidemiological Importance. 2017. 
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Figure 21 : Méthode des disques : Eǆeŵples de zoŶes d’iŶhiďitioŶ de souĐhes d’EŶteƌoĐoĐĐus spp.Avec la 
vancomycine (disque ĐhaƌgĠ à ϱµgͿ a : Boƌd à ĐoŶtouƌs Ŷets et diaŵğtƌe d’iŶhiďitioŶ ≥ ϭϮ ŵŵ, SeŶsiďle à la 
vancomycine, b-d : Boƌd à ĐoŶtouƌs flous ou pƌĠseŶĐe de ĐoloŶies dasŶ la zoŶe d’iŶhiďitioŶ, RĠsistaŶts à la 
vancomycine 

Test de screening 

 Le test de screening se réalise, soit sur gélose BHI (Brain Heart Infusion) soit sur 

microplaques. Le screening s'effectue par application de 1 x 105 - 1 x 106 UFC (10 µl d'une 

suspension de McFarland à 0,5) sur gélose BHI avec 6 mg /L de vancomycine. Une incubation 

de 24-48h à 35 ± 1°C dans l'air ambiant est nécessaire. Une croissance de plus d'une colonie 

est considérée comme un test positif. Ce test est fiable pour la détection des isolats vanA- et 

vanB-positifs. 

Les tests génotypiques 

 La détection de la résistance à la vancomycine peut s'effectuer par l'utilisation de la 

PCR ciblant les gènes vanA et vanB. 

5. Problématique des entérocoques résistants aux glycopeptides et projet de thèse 

5.1. Problématique des entérocoques résistants aux glycopeptides  

 Le terme entérocoque a été utilisé pour la première fois par Thiercelin en 1899 pour 

décrire une bactérie du tractus digestif ayant un pouvoir pathogène. Initialement considéré 

Đoŵŵe stƌeptoĐoƋues du gƌoupe D, Đ’est seuleŵeŶt eŶ ϭϵϴϰ Ƌue le geŶƌe enterococcus a été 

admis comme un genre à part entière.115115 Ce sont des cocci à Gram positif, commensaux de 

l’hoŵŵe et des aŶiŵauǆ. Ils soŶt ĠgaleŵeŶt ƌetƌouǀĠs daŶs le sol, l’eau et assoĐiĠs ă des 

plantes notamment le soja, le sorgho, etc. Ce sont des bactéries non exigeantes, capables de 

supporter de fortes variations de température (10-45 °C), de pH (4-10), des concentrations 

                                                      
115 Schleifer, K. H.; Kilpper-Balz, R. Int. J. Syst. Bacteriol. 1984, 34 (1), 31–34. 
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ĠleǀĠes de NaCl ;ϲ.ϱ %Ϳ et ŵġŵe des dĠsiŶfeĐtaŶts ĐhiŵiƋues tels Ƌue l’alĐool et la 

chlorhexidine.116–118116117118  

Les entérocoques sont des bactéries intrinsèquement résistantes à plusieurs classes 

d’aŶtiďiotiƋues. Ils oŶt ĠgaleŵeŶt uŶ foƌt poteŶtiel d’aĐƋuisition de gènes de résistances.119 

Leur résilience et leur plasticité génomique ont pérennisé le genre dans son environnement 

avec des expressions diverses et variées de résistance aux antibiotiques [Figure 22].119119  

 

Figure 22 : Chronologie des évènements marquants de l'histoire des entérocoques en tant que pathogène de 
l'Homme, (rectangles bleus) ; apparition d'une résistance aux antibiotiques (rectangles verts) ; initiations cliniques 
d'antibiotiques (rectangles rouges).La chronologie commence en 1899 avec la première description officielle des 
entérocoques en tant que bactéries entériques rondes. Puis en 1964 la première description du transfert de la 
résistance au chloramphénicol, 15 ans seulement après son introduction clinique. Des histoires similaires se sont 
produites pour les aminosides et les glycopeptides. Depuis la fin des années 1980, la prévalence d'E. faecium 
ƌĠsistaŶt à la vaŶĐoŵǇĐiŶe ;ERVͿ a augŵeŶtĠ, de ŵġŵe Ƌue le pouƌĐeŶtage gloďal d’iŶfeĐtioŶs liĠes auǆ soiŶs  
dues aux entérocoques. La résistance aux nouveaux antibiotiques introduits, le linézolide et la daptomycine, est 
apparue très rapidement après leur introduction en clinique ;d’apƌğs [119] 

Ils sont pathogènes opportunistes et font partie des bactéries les plus rencontrées dans les 

infections liées aux soins. Ils sont ainsi impliqués dans des infections du tractus urinaire, intra-

abdominales, méningées, endocardites, bactériémie, etc.38,119 Les espèces les plus 

rencontrées en clinique sont E. faecium et E. faecalis.38,118,120120  

                                                      
116 Miller, W. R.; Murray, B. E.; Rice, L. B.; Arias, C. A. Infect. Dis. Clin. North Am. 2016, 30 (2), 415–439. 
117 Lee, T.; Pang, S.; Abraham, S.; Coombs, G. W. Journal of Global Antimicrobial Resistance. 2019. 
118 Bra\ek, O. Ben; Smaoui, S. 2019. 
119 García-Solache, M.; Rice, L. B. Clin. Microbiol. Rev. 2019, 32 (2), 1–28. 
120 Goloď, M.; Pate, M.; Kušaƌ, D.; Deƌŵota, U.; Aǀďeƌšek, J.; Papić, B.; ZdoǀĐ, I.; BoŶdi, M. Bioŵed Res. IŶt. 
2019. 
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Au vu des caractéristiques citées ci-dessus, l’ĠŵeƌgeŶĐe de souĐhes d’eŶtĠƌoĐoƋues ƌĠsistaŶts 

aux glycopeptides (ERG) se comprend donc parfaitement. En plus de la grande adaptabilité 

des eŶtĠƌoĐoƋues, l’utilisatioŶ aďusiǀe et iŶadaptĠe des glǇĐopeptides eŶ ĐliŶiƋue  et daŶs 

l’Ġleǀage ;aǀeĐ l’aǀopaƌĐiŶe ŶotaŵŵeŶt Đoŵŵe faĐteuƌ de ĐƌoissaŶĐe121,122121122) ont entrainé 

l’ĠŵeƌgeŶĐe des ERG. Ces ERG, eŶĐoƌe appelĠs eŶtĠƌoĐoƋues ƌĠsistaŶts ă la ǀaŶĐoŵǇĐiŶe 

(ERV) constituent de nos jours un problème majeur de santé publique, au point que E. faecium 

résistant à la vancomycine fait partie de la liste des ďaĐtĠƌies ă pƌioƌitĠ ĠleǀĠe de l’OMS [Tableau 

1]. Non seulement les ERG sont des pathogènes opportunistes mais ils constituent également 

uŶ ƌĠseƌǀoiƌ de gğŶes de ƌĠsistaŶĐe tƌaŶsfĠƌaďles ă d’autƌes ďaĐtĠƌies. AiŶsi les iŶfeĐtioŶs ă 

ERG pourraient avoir comme conséquences des impasses thérapeutiques et des risques 

d’ĠpidĠŵies ǀoiƌe d’eŶdĠŵies.  

CepeŶdaŶt, des alteƌŶatiǀes eǆisteŶt et soŶt ŵises eŶ œuǀƌe pouƌ lutteƌ ĐoŶtƌe 

l’aŶtiďioƌĠsistaŶĐe. Paƌŵi Đes alteƌŶatiǀes il Ǉ a la ŵise au poiŶt de méthodes rapides et 

siŵples de dĠteĐtioŶ des ƌĠsistaŶĐes. Il est ĠǀideŶt Ƌue pouƌ lutteƌ ĐoŶtƌe l’aŶtiďioƌĠsistaŶĐe, 

la rapidité du diagnostic est un point essentiel. Les tests de diagnostic rapide permettront (i) 

d’Ġǀiteƌ uŶe aŶtiďiothĠƌapie iŶutile eŶ Đas d’iŶfeĐtioŶ ǀiƌale, ;iiͿ de pƌesĐƌiƌe uŶe 

antibiothérapie adaptée et spécifique et non plus probabiliste, (iii) de dépister les patients 

poƌteuƌs de BMR et de pƌeŶdƌe les pƌĠĐautioŶs Ƌui s’iŵposeŶt loƌs de leuƌ pƌise eŶ Đhaƌge 

médicale et leur éducatioŶ thĠƌapeutiƋue. Les tests ƌapides d’oƌieŶtatioŶ diagŶostiƋue de 

l’aŶgiŶe ;TRODͿ oŶt ŵoŶtƌĠ leuƌ effiĐaĐitĠ eŶ FƌaŶĐe. EŶ effet l’utilisatioŶ des TROD aŶgiŶe a 

peƌŵis de ƌĠduiƌe l’utilisatioŶ iŶutile des aŶtiďiotiƋues daŶs les iŶfeĐtioŶs d’oƌigiŶe ǀiƌale avec 

une baisse considérable du taux de streptocoque du groupe A résistants aux macrolides-

lincosamides-streptogramine (MLS), passant de 35 % en 2004 à 5 % en 2010.123123 Le rendu 

d’uŶ ƌĠsultat paƌ uŶ test TROD est de ϭϱ ŵiŶutes eŶ ŵoǇeŶŶe, Đe Ƌui est Đoŵpatiďle aǀeĐ la 

duƌĠe de la ĐoŶsultatioŶ eŶ ŵĠdeĐiŶe de ǀille. Cela est d’uŶ aǀaŶtage ĐoŶsidĠƌaďle pouƌ le 

patieŶt, le soigŶaŶt et la soĐiĠtĠ, d’aďoƌd eŶ ĠǀitaŶt des dĠpeŶses iŶutiles liĠes ă l’utilisatioŶ 

iŶutile d’aŶtiďiotiƋues. EŶsuite Đela est d’uŶ iŶtĠƌġt ĠĐologiƋue paƌĐe Ƌue le ƌisƋue 

d’ĠŵeƌgeŶĐe de ƌĠsistaŶĐe dû ă ŵĠsusage d’aŶtiďiotiƋues est ĠǀitĠ. EŶfiŶ, Đela peƌŵet uŶe 

antibiothérapie de première intention non probabiliste mais spécifique et adaptée. Ainsi un 

                                                      
121 Aarestrup, F. M. Microb. Drug Resist. 1995, 1 (3), 255–257. 
122 Klare, I.; Heier, H.; Claus, H.; Reissbrodt, R.; Witte, W. FEMS Microbiol. Lett. 1995, 125 (2–3), 165–172. 
123 Aymeric Cantais, Roland Cash, Brigitte Lamy, Claire Poyart, G. R. 2016, 84 
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diagŶostiĐ ƌapide peƌŵet uŶ gaiŶ de teŵps ;diŵiŶutioŶ de la duƌĠe d’hospitalisatioŶͿ, uŶe 

diminution de la morbidité et de la mortalité.  

L’ideŶtifiĐatioŶ des patieŶts poƌteuƌs de ďaĐtĠƌies ŵultiƌĠsistaŶtes ;BMR) grâce au test de 

diagŶostiĐ ƌapide a doŶĐ plusieuƌs iŵpaĐts positifs daŶs la lutte ĐoŶtƌe l’aŶtiďioƌĠsistaŶĐe. Elle 

peƌŵettƌa uŶe utilisatioŶ peƌtiŶeŶte des aŶtiďiotiƋues Đhez le patieŶt eŶ Đas d’aĐte ĐhiƌuƌgiĐal, 

de septicémie, etc. Elle permettra également une baisse du risque de  propagation de la BMR, 

doŶĐ  du ƌisƋue d’ĠpidĠŵie, eŶ pƌeŶaŶt les pƌĠĐautioŶs Ƌui s’iŵposeŶt ;ďoŶŶes pƌatiƋues 

d’hǇgiğŶe et de pƌĠǀeŶtioŶ : lavage des mains, mise en quarantaine du patient, etc) et en 

entreprenant une éducation thérapeutique du patient.123 

5.2. Projet de thèse 

Les tƌaǀauǆ de Đette thğse s'iŶsĐƌiǀeŶt daŶs le Đadƌe de la ŵise au poiŶt d’uŶe ŵĠthode de 

détection rapide des résistances aux glycopeptides et permettƌait d’assuƌeƌ uŶe pƌise eŶ 

Đhaƌge ƌapide des patieŶts et d’Ġǀiteƌ l’eǆpaŶsioŶ de la souĐhe ƌĠsistaŶte, ƌĠduisaŶt aiŶsi les 

ƌisƋues d’ĠpidĠŵie et d’eŶdĠŵie. Les ŵĠthodes ĐlassiƋues de dĠteĐtioŶ des ƌĠsistaŶĐes auǆ 

glycopeptides nécessitent plus de 24 h. Les méthodes de biologie moléculaire prennent moins 

de temps mais sont onéreuses et lourdes en équipements. Développer un test de diagnostic 

rapide qui conjugue spécificité, sensibilité, robustesse, praticabilité avec un temps de rendu 

des résultats de 15 ŵiŶutes eŶ ŵoǇeŶŶe ĐoŶtƌiďueƌait ă lutteƌ ĐoŶtƌe l’aŶtiďioƌĠsistaŶĐe. UŶ 

tel test faciliterait la détection de la résistance aux glycopeptides en routine hospitalière. Le 

ĐoŶĐept pƌoposĠ daŶs Đette thğse est ďasĠ suƌ la dĠteĐtioŶ de l’aĐtiǀitĠ D-Ala-D-Ala 

dipeptidase de VanX par clivage-liďĠƌatioŶ d’uŶ ageŶt de dĠteĐtioŶ ĐhƌoŵogĠŶiƋue. Plusieuƌs 

avantages soutiennent le choix de VanX comme cible de la détection de la résistance à la 

ǀaŶĐoŵǇĐiŶe. D’uŶe paƌt soŶ ƌôle est ĐƌuĐial daŶs la ŵaŶifestatioŶ de la ƌésistance aux 

glǇĐopeptides. D’autƌe paƌt le phĠŶotǇpe VaŶX, Đ’est-à-diƌe l’aĐtiǀitĠ D-Ala-D-Ala dipeptidase, 

est ƌetƌouǀĠe daŶs l’eǆpƌessioŶ de tous les opĠƌoŶs van actuellement décrits. Ce sont les 

gènes vanX et vanXY qui sont responsables de l’eǆpƌession de ce phénotype D-Ala-D-Ala 

dipeptidase. L’outil de diagŶostiĐ Ƌui seƌa dĠǀeloppĠ peƌŵettƌa doŶĐ de ŵettƌe eŶ ĠǀideŶĐe 

la ƌĠsistaŶĐe auǆ glǇĐopeptides Ƌuel Ƌue soit l’opĠƌoŶ de ƌĠsistaŶĐe.  

Le concept de l'étude obéit au grand principe des systèmes auto-iŵŵolaďles de l’aŶglais self-

immolative system or linker. Le premier article évoquant les SAI a été publié il y a un peu moins 
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de quarante ans. Ces systèmes ont été largement exploités dans divers domaines dont le 

domaine du diagnostic. 
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Chapitre 2 : Systèmes chimiques auto-immolables, principe et 

doŵaiŶes d’appliĐatioŶ 

1. Introduction sur les systèmes auto-immolables 

 Les self-immolative sytems, qui pourraient être traduits en français par systèmes auto-

iŵŵolaďles ;SAIͿ, oŶt ǀu leuƌ utilisatioŶ s’aĐĐƌoîtƌe et leuƌs doŵaiŶes d’appliĐatioŶ se 

diversifier au cours des trente dernières années. Beaucoup plus utilisés dans les sciences 

biomédicales, les SAI ont constitué une percée innovatrice dans la recherche pharmaceutique 

et médicale. Ils sont considérés comme des linker auto-immolables par certains auteurs, des 

espaceurs auto-immolables par d'autres et actuellement appelés bras auto-immolable dans le 

corps scieŶtifiƋue fƌaŶĐophoŶe. Quelle Ƌue soit l’appellatioŶ, le ƌôle jouĠ paƌ Đes sǇstğŵes 

reste le même. Par définition, Philip et al. considèrent les SAI comme un type de connecteur, 

qui relie un fragment transporteur à un fragment médicament et qui permet un gain en 

stabilité de la molécule ainsi obtenue.124124  

Dans la suite de ce travail, le terme système auto-immolable désignera à la fois les linkers, les 

espaceurs et les bras auto-immolables. Les scientifiques ont fait de ces systèmes auto-

iŵŵolaďles uŶ outil ĐlĠ daŶs les doŵaiŶes de l’adŵiŶistƌatioŶ de ŵĠdiĐaŵeŶts, eŶ paƌtiĐulieƌ 

les médicaments anticancéreux, dans les domaines de la bio-analyse et de la bio-détection, de 

l'ingénierie des molécules-cages et des nanoparticules. La présente étude expose le principe 

et les doŵaiŶes d’appliĐatioŶ des SAI. 

2. Systèmes auto-immolables : généralités 

 Un SAI peut être défini comme étant une entité chimique qui, eŶ pƌĠseŶĐe d’uŶ 

stimulus donné, entraine la libération, par une cascade iŶtƌaŵolĠĐulaiƌe, uŶ suďstƌat d’iŶtĠƌġt. 

Le stimulus peut être de nature chimique (ions fluorures,125125 Zn/AcOH,126126 peroxyde 

d’hǇdƌogğŶe,127–129127128129 pH acide ou basique), physique (chaleur, rayonnements UV),125 

                                                      
124 Philip L. Carl, Prasun K. Chakravarty, J. A. K. J. Med. Chem. 1981, 24, 479–480. 
125 Roth, M. E.; Green, O.; Gnaim, S.; Shabat, D. Chem. Rev. 2016, 116, 1309–1352. 
126 Wong, A. D.; DeWit, M. A.; Gillies, E. R. Adv. Drug Deliv. Rev. 2012, 64 (11), 1031–1045. 
127 Wu, W.; Li, J.; Chen, L.; Ma, Z.; Zhang, W.; Liu, Z.; Cheng, Y.; Du, L.; Li, M. Anal. Chem. 2014, 86 (19), 9800–
9806. 
128 Sella, E.; Shabat, D. J Am Chem Soc 2009, 131, 9934–9936 
129 Gnaim, S.; Shabat, D. Acc. Chem. Res. 2014, 47 (10), 2970–2984. 
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biochimique128–132130131132 (β-glucuronidase, β-galactosidase, Penicilline-G Amidase, 

cathepsine B) ou immunologique (Anticorps 38C2).125,133133 Le suďstƌat d’iŶtĠƌġt peut ġtƌe uŶ 

principe actif ou une molécule fluorescente ou encore UV-visible. L'idée des chercheurs est 

que le principe de libération du substrat puisse être exploité dans l'administration sélective et 

effiĐaĐe d’uŶ pƌiŶĐipe aĐtif daŶs uŶe zoŶe pƌĠĐise de l’oƌgaŶisŵe d’uŶe paƌt, et dans le 

diagŶostiĐ de pathologies d’autƌe paƌt. Les SAI peuǀeŶt ġtƌe ĠgaleŵeŶt eǆploitĠs daŶs la 

dĠteĐtioŶ de ĐeƌtaiŶs pƌoďlğŵes eŶǀiƌoŶŶeŵeŶtauǆ ă tƌaǀeƌs des aŶalǇses d’ĠĐotoǆiĐologie. 

Deux types de réactions régissent les cascades intramoléculaires dans les SAI, à savoir des 

ƌĠaĐtioŶs d’ĠliŵiŶatioŶ et des ƌĠaĐtioŶs de ĐǇĐlisatioŶ.  

2.1. Agencement des systèmes auto-immolables 

 Un SAI est constitué le plus souvent de trois parties [Figure 23] à savoir une gâchette, un 

SAI et uŶe ŵolĠĐule d’iŶtĠƌġt.126 EŶ d’autƌes teƌŵes, le SAI Đoŵpoƌte daŶs sa structure un 

groupe protecteur, un système auto-immolable et un groupe partant.134134 Certaines 

modifications ont été apportées par divers chercheurs à cette topologie tripartite des SAI, 

ŶotaŵŵeŶt l’ajout de ŵolĠĐules de Điďlage ;l’aĐide folique,135–139 sous-unité B de la Shiga 

toxine STxB140Ϳ et d’espaĐeuƌs hǇdƌophiles135,136.135136137138139140 

 

Figure 23 : Topologie classique des SAI 

                                                      
130 Park, J.; Kim, Y. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2013, 23, 2332–2335. 
131 Zhang, J.; Bao, X.; Zhou, J.; Peng, F.; Ren, H.; Dong, X.; Zhao, W. Biosens. Bioelectron. 2016, 85, 164–170. 
132 Sloniec-Myszk, J.; Resch-Genger, U.; Hennig, A. J. Phys. Chem. B 2016, 120 (5), 877–885. 
133 Wang, R. E.; Costanza, F.; Niu, Y.; Wu, H.; Hu, Y.; Hang, W.; Sun, Y.; Cai, J. J. Control. Release 2012, 159 (2), 
154–163. 
134 Alouane, A.; Labruère, R.; Le Saux, T.; Schmidt, F.; Jullien, L. Angew. Chemie - Int. Ed. 2015, 54 (26), 7492–
7509. 
135 Vlahov, I. R.; Leamon, C. P. Bioconjug. Chem. 2012, 23 (7), 1357–1369. 
136 Leamon, C. P.; Vlahov, I. R.; Reddy, J. A.; Vetzel, M.; Santhapuram, H. K. R.; You, F.; Bloomfield, A.; Dorton, 
R.; Nelson, M.; Kleindl, P.; et al. Bioconjug. Chem. 2014, 25 (3), 560–568. 
137 Vlahov, I. R.; Wang, Y.; Kleindl, P. J.; Leamon, C. P. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2008, 18, 4558–4561. 
138 Vlahov, I. R.; Vite, G. D.; Kleindl, P. J.; Wang, Y.; Krishna, H.; Santhapuram, R.; You, F.; Howard, S. J.; Kim, S.-
H.; Lee, F. F. Y.; et al. Bioorganic Med. Chem. Lett. 2010, 20, 4578–4581. 
139 Henne, W. A.; Doorneweerd, D. D.; Hilgenbrink, A. R.; Kularatne, S. A.; Low, P. S. Bioorg. Med. Chem. Lett. 
2006, 16, 5350–5335. 
140 El Alaoui, A.; Schmidt, F.; Amessou, M.; Sarr, M.; Decaudin, D.; Florent, J. C.; Johannes, L. Angew. Chemie - 
Int. Ed. 2007, 46 (34), 6469–6472. 
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2.2. Mécanismes de Libération des SAI 

 Le ŵĠĐaŶisŵe d’aĐtioŶ de liďĠƌatioŶ de la ŵolĠĐule d’iŶtĠƌġt daŶs les SAI est ă l’iŵage 

de ce qui se produit lors du déclenchement d’uŶe aƌŵe ă feu Đoŵŵe le fusil. En appuyant sur 

la détente d’uŶ fusil, la gąĐhette agit suƌ le peƌĐuteuƌ Ƌui fƌappe l’aŵoƌĐe, laƋuelle dĠĐleŶĐhe 

la détonation avec explosion de la charge de poudre qui propulse la charge de plomb. De 

ŵġŵe, eŶ pƌĠseŶĐe d’uŶ stiŵulus doŶŶĠ, la gâchette est décrochée et par auto-immolation, 

la ŵolĠĐule d’iŶtĠƌġt est liďĠƌĠe [Figure 24].  

 

Figure 24 : Mécanisme comparatif des SAI et d'un fusil 
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RéaĐtioŶs d’éliŵiŶatioŶ 

 Les ƌĠaĐtioŶs d’ĠliŵiŶatioŶ [Figure 25] dans les SAI se traduisent par une désintégration 

spontanée et irréversible médiée par une «cascade électronique». Elle a lieu grâce à une 

augŵeŶtatioŶ de l’eŶtƌopie et ă la foƌŵatioŶ de pƌoduits theƌŵodǇŶaŵiƋueŵeŶt staďles, le 

dioxyde de carbone par exemple. 

Les SAI Ƌui pƌoĐğdeŶt d’uŶ ŵĠĐaŶisŵe d’ĠliŵiŶatioŶ pouƌ liďĠƌeƌ le suďstƌat d’iŶtĠƌġt 

contiennent un noyau aromatique substitué par un groupement électro-donneur masqué 

(hydroxy, amine, thiol) en ortho ou en para du suďstƌat d’iŶtĠƌġt Ƌui est, lui-même, le plus 

souǀeŶt eŶ positioŶ ďeŶzǇliƋue. Les ƌĠaĐtioŶs d’ĠliŵiŶatioŶ soŶt de tǇpe ϭ,ϰ-élimination,125,129 

1,6-élimination avec ou sans décarboxylation couplée,127–131,141–145 et 1,8-

élimination.129,133,146141142143144145146 

 

Figure 25 : Réactions d'élimination des SAI. a. 1,4-élimination ; b. 1,6-élimination ; c. 1,6-élimination avec 
décarboxylation ; d. 1,8-élimination 

 

 

 

                                                      
141 Park, C. S.; Ha, T. H.; Choi, S.-A.; Nguyen, D. N.; Noh, S.; Kwon, O. S.; Lee, C.-S.; Yoon, H. Biosens. Bioelectron. 
2017, 89, 919–926. 
142 Jiang, Y.; Wu, Q.; Chang, X. Cells. Talanta 2014, 121, 122–126. 
143 Ervin, E. M.; Adams, B. T.; Snyman, N.; Phenix, C. P.; Kariuki, J. K.; Rempel, B. P. Int. J. Electrochem. Sci 2014, 
9 (9), 6043–6058. 
144 Kolakowski, R. V.; Haelsig, K. T.; Emmerton, K. K.; Leiske, C. I.; Miyamoto, J. B.; Cochran, J. H.; Lyon, R. P.; 
Senter, P. D.; Jeffrey, S. C. Angew. Chemie - Int. Ed. 2016, 55 (28), 7948–7951. 
145 Tranoy-Opalinski, I.; Legigan, T.; Barat, R.; Clarhaut, J.; Thomas, M.; Renoux, B.; Papot, S. Eur. J. Med. Chem. 
2014, 74, 302–313. 
146 Weinstain, R.; Segal, E.; Satchi-Fainaro, R.; Shabat, D. Chem. Commun 2009, 46, 553–555. 
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Réactions de cyclisation 

 Les structures qui favorisent la cyclisation intramoléculaire [Figure 26] des SAI sont le 

plus souvent des chaînes alkyles comportant un ou plusieurs hétéroatomes ou un noyau 

aromatique mono ou di substitué en ortho. De ŵġŵe Ƌue les ƌĠaĐtioŶs d’ĠliŵiŶatioŶ, la 

ĐǇĐlisatioŶ iŶtƌaŵolĠĐulaiƌe a lieu gƌąĐe ă uŶe augŵeŶtatioŶ de l’eŶtƌopie et ă la foƌŵatioŶ de 

produits thermodynamiquement stables, comme les hétérocycles, par exemple la 1,3-

dimethylimidazolidin-2-one. Les réactions de cyclisation mises en jeu dans les SAI sont de 

type : 1,3-cyclisation avec ou sans décarboxylation couplée,147–149 1,5-cyclisation,126,133,150,151 

et 1,6-cyclisation125,134,152.147148149150151152 

 

Figure 26 : Réactions de cyclisation des SAI, a. SAI avec chaîne alkyle, b-e. SAI avec un noyau aromatique mono 
ou di-substitué 

 

                                                      
147 Batisse, E.; Dransart, E.; Sarkouh, R. A.; Brulle, L.; Bai, S.-K.; Godefroy, S.; Johannes, L.; Ed, F.; Schmidt, E. Eur. 
J. Med. Chem. 2015, 95, 483–491. 
148 Satyam, A. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2008, 18, 3196–3199. 
149 Tan, X.; Lu, X.; Jia, F.; Liu, X.; Sun, Y.; Logan, J. K.; Zhang, K. J. Am. Chem. Soc. 2016, 138, 10834–10837. 
150 DeWit, M. a; Gillies, E. R. Org. Biomol. Chem. 2011, 9 (6), 1846–1854. 
151 Kock, A.; Zuwala, K.; Smith, A. A. A.; Ruiz-Sanchis, P.; Wohl, B. M.; Tolstrup, M.; Zelikin, A. N. Chem. 
Commun. 2014, 50 (50), 14498–14500. 
152 Blencowe, C. A.; Russell, A. T.; Greco, F.; Hayes, W.; Thornthwaite, D. W. Polym. Chem. 2011, 2 (4), 773–790. 
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Dendrimères, polymères linéaires et polymères multi-branches 

 Dans certains SAI, sont retrouvées des réactions couplées.125,145,147 Il s'agit des 

ƌĠaĐtioŶs d’ĠliŵiŶatioŶ assoĐiĠes eŶtƌe elles, des ƌĠaĐtioŶs d’ĠliŵiŶatioŶ et de ĐǇĐlisatioŶ 

associées ou non à une décarboxylation. Cette technique de couplage des SAI est surtout 

employée dans les polymères et les dendrimères auto-immolables [Figure 27]. La structure de 

Đes polǇŵğƌes et deŶdƌiŵğƌes Đoŵpoƌte uŶ poiŶt foĐal, l’eŶĐhaîŶeŵeŶt de SAI et des gƌoupes 

fonctionnels. Ce sont des systèmes qui permettent une amplification du signal ou une 

augŵeŶtatioŶ de la ƋuaŶtitĠ d’uŶe ŵolĠĐule thĠƌapeutiƋue. Le poiŶt foĐal seƌa le poiŶt de 

départ du désassemblage. Les groupes fonctionnels correspondent à ce qui a été appelé 

pƌĠĐĠdeŵŵeŶt suďstƌat d’iŶtĠƌġt. DaŶs Đes SAI, la fƌagŵeŶtatioŶ a lieu ă la suite de 

l’aĐtiǀatioŶ paƌ uŶ stiŵulus aǀeĐ uŶ dĠsasseŵďlage ͞du soŵŵet ă la ďase͞ de l’aŶglais ͞head 

to tail͞. DaŶs Đes polǇŵğƌes, la dĠsiŶtĠgƌatioŶ des polǇŵğƌes suite ă l’aĐtiǀatioŶ paƌ uŶ 

stimulus donné est gouvernée par des groupements caractéristiques tels que les sulfones, les 

phthalaldéhydes, les glyoxylates.125  
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Figure 27 : Systèmes auto-immolables en chaines. a. Association Elimination-cyclisation, b. Association 
Elimination entre elles, c. Polymère avec sulfone, d. Polymère avec phtaldéhydes, e. Polymères avec glyoxylates 

2.3. Aspect cinétique des SAI 

 De façon générale, l'étude ĐiŶĠtiƋue ĐhiŵiƋue ĐoŶsiste ă suiǀƌe l’ĠǀolutioŶ des 

ĐoŶstituaŶts d’uŶe ƌĠaĐtioŶ ĐhiŵiƋue daŶs le teŵps, et d’eŶ dĠteƌŵiŶeƌ la ǀitesse d’appaƌitioŶ 

ou de dispaƌitioŶ. Pouƌ les SAI, l’Ġtude ĐiŶĠtiƋue ĐoŶĐeƌŶe ŶoŶ seuleŵeŶt l’Ġtude de la 

libération du substƌat d’iŶtĠƌġt daŶs le teŵps ŵais aussi daŶs l’espaĐe, suƌtout ƋuaŶd il s’agit 

de SAI liďĠƌaŶt uŶ pƌiŶĐipe aĐtif daŶs uŶe zoŶe pƌĠĐise de l’oƌgaŶisŵe. 134 

D’apƌğs la thĠoƌie des ĐollisioŶs, la dĠsiŶtĠgƌatioŶ d’uŶ sǇstğŵe auto-immolable depuis 

l’aĐtiǀatioŶ paƌ le stiŵulus adĠƋuat jusƋu’ă la liďĠƌatioŶ du suďstƌat d’iŶtĠƌġt est uŶe ƌĠaĐtioŶ 
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dite Đoŵpleǆe. EŶ effet il Ǉ a deuǆ ou tƌois Ġtapes jusƋu’ă la liďĠƌatioŶ du suďstƌat d’iŶtĠƌġt ă 

saǀoiƌ l’aĐtiǀatioŶ paƌ le stiŵulus, l’auto-immolation elle-même qui entraine la libération du 

suďstƌat d’iŶtĠƌġt aǀeĐ ou saŶs passage paƌ uŶ iŶteƌŵĠdiaiƌe staďilisĠ [Figure 28].134 Le type de 

stimulus utilisé influe sur la vitesse globale de la réaction. Ainsi, la vitesse de libération du 

suďstƌat d’iŶtĠƌġt sous l'effet d'uŶ stiŵulus photoĐhiŵiƋue est plus ƌapide Ƌue Đelles 

déclenchées par les stimuli chimique et enzymatique ; celle du stimulus enzymatique étant la 

plus leŶte. La ǀitesse de liďĠƌatioŶ du suďstƌat d’iŶtĠƌġt est ĠgaleŵeŶt foŶĐtioŶ du tǇpe de 

ŵĠĐaŶisŵe ŵis eŶ jeu ; les ƌĠaĐtioŶs d’ĠliŵiŶatioŶ ĠtaŶt plus ƌapides Ƌue les ƌĠaĐtioŶs de 

cyclisation.  

Figure 28 : Cinétique des SAI : a) Auto-immolation en 2 étapes, b) Auto-iŵŵolatioŶ eŶ ϯ Ġtapes ;d’apƌğs [134]) 

3. DoŵaiŶes d’appliĐatioŶ des SAI 

3.1. De la détection au diagnostic clinique 

 Les SAI sont utilisés dans la détection et la quantification de certaines molécules 

biologiques dans un but de diagnostic de diverses pathologies, telles que les cancers, les 

maladies neurodégénératives, les infections bactériennes, etc. Ces molécules peuvent être 

regroupées en deux catégories à savoir les petites molécules et les macromolécules. Certains 

auteurs ont testé leurs molécules in vitro et même parfois in vivo sur des animaux de 

laboratoire. 
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Petites molécules endogènes 

 Des sondes fluorescentes, comportant des SAI capables de détecter des petites 

ŵolĠĐules eŶdogğŶes Đoŵŵe le sulfuƌe d’hǇdƌogğŶe ;H2SͿ et le peƌoǆǇde d’hǇdƌogğŶe ;H2O2) 

ou de petites molécules exogènes comme les ions fluorures ont été décrites.127,141,153 153 

-Sulfuƌe d’hǇdƌogğŶe ;H2S)  

 Le sulfuƌe d’hǇdƌogğŶe est uŶ gaz eŶdogğŶe, uŶ gazotƌaŶsŵetteur comme le 

ŵoŶoǆǇde d’azote ;NOͿ et le ŵoŶoǆǇde de ĐaƌďoŶe ;COͿ. Il est ĐoŶsidĠƌĠ Đoŵŵe uŶ ŵessageƌ 

biologique important. Cette petite molécule neutre a montré une action protectrice sur les 

muscles lisses des vaisseaux sanguins, une action antivirale et anti-iŶflaŵŵatoiƌe aiŶsi Ƌu’uŶe 

action vasodilatatrice sur des vaisseaux sanguins isolés.154154 Des taux élevés de sulfure 

d’hǇdƌogğŶe oŶt ĠtĠ ƌetƌouǀĠs Đhez des patieŶts souffƌaŶt de sepsis taŶdis Ƌue des tauǆ ďas 

oŶt ĠtĠ ƌetƌouǀĠs Đhez des patieŶts souffƌaŶt de la ŵaladie d’Alzheiŵeƌ. Au ǀue de Đe Ƌui 

pƌĠĐğde, la dĠteƌŵiŶatioŶ de la ĐoŶĐeŶtƌatioŶ de sulfuƌe d’hǇdƌogğŶe peƌŵettra de poser un 

diagnostic. 

Chul Soon et al.141 oŶt dĠǀeloppĠ uŶe soŶde ă ďase d’azotuƌe aďsoƌďaŶt daŶs le proche 

infrarouge. Cette sonde tri-suďstituĠe et dĠƌiǀĠe de l’hǇdƌoǆaŶthğŶe possğde eŶ positioŶ ϳ uŶ 

azotuƌe aƌoŵatiƋue, ƌĠduit eŶ foŶĐtioŶ aŵiŶe paƌ le sulfuƌe d’hǇdƌogğŶe. Cette foŶĐtioŶ 

aŵiŶe liďƌe, poiŶt de dĠpaƌt d’uŶe auto-immolation, conduit à la liďĠƌatioŶ d’uŶ ĐoŵposĠ 

fluoƌesĐeŶt aloƌs Ƌue la soŶde est faiďleŵeŶt ou ŶoŶ fluoƌesĐeŶte ă l’iŶstaŶt iŶitial [Figure 29].  

Les études de sensibilité, de sélectivité et des études cinétiques de cette sonde montrent 

Ƌu’elle pouƌƌait ġtƌe utilisĠe effiĐaĐeŵeŶt pouƌ la dĠteĐtioŶ et la ƋuaŶtifiĐatioŶ du sulfuƌe 

d’hǇdrogène. Les études in vivo sur des cellules vivantes RAW264.7 montrent que la sonde a 

une bonne perméabilité membranaire et il y a bien émission de fluorescence en fonction de 

la ĐoŶĐeŶtƌatioŶ de sulfuƌe d’hǇdƌogğŶe sodiƋue ;NaHSͿ. Les Ġtudes in vivo sur des rats 

montrent également une émission de fluorescence qui augmente avec la quantité 

additioŶŶelle de sulfuƌe d’hǇdƌogğŶe sodiƋue et aǀeĐ le teŵps. Au ǀu des ƌĠsultats des tests 

                                                      
153 Hisamatsu, S.; Suzuki, S.; Kohmoto, S.; Kishikawa, K.; Yamamoto, Y.; Motokawa, R.; Yaita, T. Tetrahedron 
2017, 73 (27–28), 3993–3998. 
154 Ivanciuc, T.; Sbrana, E.; Ansar, M.; Bazhanov, N.; Szabo, C.; Casola, A.; Garofalo, R. P. Am. J. Respir. Cell Mol. 
Biol. 2016, 55 (5), 684–696. 
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in vitro et in vivo la sonde de Chul Soon et al. a un excellent profil pour le dosage de sulfure 

d’hǇdƌogğŶe daŶs des ĠĐhaŶtilloŶs ďiologiƋues Đoŵŵe le saŶg et les hoŵogĠŶats tissulaiƌes. 

 

Figure 29 : Azoture profluorescent et mécanisme de libération 

Yin Jiang et al. font partie des premiers chercheurs à développer une sonde fluorescente 

sĠleĐtiǀe doŶt le SAI Đoŵpoƌte uŶ gƌoupeŵeŶt azotuƌe seŶsiďle au sulfuƌe d’hǇdƌogğŶe. DaŶs 

Đette soŶde, l’ĠŵissioŶ de fluoƌesĐeŶĐe est ďasĠe suƌ le tƌaŶsfeƌt de pƌotoŶ iŶtƌaŵolĠĐulaiƌe 

daŶs l’Ġtat eǆĐitĠ de l’aŶglais Excited state intramolecular proton transfer (ESIPT).142 La sonde 

contient un chromophore ESIPT, 2-;Ϯ’-hydroxyphenyl)-benzothiazole (HBT) [Figure 30].  

EŶ pƌĠseŶĐe de sulfuƌe d’hǇdƌogğŶe, le SAI de la soŶde libère le chromophore HBT par un 

mécanisme de 1,6-élimination. Les études in vitro sur des cellules HeLa montrent que la 

fluorescence émise augmente avec la quantité de NaHS. Les cellules contenant uniquement 

la sonde émettent bien moins de fluorescence que celles contenant la sonde et du NaHS. Cette 

soŶde peƌŵettƌait uŶe dĠteĐtioŶ sĠleĐtiǀe de sulfuƌe d’hǇdƌogğŶe aǀeĐ uŶe haute seŶsiďilitĠ. 

 

Figure 30 : Azoture prochromophore ESIPT et mécanisme de libération 

- PeƌoǆǇde d’hǇdƌogğŶe ;H2O2) 

 Le peƌoǆǇde d’hǇdƌogğŶe est le pƌiŶĐipal ĐoŶstituaŶt des dĠƌiǀĠs ƌĠaĐtifs de l’oǆǇgğŶe 

(DRO). Il est impliqué dans plusieurs processus physiologiques comme la signalisation 

Đellulaiƌe, la pƌoduĐtioŶ d’ĠŶeƌgie, la Đroissance cellulaire, le métabolisme cellulaire, le 

vieillissement cellulaire. Il est aussi impliqué dans des processus pathologiques tels que les 

tuŵeuƌs ŵaligŶes, les ŵaladies ĐaƌdioǀasĐulaiƌes, la ŵaladie d’Alzheiŵeƌ et les sǇŶdƌoŵes 

parkinsoniens.127 
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Wenxiao Wu et al. ont synthétisé et évalué, in vitro et in vivo, une sonde bioluminescente pour 

la dĠteĐtioŶ paƌ iŵageƌie du peƌoǆǇde d’hǇdƌogğŶe. Cette soŶde Đoŵpoƌte tƌois paƌties : uŶ 

aĐide ďoƌoŶiƋue aƌoŵatiƋue seŶsiďle au peƌoǆǇde d’hǇdƌogğŶe, uŶ SAI et uŶ fƌagŵeŶt 

aminoluciferine bioluminescent [Figure 31].127 Le ŵĠĐaŶisŵe Ƌui peƌŵet d’oďseƌǀeƌ Đette 

ďioluŵiŶesĐeŶĐe s’effeĐtue eŶ deuǆ Ġtapes, uŶe pƌeŵiğƌe Ġtape Ƌui est uŶe oǆǇdatioŶ de 

l’aĐide ďoƌoŶiƋue paƌ le peƌoǆǇde d’hǇdƌogğŶe et uŶe deuǆiğŵe Ġtape Ƌui est l’aĐtivation de 

l’aŵiŶoluĐifĠƌiŶe paƌ la luĐifĠƌase aǀeĐ ĠŵissioŶ de luŵiŶesĐeŶĐe. Les aŶalǇses in vitro 

ŵoŶtƌeŶt Ƌue paƌŵi diffĠƌeŶtes espğĐes ƌĠaĐtiǀes de l’oǆǇgğŶe, la soŶde est sĠleĐtiǀe du 

peroxyde d'hydrogène et très sensible à celui-ci. Les études de sensibilité in vitro montrent 

uŶe ƌelatioŶ liŶĠaiƌe eŶtƌe l’augŵeŶtatioŶ de la ĐoŶĐeŶtƌatioŶ de H2O2 et l’iŶteŶsitĠ de la 

fluorescence émise. Les études in cellulo sur cellules vivantes et in vivo sur des modèles de 

souƌis poƌteuses d’uŶe tuŵeuƌ, ƌĠǀğleŶt Ƌue la soŶde est uŶ ďoŶ ĐaŶdidat pouƌ l’iŵageƌie eŶ 

temps réel dans la détection des concentrations de H2O2. Toutefois l’eǆploƌatioŶ d’uŶe 

bioluminescence observée en une seule étape serait avantageuse.  

Figure 31 : Sonde probioluminescent et mécanisme de libération 

Eran Sella et al. ont décrit une sonde basée sur des réactions de désassemblage en chaîne 

pouƌ la dĠteĐtioŶ de peƌoǆǇde d’hǇdƌogğŶe [Figure 32].128 Le mécanisme de désintégration 

procède par 1,6-élimination qui intervient après le décƌoĐhage de l’aĐide ďoƌoŶiƋue sous 

l’aĐtioŶ du peƌoǆǇde d’hǇdƌogğŶe. La ϭ,ϲ-ĠliŵiŶatioŶ est suiǀie d’uŶe dĠĐaƌďoǆǇlatioŶ et d’uŶ 

dĠsasseŵďlage paƌ tƌiple ĠliŵiŶatioŶ ĐoŶduisaŶt ă la liďĠƌatioŶ d’uŶe para-nitroaniline et de 

deux unités de cholines. La para-nitroaniline émet un signal chromogène quantifiable. La 

ƌĠaĐtioŶ de dĠsasseŵďlage eŶ ĐhaîŶe est tƌğs iŶtĠƌessaŶte eŶ ƌaisoŶ de l’aŵplifiĐatioŶ du 

sigŶal, ŵais pƌĠseŶte l’iŶĐoŶǀĠŶieŶt Ƌue le sigŶal Ŷe soit pas pƌopoƌtioŶŶel ă la ƋuaŶtitĠ de 

peƌoǆǇde d’hǇdƌogène. En effet cette méthode produit un bruit de fond dû au peroxyde 

d’hǇdƌogğŶe supplĠŵeŶtaiƌe pƌoǀeŶaŶt de l’oǆǇdatioŶ des deuǆ uŶitĠs de ĐholiŶes. Elle est 

Đeƌtes uŶe ďoŶŶe ŵĠthode pouƌ la dĠteĐtioŶ ŵais il Ŷ’eŶ est pas de ŵġŵe pouƌ la 
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quantification. Or Đ’est justeŵeŶt la ƋuaŶtifiĐatioŶ du peƌoǆǇde d’hǇdƌogğŶe Ƌui est 

intéressante dans un contexte de diagnostic de pathologies. 

 

Figure 32: Sonde basée sur des réactions de désassemblage en chaîne 

La plupart des molécules rapportées permettent la détection de petites molécules et non la 

détermination avec précision de leurs concentrations. Le challenge est que la concentration 

des petites molécules endogènes soit déterminée avec précision et que cela permette de 

dĠfiŶiƌ s’il s’agit d’uŶ pƌoĐessus pathologiƋue ou phǇsiologiƋue. EŶ Đas de pƌoĐessus 

pathologique, la catégorisation par intervalles de la concentration de la molécule endogène 

permettra donc de classer les pathologies. 

Macromolécules  

 La détection de macromolécules telles que la phosphatase alcaline (PAL), la -

galactosidase, le glutathion réduit (GSH), le Cytochrome P450, la furine constitue une 

méthode de diagnostic de diverses pathologies. La penicilline G-amidase (PGA), quant à elle, 

a été utilisée comme modèle enzymatique in vitro. 

- -galactosidase 

 La β-galaĐtosidase, Đoŵŵe soŶ Ŷoŵ l’iŶdiƋue est uŶ eŶzǇŵe Ƌui hǇdƌolǇse les liaisoŶs 

osidiƋues daŶs lesƋuelles il Ǉ a eŶ positioŶ β-teƌŵiŶale uŶ β-galactoside (gangliosides, et 

autƌes β-galactosides conjugués). Goberdhan et al. ont montré que dans les cellules 

sĠŶesĐeŶtes uŶe aĐtiǀitĠ β-galaĐtosidase est dĠteĐtaďle ă pH ϲ, il s’agit de l’aĐtiǀitĠ β-

galactosidase associée à la sénescence (SA-βgalͿ.155155 Cette activité est actuellement 

                                                      
155 Dimri, G. P.; Lee, X.; Basile, G.; Acosta, M.; Scott, G.; Roskelley, C.; Medrano, E. E.; Linskens, M.; Rubelj, I.; 
Pereira-Smith, O.; et al. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 1995, 92 (20), 9363–9367. 
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considérée comme un marqueur de sénescence.155–157156157 Dans les traitements 

chimiothérapeutiques anticancéreux, un évènement fréquent est la chimiorésistance, elle est 

d’offiĐe pƌiŵaiƌe aǀaŶt toute ĐhiŵiothĠƌapie ou seĐoŶdaiƌe.158158 Elle constitue un obstacle 

ŵajeuƌ ă la guĠƌisoŶ du patieŶt, l’uŶe des ƌaisoŶs de la ĐhiŵioƌĠsistaŶĐe est l’hĠtĠƌogĠŶĠitĠ 

intratumorale.158,159159 Il s’aǀğƌe Ƌue les Đellules ĐaŶĐĠƌeuses, de façoŶ gĠŶĠƌale ;ou tout au 

ŵoiŶs ĐeƌtaiŶes d’eŶtƌe ellesͿ, possğdeŶt la ĐapaĐitĠ de vieillir.160 Cela est très intéressant car 

uŶe alteƌŶatiǀe ă la ĐhiŵioƌĠsistaŶĐe peut ġtƌe l’iŶduĐtioŶ de la sĠŶesĐeŶĐe : d’où l’ĠŵeƌgeŶĐe 

de la thĠƌapie paƌ iŶduĐtioŶ de sĠŶesĐeŶĐe. DaŶs Đette façoŶ de tƌaiteƌ le ĐaŶĐeƌ, il s’agit 

d’adŵiŶistƌeƌ au patieŶt des ageŶts Đapaďles d’iŶduiƌe la sĠŶesĐeŶĐe.160160 C’est daŶs le ďut 

de contribuer à la recherche et au développement de telles molécules que Filho et al. ont 

sǇŶthĠtisĠ ϰ pƌofluoƌophoƌes Đapaďles de dĠteĐteƌ l’aĐtiǀitĠ SA-βgal. L’oďjeĐtif des auteuƌs est 

de mettre à disposition des chercheurs une méthode qui permette le criblage à haut débit de 

ŵolĠĐules iŶduĐtƌiĐes de sĠŶesĐeŶĐe. Paƌŵi les Ƌuatƌe ŵolĠĐules, uŶe s’est ƌĠǀĠlĠe effiĐaĐe. 

Il s’agit de la ŵolĠĐule Ƌu’ils oŶt ŶoŵŵĠ βgal-1. Structurellement elle est tripartite avec une 

gąĐhette ĐoŶstituĠe de la β-D-galactopyranose reliée par la fonction alcool au SAI le 

parahydroxybenzylcarbamate. Au SAI est relié par une liaison amide le fluorophore (E)-2-(4-

Methoxystyryl)benzo[d]thiazol-6-amine [Figure 33]. Les quatre profluorophores ont été traités 

eŶ ĐoŶditioŶs phǇsiologiƋues ;taŵpoŶ phosphate ; pH ϳ,ϰ ; ϯϳ °CͿ aǀeĐ la βgal afin de mesurer 

l’ĠŵissioŶ de fluoƌesĐeŶĐe iŶduite paƌ la liďĠƌatioŶ des fluoƌophoƌes de ĐhaĐuŶ. L’ĠŵissioŶ de 

fluoƌesĐeŶĐe iŶduite paƌ la liďĠƌatioŶ du fluoƌophoƌe de βgal-1 a été largement plus intense 

que les autres (200 fois). De plus lorsque le pH ǀaƌie, βgal-1 reste stable même au bout de 96h. 

Des analyses in cellulo ŵoŶtƌeŶt Ƌu’il Ŷ’Ǉ a pas d’autƌes eŶzǇŵes susĐeptiďles d’hǇdƌolǇseƌ 

βgal-ϭ, pƌeuǀe de la sĠleĐtiǀitĠ de l’eŶzǇŵe βgal pouƌ βgal-1. Dans des modèles cancéreux de 

sĠŶesĐeŶĐe, β-Gal-1 est Đapaďle de dĠteĐteƌ et de suiǀƌe l’aĐtiǀitĠ SA-βgal eŶ teŵps ƌĠel suƌ 

plusieurs heures. Comparativement aux méthodes de la visualisation de SA-βgal eǆistaŶtes, 

βgal-1 est plus avantageux car il ne nécessite aucun traitement préalable avant la visualisation 

de coloration, il est compatible avec les cellules vivantes et sa limite de détection est basse. 

                                                      
156 Filho, M. S.; Dao, P.; Gesson, M.; Martin, A. R.; Benhida, R. Analyst 2018, 143, 2680–2688. 
157 Debacq-Chainiaux, F.; Erusalimsky, J. D.; Campisi, J.; Toussaint, O. Nat. Protoc. 2009, 4 (12), 1798–1806. 
158 Holohan, C.; Van Schaeybroeck, S.; Longley, D. B.; Johnston, P. G. Nat. Rev. Cancer 2013, 13 (10), 714–726. 
159 Roux, J.; Gouze, J. L.; Hofman, P. Medecine/Sciences 2015, 31 (1), 28–31. 
160 Mikuła-Pietƌasik, J.; Niklas, A.; Uƌuski, P.; TǇkaƌski, A.; Książek, K. Cell. Mol. Life Sci. 2019. 
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Figure 33 : Pƌofluoƌophoƌe βgal-1 et mécanisme de libération 

- La phosphatase alcaline 

 Park et al. ont conçu une sonde fluorigène tripartite comprenant une structure pro-

fluorescente, un SAI et une gâchette sensible à la phosphatase alcaline [Figure 34]. La 

phosphatase alĐaliŶe est uŶe eŶzǇŵe Ƌui ĐatalǇse l’hǇdƌolǇse des phosphoesteƌs. La 

ĐoŶĐeŶtƌatioŶ de Đette eŶzǇŵe est ĠleǀĠe daŶs les os, l’iŶtestiŶ, le plaĐeŶta, les ƌeiŶs et le 

foie.161161 L’aĐtiǀitĠ PAL est utilisĠe de ŵaŶiğƌe ƌoutiŶiğƌe pouƌ le diagŶostiĐ de ĐeƌtaiŶes 

pathologies hépatobiliaires et osseuses.161 DaŶs Đette soŶde, la pƌĠseŶĐe d’uŶ SAI augŵeŶte 

son affinité pour la phosphatase alcaline.130 En présence de la sonde, la PAL catalyse 

l’hǇdƌolǇse de la liaisoŶ P-O. Cette Ġtape est iŵŵĠdiateŵeŶt suiǀie d’uŶe 1,6-élimination du 

SAI et d’uŶe ĐǇĐlisatioŶ iŶtƌaŵolĠĐulaiƌe ĐoŶduisaŶt ă l’iŵiŶoĐouŵaƌiŶe de ďeŶzothiazole, uŶe 

molécule fortement fluorescente. La sonde permet non seulement de détecter la PAL mais 

aussi de quantifier son activité. Elle permet aussi de faiƌe le Đƌiďlage d’iŶhiďiteuƌs eŶ ǀue de 

les utiliser comme agents thérapeutiques.130 Le fragment phosphate étant une base, l’uŶe des 

faiblesses de cette sonde pourrait être la présence de réaction acide/base en milieu acide. Il 

est donc nécessaire que des études de stabilité de ce fragment phosphate en fonction du pH 

soient réalisées.  

Figure 34 : Sonde fluorogenique PAL-sensible et mécanisme de libération 

 

                                                      
161 Shaƌŵa, U.; Deeksha, •; Prasad, R. Ind J Clin Biochem 2014, 29, 269–278. 
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- Le glutathion réduit 

 Zhang et al. ont développé une sonde basée sur le principe du BODIPY (Bore-

dipyrométhene). Cette sonde comprend un fragment BODIPY lié à un fragment para-

dinotrophenoxy-benzyl de pyridinium qui contient le SAI [Figure 35].131 La sonde détecte 

sélectivement le glutathion réduit qui est un tripeptide connu comme biomarqueur du stress 

oxydant.162162 Les pathologies comme le SIDA, le cancer, les hépatopathies et les maladies 

neurodégénératives présentent des taux anormaux de glutathion réduit.163163 En présence de 

la sonde, le glutathion réduit agit selon une réaction de substitution nucléophile aromatique 

sur le fragment dinitrophenyl, ce qui conduit à une désintégration par cascade électronique 

du SAI suivie de la libération du colorant BODIPY caractérisé par une forte fluorescence.131 Du 

fait d’uŶe faiďle toǆiĐitĠ Đette soŶde peƌŵet ŶotaŵŵeŶt la dĠteĐtioŶ de glutathioŶ daŶs des 

cellules vivantes. 

 

Figure 35 : Sonde fluorogénique BODIPY et mécanisme de libération 

Suƌ les ŵġŵes pƌiŶĐipes de BODIPY, et d’auto-immolation, les mêmes auteurs ont publié en 

2017 leurs travaux sur une sonde permettant la dĠteĐtioŶ siŵultaŶĠe de sulfuƌe d’hǇdƌogğŶe 

mais aussi de dérivés organo-soufƌĠs Đoŵŵe le glutathioŶ, la ĐǇstĠiŶe et l’hoŵoĐǇstĠiŶe.164164 

 

 

                                                      
162 Armstrong, J. S.; Steinauer, K. K.; Hornung, B.; Irish, J. M.; Lecane, P.; Birrell, G. W.; Peehl, D. M.; Knox, S. J. 
2002, 9 (3), 252–263. 
163 Tapiero, H.; Townsend, D. M.; Tew, K. D. Biomed. Pharmacother. 2003, 57, 134–144. 
164 Zhang, J.; Ji, X.; Zhou, J.; Chen, Z.; Dong, X.; Zhao, W. Chem. 2018, 257, 1076–1082. 
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- Pénicilline G-Amidase  

DaŶs le ďut de ĐoŶtƌiďueƌ ă l’aǀaŶĐeŵeŶt de la ƌeĐheƌĐhe eŶ iŵageƌie ĐaŶĐĠƌeuse, 

Sloniec-Miszk et al. ont développé un concept de sondes bio-activables comportant des SAI et 

qui sont capables de former des agrégats H ou des agrégats J chiraux. Aussi ont-ils choisi la 

Pénicilline G-Aŵidase ;PGAͿ Đoŵŵe ŵodğle d’eŶzǇŵe pouƌ testeƌ les soŶdes.132,165165En ce 

Ƌui ĐoŶĐeƌŶe la pƌeŵiğƌe sĠƌie de soŶdes Ƌu’ils oŶt puďliĠe, le pƌiŶĐipe ƌepose suƌ la foƌŵatioŶ 

intramoléculaiƌe d’agƌĠgats H eŶtƌe deuǆ ŵolĠĐules fluoƌophoƌes ideŶtiƋues et leuƌ 

dispositioŶ daŶs la stƌuĐtuƌe de la soŶde est telle Ƌu’elles soŶt Đôte ă Đôte. AiŶsi il Ǉ a iŶhiďitioŶ 

de fluoƌesĐeŶĐe eŶ pƌĠseŶĐe des agƌĠgats, il s’agit de « ƋueŶĐhiŶg » taŶdis Ƌue la fluorescence 

est émise après clivage enzymatique avec désintégration de la molécule et donc disparition 

des agrégats H et libération des fluorophores.  

La première série de sondes synthétisées comporte structurellement un site de clivage 

enzymatique, un SAI en pince comportant à ses deux extrémités deux fluorophores formant 

des agrégats-H [Figure 36]. Ces sondes absorbent et fluorescent dans le proche infrarouge. Les 

auteurs, en faisant varier le fluorophore et la position des substituants sur le SAI, ont 

remarqué que les propriétés photophysiques des sondes sont influencées aussi bien par le 

type de fluorophore que par la position des substituants sur le SAI. Ils ont ainsi mis au point 

uŶ ĐoŶĐept peƌŵettaŶt la dĠteĐtioŶ d’eŶzǇŵes. Toutefois l’effiĐaĐitĠ d’ĠŵissioŶ de 

fluoƌesĐeŶĐe des ŵolĠĐules Ŷ’est pas optiŵale. EŶ effet la ǀaleuƌ des ƌeŶdeŵeŶts ƋuaŶtiƋues 

est laƌgeŵeŶt iŶfĠƌieuƌe ă Ϭ,ϴ et Ŷ’est doŶĐ pas satisfaisante.166166 

 Sur la même topologie que les sondes formant des agrégats H, les mêmes auteurs ont 

sǇŶthĠtisĠ et aŶalǇsĠ des soŶdes ĐoŶteŶaŶt des SAI et assoĐiaŶt la foƌŵatioŶ d’agƌĠgats J 

chiraux [Figure 36,Figure 37]. Des ƌĠsultats Đoŵpleǆes oŶt ĠtĠ oďseƌǀĠs ă l’issue de l’Ġtude. AiŶsi 

pour deux sondes sélectionnées F2S et F4S, la première montre une augmentation de la 

fluorescence après hydrolyse enzymatique tandis que la seconde ne montre aucune 

augmentation de fluorescence. Après plusieurs analyses, les auteurs concluent que 

l’augŵeŶtatioŶ de fluoƌesĐeŶĐe daŶs FϮS est due ă la foƌŵatioŶ d’agrégats J entre les 

fluoƌophoƌes et la pƌotĠiŶe PGA. L’aďseŶĐe d’augŵeŶtatioŶ de fluoƌesĐeŶĐe daŶs FϰS 

                                                      
165 Sloniec, J.; Resch-Genger, U.; Hennig, A. J. Phys. Chem. B 2013, 117 (46), 14336–14344. 
166 LoĐƋuet, N. Les PƌiŶĐipes de La SpeĐtƌosĐopie de FluoƌesĐeŶĐe : De La ThĠoƌie ă La PƌatiƋue. 
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s’eǆpliƋueƌait paƌ l’iŶhiďitioŶ de PGA paƌ des sous-pƌoduits d’hǇdƌolǇse eŶzǇŵatiƋue de Đette 

soŶde FϰS aǀeĐ uŶe peƌsistaŶĐe d’agƌĠgats H. Les deuǆ soŶdes F2S et F4S diffèrent seulement 

par deux groupements sulfonates absents chez la première et présents chez la seconde. Il 

seƌait doŶĐ iŶtĠƌessaŶt d’Ġlaƌgiƌ l’Ġtude ă d’autƌes fluoƌophoƌes eŶ faisaŶt ǀaƌieƌ les 

substituants sur les fluorophores pour établir la souƌĐe de la foƌŵatioŶ d’agƌĠgats J. Toutefois 

il seŵďle Ƌue la foƌŵatioŶ d’agƌĠgats J dĠpeŶde des suďstituaŶts pƌĠseŶts suƌ le fluoƌophoƌe.  

La méthode proposée par Jagoda et al. pouƌ la dĠteĐtioŶ d’eŶzǇŵes utilise effiĐaĐeŵeŶt les 

SAI eŶ ŵettaŶt ă jouƌ des teĐhŶiƋues d’eǆploitatioŶ de la speĐtƌosĐopie de fluoƌesĐence dans 

un but de diagnostic. 

Figure 36 : a. Sondes formant des agrégats H b. Sondes formant des agrégats J (d'après [9 et 36]) 

 

Figure 37 : Mécanisme de libération 

- Glycosidases  

 Les tƌaǀauǆ d’EƌǀiŶ et al. ont permis de développer une sonde électrochimique 

contenant un SAI sensible à la glycosidase.143 La détection des glycosidases est intéressante 
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dans la mesure où ces enzymes jouent des rôles importants dans les processus industriels 

comme le développement et le raffinage des biocarburants. Elles sont également impliquées 

daŶs des pathologies Đoŵŵe le SIDA, les ĐaŶĐeƌs, la ŵaladie d’Alzheimer et la maladie de 

Gauchers. Les tƌaǀauǆ d’EƌǀiŶ et al. oŶt ĠgaleŵeŶt peƌŵis de ĐoŶstateƌ Ƌue l’iŶĐoƌpoƌatioŶ 

d’uŶ SAI daŶs la soŶde ĠleĐtƌoĐhiŵiƋue, ƌeŶd l’eŶzǇŵe plus affiŶe ă la gâchette [Figure 38]. Ces 

auteurs ont choisi des linkers de type alcool 3-nitro-4-hydroxybenzylique comme SAI. Ce SAI a 

été placé entre le fragment sucre et le noyau aromatique fixé à une électrode. Ce choix 

s’eǆpliƋue paƌ la faĐilitĠ de sǇŶthğse du SAI et paƌ le fait Ƌue le noyau aromatique du SAI ne 

peƌtuƌďe pas l’aĐtiǀitĠ eŶzǇŵatiƋue des glǇĐosidases. Le dĠǀeloppeŵeŶt de Đette soŶde 

constitue une avancée significative dans le long processus de conception de sonde 

ĠleĐtƌoĐhiŵiƋue seŶsiďle ă l’aĐtiǀitĠ des glǇĐosidases. CepeŶdant cette sonde électrochimique 

Ŷ’est pas spĠĐifiƋue auǆ glǇĐosidases. AiŶsi, l’eŵploi d’uŶ aĐide foƌt Đoŵŵe l’aĐide 

chlorhydrique hydrolyse la liaison acétal. Aussi est-il important de mener des études 

complémentaires de sensibilité et de spécificité de cette sonde. 

 

Figure 38 : Sonde électrochimique sensible à la glycosidase et mécanisme de libération 

- Cytochrome P4502J2 

 Les cytochromes P450 sont des hémo-mono-oxygénases, une super famille d’eŶzǇŵes 

hépatiques jouant un rôle essentiel dans le métabolisme oxydatif de diverses molécules 

endogènes et exogènes dont les médicaments. Ils sont classés en familles et en sous-

familles.167,168167168 CYP2J2 est un de ces enzymes, il métabolise les acides gras polyinsaturés 

en acide époxyeicosatriénoïque (EET). Cet acide EET stimule la progression cellulaire. Des taux 

élevés de CYPϮJϮ soŶt ƌetƌouǀĠs daŶs plusieuƌs ĐaŶĐeƌs solides ;œsophage, seiŶ, foie, 

pouŵoŶs…Ϳ ĐoƌƌĠlĠs ă des tauǆ ĠleǀĠs de l’aĐide EET daŶs les liƋuides ďiologiƋues des patieŶts 

                                                      
167 Gonzalez, F. J.; Nebert, D. W. Trends Genet. 1990, 6 (C), 182–186. 
168 Jarrar, Y. B.; Lee, S.-J. Int. J. Mol. Sci. 2019, 20 (17), 4274. 
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atteints de ces mêmes cancers.169–171169170171 La surexpression de CYP2J2 stimule la 

pƌolifĠƌatioŶ, la suƌǀie et la ŵigƌatioŶ Đellulaiƌe et l’aĐide EET stiŵule l’aŶgiogeŶğse daŶs le 

tissu tuŵoƌal pƌiŵaiƌe, aiŶsi Ƌue l’eǆpaŶsioŶ des ŵĠtastases.169,172–174172173174Il apparait que 

CYP2J2 est un excellent biomarqueur de cancer. Ainsi Ning J. et al. ont synthétisé une sonde 

fluorescente pour la détection en temps réel de CYP2J2.175175 L’utilisatioŶ de SAI, le paƌa-

hǇdƌoǆǇďeŶzǇle, a peƌŵis auǆ auteuƌs d’optiŵiseƌ la dispositioŶ spatiale du gƌoupeŵeŶt O-

methyl dans le site catalytique du CYP2J2 pour une meilleure spécificité enzymatique de celui-

Đi. Des aŶalǇses effeĐtuĠes ŵoŶtƌeŶt Ƌue l’auto-immolation intervient après O-déméthylation 

paƌ le CYPϮJϮ, il s’eŶsuit uŶe ĠŵissioŶ de fluoƌesĐeŶĐe iŶduite paƌ la liďĠƌatioŶ de la ŵolĠĐule 

fluoƌesĐeŶte, l’ioduƌe de ;EͿ-2-(2-(6-hydroxy-2, 3- dihydro-1H-xanthen-4-yl)vinyl)-3,3-

dimethyl-1-propyl-3H-indol-1-ium (HXPI) [Figure 39]. Suivant des études de sensibilité et de 

sélectivités, in vitro et in vivo, il apparait que la sonde BnXPI de Ning J. et al, est un excellent 

outil de diagnostic de cancers sur-exprimant CYP2J2. Cette sonde est également un excellent 

outil pour une meilleure compréhension du rôle de CYP2J2 dans les cancers et pour la 

recherche et le développement de nouveaux traitements. 

 

 

Figure 39 : Sonde BnXPI et mécanisme de libération 

 

                                                      
169 Wang, D.; DuBois, R. N. Journal of Clinical Investigation. January 3, 2012, pp 19–22. 
170 Jiang, J. G.; Chen, C. L.; Card, J. W.; Yang, S.; Chen, J. X.; Fu, X. N.; Ning, Y. G.; Xiao, X.; Zeldin, D. C.; Wang, D. 
W. Cancer Res. 2005, 65 (11), 4707–4715. 
171 Chen, C.; Wei, X.; Rao, X.; Wu, J.; Yang, S.; Chen, F.; Ma, D.; Zhou, J.; Dackor, R. T.; Zeldin, D. C.; et alJ. 
Pharmacol. Exp. Ther. 2011, 336 (2), 344–355. 
172 Jiang, J. G.; Ning, Y. G.; Chen, C.; Ma, D.; Liu, Z. J.; Yang, S.; Zhou, J.; Xiao, X.; Zhang, X. A.; Edin, M. L.; et al. 
Cancer Res. 2007, 67 (14), 6665–6674. 
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175 Ning, J.; Liu, T.; Dong, P.; Wang, W.; Ge, G.; Wang, B.; Yu, Z.; Shi, L.; Tian, X.; Huo, X.; et al. J Am Chem Soc 
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- Furine proprotéine convertase  

 La furine est une protéase qui appartient à une famille ancienne de propotéines 

convertases dites proproteines convertases de type subtilisine/kexine (PCSK).176176 Elle active 

plus de ϭϱϬ pƌopƌotĠiŶes d’oƌigiŶes diǀeƌses ;ŵaŵŵifğƌe, ǀiƌale, bactérienne). La 

surexpression de cette protéase est associée non seulement à divers cancers (peau, colon, 

pouŵoŶs, tġte, Đou, Đeƌǀeau…Ϳ ŵais aussi ă leuƌ agƌessiǀitĠ, Đe Ƌui eŶ fait uŶ eǆĐelleŶt 

biomarqueur.177–179177178179Li K. et al. ont ainsi développé une sonde pour la détection in situ 

de l’aĐtiǀitĠ de la furine.180180 Pour obtenir cette sonde les auteurs ont utilisé un SAI, la 

piperidin-2-ylmethylamine, pour joindre un substrat peptidique spécifique de la furine à un 

fluorophore 6-chloro-2-(2- hydroxyphenyl) quinazolin-4(3H)-one (Cl-HPQ) [Figure 40]. Le SAI 

appoƌte ă la soŶde, outƌe uŶe staďilitĠ eŶ aďseŶĐe de fuƌiŶe, uŶe ďaisse de l’eŶĐoŵďƌe 

stĠƌiƋue loƌs de l’iŶteƌaĐtioŶ de la fuƌiŶe aǀeĐ soŶ suďstƌat. DaŶs uŶ taŵpoŶ phosphate la 

sonde est staďle jusƋu’ă ϵϲh. Apƌğs auto-immolation en présence de furine, l’ĠŵissioŶ de 

fluoƌesĐeŶĐe est ďasĠe suƌ le tƌaŶsfeƌt de pƌotoŶ iŶtƌaŵolĠĐulaiƌe daŶs l’Ġtat eǆĐitĠ ;ESIPT) 

avec une agrégation du fluorophore. En effet au bout de 4h à 37°C dans un lysat cellulaire en 

pƌĠseŶĐe de fuƌiŶe, la soŶde s’auto-désintègre et émet une fluorescence atteignant 62 fois la 

fluoƌesĐeŶĐe au teŵps iŶitial taŶdis Ƌu’eŶ l’aďseŶĐe de fuƌiŶe la soŶde ƌeste staďle. 

 

 

Figure 40 : Profluorophore HPQ et mécanisme de libération 

 

                                                      
176 Braun, E.; Sauter, D. Clin. Transl. Immunol. 2019, 8 (8). 
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180 Li, K.; Hu, X.-X.; Liu, H.-W.; Xu, S.; Huan, S.-Y.; Li, J.-B.; Deng, T.-G.; Zhang, X.-B. Anal. Chem 2018, 90, 11680–
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- Stimuli divers  

 D’autƌes auteuƌs oŶt ŵis au poiŶt tƌğs ƌĠĐeŵŵeŶt des pƌofluoƌophoƌes pouƌ la 

dĠteĐtioŶ d’uŶe diǀeƌsitĠ d’eŶzǇŵes doŶt des eŶzǇŵes d’oƌigiŶe ďaĐtĠƌieŶŶe, des enzymes 

impliquées dans des cancers ou des maladies de la peau.181–184181182183184 

Dans tous ces cas, la reconnaissance spécifique de la gâchette paƌ l’eŶzǇŵe ĠtudiĠe, suiǀie de 

l’auto-iŵŵolatioŶ ĐoŶduit ă l’ĠŵissioŶ de fluoƌesĐeŶĐe. 

3.2. SǇstğŵes d’adŵiŶistƌatioŶ et de distƌiďutioŶ des ŵĠdiĐaŵeŶts 

 La biodisponibilité des principes actifs est fortement liée à l'efficacité du système 

d’adŵiŶistƌatioŶ et du sǇstğŵe de distƌiďutioŶ de ŵĠdiĐaŵeŶts. EŶ effet, l’oďteŶtioŶ de l’effet 

thĠƌapeutiƋue ƌeĐheƌĐhĠ dĠpeŶd de la ďiodispoŶiďilitĠ du pƌiŶĐipe aĐtif. Pouƌ l’adŵiŶistƌatioŶ 

des médicaments, la chimie des SAI présente deux avantages : premièrement la réduction ou 

la suppƌessioŶ d’effets iŶdĠsiƌaďles ; deuǆiğŵeŵeŶt l’oďteŶtioŶ d’uŶ effet thĠƌapeutiƋue 

optimal du fait de la libération sans résidu du principe actif au niveau du site souhaité.  

La chimie des SAI a été utilisée pour plusieurs types de thérapies dont les thérapies anti-

cancéreuses, les thérapies antivirales et les thérapies antibactériennes. Pour ce qui concerne 

les médicaments anti-ĐaŶĐĠƌeuǆ, l’oďjeĐtif des ĐheƌĐheuƌs est de ŵettƌe au poiŶt des sǇstğŵes 

de distribution ciblée avec libération du principe actif dans le tissu cancéreux. Pour cela, 

plusieurs stratégies sont utilisées, à savoir les systèmes de libération contrôlée, notamment 

les nanoparticules, les liposomes, les gels, les cyclodextrines,185,186185186 ainsi que les SAI avec 

libération du principe actif après clivage spécifique dans le tissu cancéreux. 
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183 Safir Filho, M.; Dao, P.; Gesson, M.; Martin, A. R.; Benhida, R. Analyst 2018, 143 (11), 2680–2688. 
184 Miao, Q.; Yeo, D. C.; Wiraja, C.; Zhang, J.; Ning, X.; Xu, C.; Pu, K. Angew. Chemie - Int. Ed. 2018, 57 (5), 1256–
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Libération contrôlée des thérapies anti-cancéreuses 

 Les médicaments anti-cancéreux sont toxiques aussi bien pour les cellules cancéreuses 

Ƌue pouƌ les Đellules saiŶes, d’où les effets seĐoŶdaiƌes ĐoŶstatĠs peŶdaŶt les ĐhiŵiothĠƌapies. 

Un ciblage réussi et une bonne biodisponibilité des thérapies anti-cancéreuses dans les tissus 

tumoraux uniquement permettraient une diminution des effets secondaires et une 

augŵeŶtatioŶ de l’effiĐaĐitĠ des pƌiŶĐipes aĐtifs. AiŶsi, uŶe Ŷouǀelle Đlasse de ŵĠdiĐaŵeŶts a 

vu le jour grâce aux SAI. Ces médicaments sont constitués de trois147,187,188187188 ou de 

quatre135,136,189–191189190 parties,191 à savoir le fragment permettant le ciblage, le fragment 

espaceur (parfois absent), le SAI et le principe actif [Figure 41]. Le fragment de ciblage peut être 

uŶe petite ŵolĠĐule Đoŵŵe l’aĐide foliƋue ou uŶe ŵaĐƌoŵolĠĐule Đoŵŵe la shigatoǆiŶe B, 

ligaŶd d’uŶ ƌĠĐepteuƌ spĠĐifiƋue paƌ eǆeŵple, ou uŶ aŶtiĐoƌps. 

 

Figure 41 : Topologie des SAI à visée thérapeutique anti-cancéreux 

- Prodrogues auto-immolables de la monométhyl auristatine 

Batisse et al. oŶt eǆploitĠ les SAI daŶs la ŵise au poiŶt d’uŶ sǇstğŵe de liďĠƌatioŶ des dĠƌiǀĠs 

de l’auƌistatiŶe.147 Ce système se compose de trois parties à savoir la sous-unité B non toxique 

de la shigatoxine (STxB) qui est le fragment permettant le ciblage, le SAI qui est le 2-

mercaptoethyl méthylcarbamate, le principe actif anti-cancéreux qui est la monométhyl 

auristatine (MMA) E ou F [Figure 42]. Le globotriaosylcéramide (Gb3) est un sphingolipide 

ubiquitaire, et récepteur de la STxB. Il est exprimé dans les cancers humains comme le 

lǇŵphoŵe de Buƌkitt, les ĐaŶĐeƌs du seiŶ, de l’oǀaire, des testicules et du colon.192,193192193 
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Deux de leurs dérivés ont montré des résultats intéressants, à savoir des effets cytotoxiques 

sur les cellules Gb3+ contrairement aux cellules Gb3-. Cela révèle leur spécificité. Ces deux 

dérivés présentent aussi une stabilité à 37 °C dans le sérum. Des études complémentaires, 

notamment sur la stabilité de ces dérivés en fonction du pH et en présence de divers oxydants 

tels Ƌue les dĠƌiǀĠs ƌĠaĐtifs de l’oǆǇgğŶe ;DROͿ soŶt nécessaires.  

Figure 42 : Prodrogues de la MMA. a.STxB -SAI-MMAE et mécanisme de libération, b. STxB -SAI-MMAF et 
mécanisme de libération 

Gébleux et al. ont, quant à eux, utilisé comme agent de ciblage un anticorps dans la synthèse 

de leur podrogue de MMAE auto-immolable.189 

Kolakowski et al. oŶt dĠǀeloppĠ uŶe stƌatĠgie d’adŵiŶistƌatioŶ ĐiďlĠe de ŵĠdiĐaŵeŶts 

aŶtituŵoƌauǆ ďasĠe suƌ uŶ SAI ĐoŶteŶaŶt uŶ Đaƌďaŵate. Le sǇstğŵe d’adŵiŶistƌatioŶ ĐiďlĠe 

comporte le fragment -gluĐuƌoŶide, le SAI, le pƌiŶĐipe aĐtif Ƌui est l’auƌistatiŶe E et l’aŶtiĐoƌps 

monoclonal [Figure 43]. L’aŶtiĐoƌps Ƌui a ĠtĠ utilisĠ est uŶ aŶti-CD30, qui après hydrolyse 

partielle possède 4 régions thiols libres de conjugaison. Le récepteur CD30 est un marqueur 

de ĐeƌtaiŶs ĐaŶĐeƌs. AiŶsi l’Ġtape de conjugaison aboutit à 4 molécules de -glucuronide -SAI-

AE paƌ uŶitĠ d’aŶtiĐoƌps. Ce sǇstğŵe d’adŵiŶistƌatioŶ est ĐaƌaĐtĠƌisĠ paƌ uŶe ďoŶŶe staďilitĠ 

dans les conditions physiologiques (in vitro et in vivo) et une spécificité immunologique.144 

Aussi une excellente libération du principe actif est-elle obtenu après clivage de la gâchette. 

Cela ŵoŶtƌe l’effiĐaĐitĠ de l’utilisatioŶ des SAI pouƌ gagŶeƌ eŶ staďilitĠ et en libération sans 

ƌĠsidu du suďstƌat d’iŶtĠƌġt. 



76 

 

 

Figure 43 : -glucuronide-SAI-AE et mécanisme de libération 

Le Brentuxumab, est une prodrogue auto-immolable de la MMAE. Il est actuellement autorisé 

pour le traitement des lymphomes hodgkiniens CD30+, et les lymphomes anaplasiques à 

grandes cellules CD30+.194194 

- Prodrogues auto-immolables -glucuronidases-sensibles 

 Tranoy-Opalinski et al. foŶt l’Ġtat des lieuǆ des pƌogƌğs Ƌu’ă ĐoŶŶus le dĠǀeloppeŵeŶt 

des prodrogues -glucuronidases-sensibles utilisées dans la chimiothérapie sélective du 

cancer.145 C’est depuis ϭϵϴϴ, Ƌue Tietze et al. oŶt pƌoposĠ de ŵettƌe ă pƌofit l’aĐtiǀitĠ -

glucuronidase pour la libération ciblée de promédicaments dans le microenvironnement des 

tumeurs.195195 Plusieurs classes de prodrogues -glucuronidases-sensibles ont été rapportées 

à savoir les prodrogues de paclitaxel, des inhibiteurs des histones déacétylases, de 

ciclopamine, de dérivés de camptothécine, de dérivés de duocarmycine, de 

ŵoŶoŵĠthǇlauƌistatiŶe E et d’aŶthƌaĐǇĐliŶes. EŶ ĐoŶsidĠƌaŶt les pƌodƌogues ƌappoƌtĠes, la 

plupart possèdent un SAI qui est uŶ dĠƌiǀĠ de l’alĐool para-hydroxybenzylique, connecté ou 

non à un carbonate, à un carbamate ou à un aminoéthylcarbamate.145  

Prodrogues auto-immolables du paclitaxel 

Les deux composés les plus stables des prodrogues du paclitaxel contiennent un alcool para-

hǇdƌoǆǇďeŶzǇliƋue ;ϭͿ pouƌ l’uŶ et uŶ alĐool para-aŵiŶoďeŶzǇliƋue ;ϮͿ pouƌ l’autƌe [Figure 

                                                      
194 Senter, P. D.; Sievers, E. L. Nat. Biotechnol. 2012, 30 (7), 631–637. 
195 Tietze, L. F.; Seele, R.; Leiting, B.; Krach, T. Carbohydr. Res. 1988, 180 (2), 253–262. 
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44].196,197196197 L’aďseŶĐe de SAI eŶtƌe la ǀoluŵiŶeuse ŵolĠĐule de paĐlitaǆel et le fƌagŵeŶt 

glucuronide aurait pour résultat un encombrement stérique avec diffiĐultĠ d’aĐĐğs de 

l’eŶzǇŵe. AiŶsi la pƌĠseŶĐe de SAI liŵite Đet eŶĐoŵďƌeŵeŶt stĠƌiƋue et faĐilite l’aĐĐğs de 

l’eŶzǇŵe ă la liaisoŶ peƌŵettaŶt aiŶsi uŶe liďĠƌatioŶ ƌapide du pƌiŶĐipe aĐtif saŶs ƌĠsidu et uŶ 

gain de stabilité des prodrogues. 

 

Figure 44 : Prodrogues du paclitaxel. a. -glucuronide -SAI-PTX ;ϭͿ, ď. β-glucuronide -SAI-PTX (2) 

Prodrogues auto-iŵŵolaďles de l’aĐide suberoylanilide hydroxamique 

Concernant la classe des inhibiteurs des histones déacétylases, Tranoy-Opalinski et al. ont 

dĠǀeloppĠ uŶe pƌodƌogue de l’aĐide suďeƌoǇlaŶilide hǇdƌoǆaŵiƋue, saŶs SAI [Figure 45]. 

Coŵŵe il fallait s’Ǉ atteŶdƌe, auĐuŶe liďĠƌatioŶ de principe actif Ŷ’a ĠtĠ oďseƌǀĠ. L’utilisatioŶ 

d’uŶ SAI auƌait peƌŵis la liďĠƌatioŶ saŶs ƌĠsidu du principe actif.198 198 

                                                      
196 Alaoui, A. El; Saha, N.; Schmidt, F.; Monneret, C.; Florent, J. C. Bioorganic Med. Chem. 2006, 14 (14), 5012–
5019. 
197 El Alaoui, A.; Schmidt, F.; Monneret, C.; Florent, J. C. J. Org. Chem. 2006, 71 (26), 9628–9636. 
198 Thomas, M.; Rivault, F.; Tranoy-Opalinski, I.; Roche, J.; Gesson, J. P.; Papot, S. Bioorganic Med. Chem. Lett. 
2007, 17 (4), 983–986. 
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Figure 45: Prodrogue de SAHA sans SAI 

Prodrogues auto-iŵŵolaďles de l’aŶtituŵoƌal CI-994 

 Tronoy-Opalinski et al. ont par la suite développé deux dérivés -glucuronidases-

sensibles du CI-994. Le CI-994 est un composé antitumoral de la classe des benzamides des 

inhibiteurs des histones déacétylases.199199 Cette molécule présente est un puissant 

antitumoral mais possède une toxicité élevée contre les cellules sanguines et une faible 

solubilité en milieu aqueux. Le branchement de cette molécule à des SAI, donne deux dérivés 

auto-immolables qui présentent une solubilité d'environ treize fois (12,5 fois) supérieure à 

celle de la molécule native.  

 L’uŶ des deuǆ dĠƌiǀĠs ĐoŶtieŶt le Đaƌďaŵate de ϰ-hydroxy-3-nitrobenzyle comme SAI, 

taŶdis Ƌue l’autƌe dĠƌiǀĠ ĐoŶtieŶt juste uŶe foŶĐtioŶ Đaƌďaŵate [Figure 46]. EŶ l’aďseŶĐe de -

glucuronidases, les deux dérivés ne peuvent pas induire la mort cellulaire, quelle que soit leur 

ĐoŶĐeŶtƌatioŶ. C’est seuleŵeŶt apƌğs Đliǀage de la gąĐhette paƌ les -glucuronidases que la 

mort cellulaire est observée, preuve de la libération du CI-994 après libération induite par les 

SAI.199 

 

                                                      
199 Thomas, M.; Clarhaut, J.; Tranoy-Opalinski, I.; Gesson, J. P.; Roche, J.; Papot, S. Bioorganic Med. Chem. 2008, 
16 (17), 8109–8116. 
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Figure 46 : Prodrogues du CI-994 

Prodrogues auto-immolables du cyclopamine 

S. Papot et al., des chercheurs du même groupe que Tronoy-Opalinski et al. ont synthétisé 

deux prodrogues -glucuronides sensibles dérivées du cyclopamine contenant chacune un 

SAI.200,201200201 L’uŶ de Đes dĠƌiǀĠs pƌĠseŶte la paƌtiĐulaƌitĠ de possĠdeƌ uŶ polǇĠthǇlğŶe glǇĐol 

en position benzylique du SAI [Figure 47]. L’aǀaŶtage de Đe gƌoupeŵeŶt est Ƌu’il assuƌe uŶ gaiŶ 

eŶ staďilitĠ et peƌŵet d’Ġǀiteƌ uŶe aĐĐuŵulatioŶ d’iŶteƌŵĠdiaiƌes apƌğs aĐtiǀatioŶ 

enzymatique de la gâchette.  

Les SAI permettent la libĠƌatioŶ de la ĐǇĐlopaŵiŶe Ƌui est ƌespoŶsaďle de l’aĐtiǀitĠ 

aŶtipƌolifĠƌatiǀe. BieŶ Ƌue des Ġtudes de staďilitĠ Ŷ’aieŶt pas ĠtĠ ƌappoƌtĠes, la ŵolĠĐule 

contenant le polyéthylène glycol serait stable, puisque cette molécule demeure stable en 

l’aďseŶĐe de l’enzyme -glucuronidase. 

 

                                                      
200 Hamon, F.; Renoux, B.; Chadéneau, C.; Muller, J. M.; Papot, S. Eur. J. Med. Chem. 2010, 45 (4), 1678–1682. 
201 Renoux, B.; Legigan, T.; Bensalma, S.; Chadéneau, C.; Muller, J. M.; Papot, S. Org. Biomol. Chem. 2011, 9 
(24), 8459–8465. 
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Figure 47 : Prodrogue de la cyclopamine 

Prodrogues auto-immolables de la camptothécine 

 En ce qui concerne la classe des prodrogues -glucuronides sensibles dérivées de la 

camptothécine, deux composés ont également été rapportés.202–204202203204 L’uŶ ĐoŶtieŶt uŶ 

SAI para-hǇdƌoǆǇďeŶzǇlĐaƌďaŵate aloƌs Ƌue l’autƌe ĐoŶtieŶt uŶ alĐool para-

hydroxynitrobenzylique [Figure 48]. Le premier libère la 9-aminocamptothécine après clivage 

de la gâchette, et le second la 10-hydroxycamptothécine. Avec les SAI, les deux prodrogues 

montrent une meilleure activité antitumorale et une moindre toxicité par rapport aux mêmes 

substances actives sans SAI. Aussi, la -glucuronidase est-elle 520 fois plus affine pour la 

prodrogue 10-hydroxycamptothécine que pour la prodrogue 9-aminocampthothécine.  

Cette diffĠƌeŶĐe d’affiŶitĠ pouƌƌait s’eǆpliƋueƌ paƌ le fait Ƌue Đes deuǆ pƌodƌogues oŶt des SAI 

de structures différentes. En effet la présence du groupe nitro, qui est électroattracteur sur le 

noyau benzyl de la prodrogue de la 10-hydroxycamptothecine, pourrait ainsi accélérer 

l’hǇdƌolǇse eŶzǇŵatiƋue. Loƌs des Ġtudes de staďilitĠ in vitro, l’uŶ est staďle daŶs uŶ taŵpoŶ 

phosphate ă pH ϳ,ϰ, l’autƌe daŶs uŶ plasŵa huŵaiŶ. 

                                                      
202 Leu, Y. L.; Roffler, S. R.; Chern, J. W. J. Med. Chem. 1999, 42 (18), 3623–3628. 
203 Prijovich, Z. M.; Chen, B. M.; Leu, Y. L.; Chern, J. W.; Roffler, S. R. Br. J. Cancer 2002, 86 (10), 1634–1638. 
204 Juan, T.-Y.; Roffler, S. R.; Hou, H.-S.; Huang, S.-M.; Chen, K.-C.; Leu, Y.-L.; Prijovich, Z. M.; Yu, C.-P.; Wu, C.-C.; 
Sun, G.-H.; et al. Clin. Cancer Res. 2009, 15 (14), 4600–4611. 
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Figure 48 : Prodrogues dérivées de la camptothécine 

Prodrogue auto-immolable de la monométhylauristatine E -glucuronide-sensibles 

La prodrogue -glucuronide sensible de la monométhylauristatine E [Figure 49], montre une 

toxicité en moyenne 70 fois moins élevée que la monométhylauristatine E seule. De plus, la 

pƌĠseŶĐe d’uŶe aĐtiǀitĠ aŶtipƌolifĠƌatiǀe a ďieŶ ĠtĠ oďseƌǀĠe apƌğs ajout de -glucuronidase, 

pƌeuǀe Ƌue l’auto-iŵŵolatioŶ a ďieŶ lieu, taŶdis Ƌu’eŶ aďseŶĐe de -glucuronidase la viabilité 

des cellules tumorales est préservée.205205 

 

Figure 49 : Prodrogue de la MMAE 

Prodrogues auto-immolables amplificatrices et albumine-liantes 

 EŶ plus du ĐoŶĐept de SAI, d’autƌes ĐoŶĐepts oŶt ĠtĠ assoĐiĠs auǆ pƌodƌogues -

glucuronides sensibles. Il s'agit du concept des prodrogues amplificatrices, qui permettent une 

                                                      
205 Legigan, T.; Clarhaut, J.; Renoux, B.; Tranoy-Opalinski, I.; Monvoisin, A.; Jayle, C.; Alsarraf, J.; Thomas, M.; 
Papot, S. Eur. J. Med. Chem. 2013, 67, 75–80. 
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amplification de la quantité de substance active dans le tissu tumoral, et le concept des 

prodrogues albumine-liaŶtes Ƌui eŶtƌaiŶeŶt l’alloŶgeŵeŶt du teŵps de deŵi-vie de la 

prodrogue. 

Malgré la pertinence et la diversité de concepts pouvant être associés aux prodrogues, 

l’utilisatioŶ des SAI Ƌui assuƌeŶt uŶe liďĠƌatioŶ saŶs ƌĠsidu des substances actives demeure 

particulièrement intéressante. Des molécules conçues et synthétisées par Tranoy-Opalinski et 

al. illustƌeŶt paƌfaiteŵeŶt Đe poiŶt de ǀue. Il s’agit d’uŶ diŵğƌe -glucuronide-sensible de la 

doǆoƌuďiĐiŶe, d’uŶ hĠtĠƌodiŵğƌe -glucuronide-sensible de la doxorubicine et du MS-275 

;iŶhiďiteuƌ des histoŶes dĠaĐetǇlasesͿ, et d’uŶe pƌodƌogue -glucuronide-sensible albumine-

liante de la doxorubicine [Figure 50].206–208206207208 Pour chacun de ces composés, une activité 

antiproliférative a été mise en évidence. Les tests de l’aĐtiǀitĠ aŶtipƌolifĠƌatiǀe oŶt ĠtĠ ƌĠalisĠs 

in vitro pour les dimères et in vivo suƌ des ŵodğles de souƌis poƌteuses d’uŶe tuŵeuƌ ;Leǁis 

Lung Carcinoma) pour la prodrogue albumine-liante. Cette activité antiproliférative prouve 

Ƌue l’auto-immolation est responsable de la libération des principes actifs sans résidu qui 

pƌoǀoƋueŶt l’inhibition de la prolifération.  

                                                      
206 Grinda, M.; Clarhaut, J.; Tranoy-Opalinski, I.; Renoux, B.; Monvoisin, A.; Cronier, L.; Papot, S. Chem Med 
2011, 6 (12), 2137–2141. 
207 Grinda, M.; Clarhaut, J.; Renoux, B.; Tranoy-Opalinski, I.; Papot, S. In Med Chem Comm; Royal Society of 
Chemistry, 2012; Vol. 3, pp 68–70. 
208 Legigan, T.; Clarhaut, J.; Renoux, B.; Tranoy-Opalinski, I.; Monvoisin, A.; Berjeaud, J. M.; Guilhot, F.; Papot, S. 
J. Med. Chem. 2012, 55 (9), 4516–4520. 
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Figure 50 : a. Homodimère de doxorubicine, b. Hétérodimère doxorubicine et MS-275, c. Prodrogue albumine-
liante 

 L’aŶalǇse Ƌui ƌessoƌt de Đet Ġtat des lieuǆ des pƌodƌogues -glucuronide-sensibles de 

Tronoy-Opalinski et al. eǆpƌiŵe uŶe fois de plus, l’iŵpoƌtaŶĐe des SAI eŶ taŶt Ƌu’outil 

pertinent et efficace pour rendre biodisponibles et de façon ciblée des médicaments 

anticancéreux.  

- Bioconjugués auto-iŵŵolaďles ĐiďlaŶt le ƌĠĐepteuƌ de l’aĐide foliƋue 

 Leamon et al. ont conçu et synthétisé plusieurs bioconjugués ciblant le récepteur à 

l’aĐide foliƋue [Figure 51].135–139 
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Figure 51 : Bioconjugués ciblant les récepteurs à l'acide folique et profil de libération 

 Ces bioconjugués dits SMDC (small molecule drug conjugate) sont quadripartites 

ĐoŵpoƌtaŶt ;ϭͿ l’aĐide foliƋue, ;ϮͿ la ĐhaîŶe peptidiƋue hǇdƌophile, ;ϯͿ le SAI et ;ϰͿ le pƌiŶĐipe 

aĐtif. Ils se fiǆeŶt suƌ le ƌĠĐepteuƌ de l’aĐide foliƋue et soŶt aďsoƌďĠs daŶs la Đellule paƌ 
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endocytose [Figure 52]. Le bioconjugué EC-ϭϰϱ est l’uŶ d’euǆ et a d’ailleuƌs fƌaŶĐhi plusieuƌs 

étapes des essais cliniques [Figure 53].209–211 209210211 C’est uŶe hǇdƌaziŶe dĠsaĐĠtǇlǀiŶďlastiŶe 

d’aĐide foliƋue ĐoŵpoƌtaŶt daŶs sa stƌuĐtuƌe uŶ SAI. EC ϭϰϱ est uŶe ŵolĠĐule Ƌuadƌipaƌtite 

ĐoŵposĠe de ;ϭͿ l’aĐide foliƋue ;eŶ oƌaŶgeͿ, ;ϮͿ la ĐhaîŶe peptidiƋue hǇdƌophile ;eŶ ďleuͿ, ;ϯͿ 

le SAI contenant un pond disulfure (en vert) et (4) le principe actif, le désacétylvinblastine 

d’hǇdƌaziŶe ;DAVLBHͿ ;eŶ ƌougeͿ. Le fƌagŵeŶt aĐide foliƋue peƌŵet uŶe liďĠƌatioŶ ĐiďlĠe du 

principe actif, par la fixation du composé EC-ϭϰϱ suƌ les ƌĠĐepteuƌs de l’aĐide foliƋue. Il s'eŶsuit 

alors une endocytose avec réduction du pont disulfure et libération du principe actif par auto-

immolation.  

 

 

Figure 52 : MolĠĐules aŶtiĐaŶĐĠƌeuses ĐiďlaŶt le ƌĠĐepteuƌ de l’aĐide foliƋue : endocytose et libération de la 
molécule active in cellulo 

                                                      
209 Reddy, J. A.; Dorton, R.; Westrick, E.; Dawson, A.; Smith, T.; Xu, L.-C.; Vetzel, M.; Kleindl, P.; Vlahov, I. R.; 
Leamon, C. P. Preclinical Evaluation of EC145, a Folate-Vinca Alkaloid Conjugate. Cancer Res 2007, 67 (9), 4434–
4442 
210 LoRusso, P. M.; Edelman, M. J.; Bever, S. L.; Forman, K. M.; Pilat, M.; Quinn, M. F.; Li, J.; Heath, E. I.; Malburg, 
L. M.; Klein, P. J.; et al. J Clin Oncol 2012, 30, 4011–4016. 
211 Naumann, R. W.; Coleman, R. L.; Burger, R. A.; Sausville, E. A.; Kutarska, E.; Ghamande, S. A.; Gabrail, N. Y.; 
Depasquale, S. E.; Nowara, E.; Gilbert, L.; et al. J. Clin. Oncol. 2013, 31 (35), 4400–4406. 
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 Le DAVLBH est un dérivé synthétique de la vinblastine, un vinca alcaloïde. Son 

ŵĠĐaŶisŵe d’aĐtioŶ est Đelui des ageŶts dĠstaďilisaŶt les ŵiĐƌotuďules. Les tests de 

vérification du mécanisme de libération ont été effectués dans un tampon phosphate à pH 7,4 

et à 37 °C et en présence de réducteurs comme le L-glutathion (L-GSH), le (2S,3S)-dithiothréitol 

(DTT). La libération du principe actif DAVLBH a été confirmée par LCMS. La libération est 

beaucoup plus rapide en présence de DTT (t1/2 = ϱŵiŶͿ Ƌu’eŶ pƌĠseŶĐe de GSH ;t1/2= 1h). EC-

145 qui présente les critères requis par Leamon et al. pour un bon médicament SMDC ciblant 

les ƌĠĐepteuƌs de l’aĐide foliƋue s’est ŵoŶtƌĠ staďle daŶs uŶ taŵpoŶ phosphate ă pH ϳ,ϰ et ă 

ϯϳ °C eŶ l’aďseŶĐe de ƌĠduĐteuƌs.135,136  

 

Figure 53: Bioconjugué EC 145 et mécanisme de libération 

Très récemment Vlahov et al. ont publié une SMDC de pyrrolobenzodiazépine pour des 

applications en thérapie cancéreuse.191 D’autƌes auteuƌs oŶt puďliĠ des pƌodƌogues 

d’aŶtiĐaŶĐĠƌeuǆ auto-immolables dont des prodrogues du 5-fluorouracile, de la 

combretastatine, de la doxorubicine.187,188,212212 

Libération contrôlée de thérapies antivirales et antibactériennes 

 Zelikin et al. ont exploité les SAI dans la synthèse de prodrogues anti-VIH (virus de 

l’iŵŵuŶodĠfiĐieŶĐe aĐƋuiseͿ dites ŵaĐƌoŵolĠĐulaiƌes. Le SAI daŶs Đes pƌodƌogues est uŶ 

carbonate couplé à un disulfure. Le stimulus est le glutathion intracellulaire qui réduit la liaison 

                                                      
212 Grinda, M.; Legigan, T.; Clarhaut, J.; Peraudeau, E.; Tranoy-Opalinski, I.; Renoux, B.; Thomas, M.; Guilhot, F.; 
Papot, S. Org. Biomol. Chem 2013, 11. 
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disulfure entrainant une auto-immolation par un mécanisme de 1,5-cyclisation avec libération 

de l’aŶtiǀiƌal daŶs la Đellule [Figure 54]. 

 Les prodrogues aŶtiǀiƌales ĐoŵpoƌtaŶt les SAI oŶt ŵoŶtƌĠ plusieuƌs aǀaŶtages. D’aďoƌd 

elles oŶt uŶe plus gƌaŶde effiĐaĐitĠ Ƌue l’aŶtiǀiƌal saŶs SAI. EŶsuite elles possğdeŶt des 

aĐtiǀitĠs aŶtiǀiƌales aǀaŶt ŵġŵe d’aǀoiƌ liďĠƌĠ l’aŶtiǀiƌal [Figure 55]. Enfin, avec ces prodrogues 

macromoléculaires, le temps de demi-vie est allongé et donne la possibilité de diminuer le 

nombre de prises de médicaments par le patient. Cela est foƌt iŵpoƌtaŶt pouƌ l’oďseƌǀaŶĐe 

du patient dans un contexte de pathologie chronique. Les antirétroviraux utilisés par les 

auteurs sont la zidovudine et la lamivudine.151,213213 

 

Figure 54 : Mécanisme de libération après réduction par le glutathion 

                                                      
213 Danial, M.; Andersen, A. H. F.; Zuwala, K.; Cosson, S.; Riber, C. F.; Smith, A. A. A.; Tolstrup, M.; Moad, G.; 
Zelikin, A. N.; Postma, A. Mol. Pharm. 2016, 13 (7), 2397–2410. 
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Figure 55 : MĠĐaŶisŵe d’aĐtioŶ des prodrogues macromoléculaires 

 RĠĐeŵŵeŶt, d’autƌes auteuƌs oŶt eǆploitĠ les SAI de tǇpe thioĐaƌďaŵate daŶs la 

sǇŶthğse de ĐoŶjuguĠs d’aŶtiďiotiƋues.214,215214215 Neumann et al. ont ainsi mis au point un 

conjugué auto-immolable de la ciprofloxacine qui cible spécifiquement les bactéries à Gram 

négatif. Wang et al. ont, quant à eux, synthétisé un conjugué auto-immolable de la 

triméthoprime et ont ainsi obtenu une molécule cent fois plus hydrosoluble que la 

triméthoprime sans SAI. 

3.3. Théranostic : agents thérapeutiques et diagnostics 

 La théranostic est un concept introduit en sciences médicales par Funkhouser J. en 

ϮϬϬϮ pouƌ dĠfiŶiƌ l’utilisatioŶ ĐoŵďiŶĠe d’ageŶts thĠƌapeutiƋue et diagŶostiƋue. L’aǀaŶtage 

de l’adŵiŶistƌatioŶ ĐoŵďiŶĠe ƌĠside daŶs le fait de ǀisualiseƌ, de suƌǀeilleƌ le tissu ŵalade et 

d’ajusteƌ si ďesoiŶ est le tƌaiteŵeŶt afiŶ d’ġtƌe daŶs l’optiŵuŵ de l’effiĐaĐitĠ et de la sĠĐuƌitĠ 

                                                      
214 Neumann, W.; Nolan, E. M. JBIC J. Biol. Inorg. Chem. 2018. 
215 Wang, X.; Borges, C. A.; Ning, X.; Rafi, M.; Zhang, J.; Park, B.; Takemiya, K.; Lo Sterzo, C.; Taylor, W. R.; Riley, 
L.; et al. Bioconjug. Chem. 2018, 29 (5), 1729–1735. 
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pour le patient. En théranostic, la prise en charge du patient est personnalisée.216–218216217218 

Plusieuƌs auteuƌs oŶt eǆploitĠ les SAI eŶ ǀue d’uŶe appliĐatioŶ thĠƌaŶostiƋue.219–223219220221222 

Parmi ces auteurs, Yang Z. et al ont synthétisé une prodrogue théranostique noté 1a constitué 

d’uŶ ageŶt de Điďlage, la ďiotiŶe, d’uŶ ageŶt d’iŵageƌie, le Đoŵpleǆe de gadoliŶiuŵ;IIIͿ-

1,4,7,10-tetraazacyclododecane-1,4,7,10-tetraacetate (Gd–DOTAͿ, d’uŶ anticancéreux, la 

camptothécine [Figure 56].223223 Tous ces constituants étant reliés les uns aux autres grâce à un 

SAI contenant un pont disulfure désintégrable en milieu réducteur, ce qui est précisément 

tƌouǀĠ ă l’iŶtĠƌieuƌ des Đellules cancéreuses. Les récepteurs de la biotine, à savoir les 

transporteurs multi-vitamines dépendant du sodium sont surexprimés à la surface de 

plusieuƌs Đellules ĐaŶĐĠƌeuses d’où l’aǀaŶtage de l’utiliseƌ Đoŵŵe ageŶt de Điďlage pouƌ 

augŵeŶteƌ l’effiĐaĐitĠ de la prodrogue. Le complexe de Gd-DOTA est fréquemment utilisé en 

ĐliŶiƋue Đoŵŵe ageŶt de ĐoŶtƌaste daŶs l’iŵageƌie paƌ ƌĠsoŶaŶĐe ŵagŶĠtiƋue. Ce Đoŵpleǆe 

a un autre avantage, celui de maintenir éteinte la fluorescence de la camptothécine. Une fois 

la camptothécine libérée par auto-immolation il y a émission de fluorescence. Ainsi les auteurs 

oŶt ŵoŶtƌĠ Ƌu’eŶ pƌĠseŶĐe d’uŶ eǆĐğs de glutathioŶ la pƌodƌogue 1a se désintègre et libère 

la ĐaŵptothĠĐiŶe puisƋu’il Ǉ a ĠŵissioŶ et augŵeŶtatioŶ d’uŶe fluoƌesĐeŶĐe, Đe Ƌui Ŷ’est pas 

le cas avec une prodrogue 1c qui comporte les mêmes éléments structuraux que 1a sauf le 

poŶt diffulside. Des aŶalǇes HPLC oŶt peƌŵis ĠgaleŵeŶt de ĐoŶfiƌŵeƌ la pƌĠseŶĐe d’uŶ piĐ 

correspondant à la camptothécine lorsque la prodrogue 1a est en présence de glutathion et 

aucun signal caractéristique de la camptothécine quand la prodrogue 1c est en présence de 

glutathioŶ. Ces deuǆ pƌĠĐĠdeŶts ƌĠsultats soŶt la pƌeuǀe Ƌu’il Ǉ a ďieŶ auto-immolation de la 

prodrogue 1a et Ƌu’elle est iŶduite paƌ le glutathion. Les cellules HeLa et A549 qui 

surexpriment les récepteurs de la biotine, montrent une fluorescence supérieure à celles de 

Đellules Ŷoƌŵales eŶ ŵiĐƌosĐopie paƌ fluoƌesĐeŶĐe. Du poiŶt de ǀue de l’IMR, la pƌodƌogue ϭa 

a un excellent T1 (relaxation longitidudinale) comparativement au complexe Gd-DOTA seul.  

                                                      
216 Kelkar, S. S.; Reineke, T. M. Bioconjug. Chem. 2011, 22 (10), 1879–1903. 
217 Wang, L. S.; Chuang, M. C.; Ho, J. an A. International Journal of Nanomedicine. 2012, pp 4679–4695. 
218 Jeelani, S.; Jagat Reddy, R. C.; Maheswaran, T.; Asokan, G. S.; Dany, A.; Anand, B. Medknow Publications 
2014. 
219 Redy, O.; Shabat, D. J. Control. Release 2012, 164 (3), 276–282. 
220 Liu, P.; Xu, J.; Yan, D.; Zhang, P.; Zeng, F.; Li, B.; Wu, S. Chem. Commun. Chem. Commun 2015, 51 (51), 9567–
9570. 
221 Wang, Z.; Wu, H.; Liu, P.; Zeng, F.; Wu, S. Biomaterials 2017, 139, 139–150. 
222 Gnaim, S.; Shabat, D. Acc. Chem. Res. 2019. 
223 Yang, Z.; Lin, H.; Huang, J.; Li, A.; Sun, C.; Richmond, J.; Gao, J. Chem. Commun 2019, 55, 4546–4549. 
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Figure 56 : Prodrogue théranostique 1a et mécanisme de libération 

3.4.  MatĠƌiauǆ d’aŵplifiĐatioŶ et de liďĠƌatioŶ ĐoŶtƌôlĠe 

Polymères auto-immolables 

 Le début des travaux de recherche sur les polymères auto-immolables date de 2001, 

avec la synthèse des premiers oligomères auto-immolables par De Groot et al.224224 La 

synthèse de ces oligomères a ouvert la voie à plusieurs autres travaux de recherche sur le 

sujet. Ainsi, en 2003, les travaux de De Groot et al, Shabat et al, McGrath et al, ont permis la 

synthèse de dendrimères auto-immolables.225,226225226 Il s'en est suivi la synthèse de plusieurs 

polymères auto-immolables linéaires et de polymères auto-immolables conjugués, soit à 

d’autƌes polǇŵğƌes ŶoŶ-auto-immolables, soit  à des nanoparticules ou encore à des 

anticorps. 

L'objectif initial des polymères auto-iŵŵolaďles a ĠtĠ l’adŵiŶistƌatioŶ ĐiďlĠe de ŵolĠĐules 

thérapeutiques par le biais de prodrogues qui assurent une libération effective de la molécule 

active dans le site souhaité. Par la suite, les polymères auto-immolables ont été largement 

eǆploitĠs daŶs uŶ ďut d’aŵplifiĐatioŶ du sigŶal oďseƌǀĠ apƌğs liďĠƌatioŶ du suďstƌat d'iŶtĠƌġt.  

                                                      
224 De Groot, F. M. H.; Loos, W. J.; Koekkoek, R.; Van Berkom, L. W. A.; Busscher, G. F.; Seelen, A. E.; Albrecht, 
C.; De Bruijn, P.; Scheeren, H. W. J. Org. Chem. 2001, 66 (26), 8815–8830. 
225 Amir, R. J.; Pessah, N.; Shamis, M.; Shabat, D. Angew. Chemie - Int. Ed. 2003, 42 (37), 4494–4499. 
226 Szalai, M. L.; Kevwitch, R. M.; McGrath, D. V. J. Am. Chem. Soc. 2003, 125 (51), 15688–15689. 
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 De façon schématique, les oligomères sont constitués de deux ou trois linkers auto-

immolables. Les dendrimères de structure arborescente, sont dites de forme « ABn/AnB » où 

A est le poiŶt de dĠpaƌt de l’auto-iŵŵolatioŶ et B ĐoƌƌespoŶd auǆ ŵolĠĐules d’iŶtĠƌġt 

ƌelaƌguĠes. QuaŶt auǆ polǇŵğƌes liŶĠaiƌes, ils soŶt ĐoŶstituĠs d’uŶ asseŵďlage liŶĠaiƌe de plus 

de 3 monomères. 

- Oligomères auto-immolables 

 Apƌğs aǀoiƌ Ġŵis l’hǇpothğse Ƌue l’augŵeŶtatioŶ du Ŷoŵďƌe de SAI ƌĠduit 

l’eŶĐoŵďƌeŵeŶt stĠƌiƋue gĠŶĠƌĠ au Ŷiǀeau de la gąĐhette, De Gƌoot et al. ont synthétisé des 

prodrogues de paclitaxel et de doxorubicine contenant deux ou trois SAI.224 Les oligomères 

auto-immolables présents dans ces prodrogues sont de deux types [Figure 57]. Pour le premier 

type, les oligomères sont des assemblages de deux ou trois alcools 4-aminobenzyliques reliés 

entre eux par des carbamates.  

Pour le deuxième type, les oligomères sont des asseŵďlages de ŵoŶoŵğƌes d’alĐools ϰ-

aminobenzyliques reliés par un carbamate à une diméthyléthylène diamine. À 37 °C et à pH 

7,3 les oligomères auto-immolables du premier type procèdent par des mécanismes de 1,6-

élimination avec décarboxylation une fois la gâchette peptidique hydrolysée par la plasmine 

humaine qui joue le rôle de stimulus. Quant aux oligomères du deuxième type, ils procèdent 

d’uŶ douďle ŵĠĐaŶisŵe de ϭ,ϲ-élimination avec décarboxylation et de cyclisation [Figure 57]. 

Aucune dégradation des prodrogues contenant les oligomères n'est observée après 72h à 37 

°C et à pH 7,3. L'étude de cytotoxicité montre que les prodrogues contenant les oligomères 

auto-immolables sont plus cytotoxiques que les principes actifs natifs sans SAI. Pour les 

auteuƌs, Đela s’eǆpliƋue paƌ l’effiĐaĐitĠ et la ƌapiditĠ aǀeĐ lesƋuelles le stiŵulus eŶzǇŵatiƋue 

hydrolyse la gâchette peptidique. Du reste, cette cytotoxiĐitĠ aĐĐƌue pouƌƌait s’eǆpliƋueƌ aussi 

par les produits libérés après auto-immolation puisque le dérivé quinone méthylène libéré 

après auto-iŵŵolatioŶ est Đapaďle de se fiǆeƌ ă l’ADN ou ă des pƌotĠiŶes et d’eŶtƌaîŶeƌ uŶe 

toxicité pouvant aboutir à la mort cellulaire.227,228227228  

                                                      
227 Bolton, J. L. Curr Org Chem 2014, 18 (1), 61–69. 
228 Bolton, J. L.; Dunlap, T. Chem Res Toxicol 2017, 30, 13–37. 
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Figure 57 : Structure des oligomères de De Groot et al. : a) type 1 et b) type 2 

 

 Au regard des résultats rapportés, les oligomères développés par De Groot et al. 

peuǀeŶt ġtƌe utilisĠs daŶs uŶ ďut d’adŵiŶistƌatioŶ et de liďĠƌatioŶ sous ĐoŶtƌôle eŶzǇŵatiƋue 

de substances actives. 

McGrath et al. ont eux aussi conçu d'autres types d'oligomères pouvant être utilisés pour la 

liďĠƌatioŶ ĐoŶtƌôlĠe de suďstƌats d’iŶtĠƌġt. Ces oligoŵğƌes sǇŶthĠtisĠs ĐoŵpoƌteŶt tƌois ou 

Ƌuatƌe ŶoǇauǆ d’alĐools para-hydroxylbenzyliques reliés les uns aux autres par des liaisons 

éthers. En ortho de ces noyaux se trouve une liaison éther benzylique ou amine benzylique 

[Figure 58].229,230229230 L’auto-immolation se produit selon un mécanisme de 1,6-élimination 

après décrochage de la gâchette en présence de palladium. La molécule représentant le 

                                                      
229 Li, S.; Szalai, M. L.; Kevwitch, R. M.; McGrath, D. V. J. Am. Chem. Soc. 2003, 125 (35), 10516–10517. 
230 Ortiz, A.; Shanahan, C. S.; Sisk, D. T.; Perera, S. C.; Rao, P.; Mcgrath, D. V. J. Org. Chem 2010, 75, 6154–6162. 
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suďstƌat d’iŶtĠƌġt est le para-ŶitƌophĠŶol, doŶt l’ĠŵissioŶ UV a peƌŵis de ĐoŶfiƌŵeƌ l’auto-

immolation. Sur le modèle des oligomères synthétisés par McGrath et al, la ŵolĠĐule d’iŶtĠƌġt 

peut être une substance à visée thérapeutique ou diagnostique ; de même la gâchette peut 

ġtƌe spĠĐifiƋue d’uŶ stiŵulus ďiologiƋue.125 

Figure 58 : Oligomères de McGrath et al 

D’autƌes auteuƌs oŶt sǇŶthĠtisĠ des oligoŵğƌes eŶ asseŵďlaŶt plusieurs SAI qui procèdent par 

un mécanisme de 1,6-élimination, 1,4-élimination et/ou de cyclisation.125,126,133,152 

Contrairement aux oligomères précédemment rapportés dont l'auto-immolation libère un 

seul suďstƌat d’iŶtĠƌġt, Đeuǆ dĠǀeloppĠs paƌ WaƌŶeĐke et al. permettent une libération de 

plusieurs substrats d’iŶtĠƌġt.231231 Ces auteurs ont été les premiers à mettre au point des 

oligomères capables de libérer plusieurs substrats d'intérêt après auto-immolation. Ces 

oligomères comportent trois SAI de type alcool 4-aminobenzylique reliés les uns aux autres 

paƌ des Đaƌďaŵates. Le suďstƌat d’iŶtĠƌġt est ŵodĠlisĠ paƌ la tƌǇptaŵiŶe, uŶ aĐide aŵiŶĠ 

aromatique[Figure 59].126 

                                                      
231 Warnecke, A.; Kratz, F. J. Org. Chem. 2008, 73 (4), 1546–1552. 
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Figure 59 : Schéma de Warnecke et al 

- Dendrimères auto-immolables 

 Les oligomères auto-immolables de Warnecke et al. et ceux mis au point par McGrath 

et al. comportent des ramifications. L'apparition de ces ramifications dans la structure des 

oligomères annonce en effet le passage des oligomères auto-immolables aux dendrimères 

auto-iŵŵolaďles. C’est Đe Ƌui eǆpliƋue d’ailleuƌs Ƌue ĐeƌtaiŶs auteuƌs ĐoŶsidğƌeŶt ces 

oligomères comme des dendrimères de génération zéro. Cependant, les dendrimères auto-

immolables se caractérisent par une ramification et leur capacité à libérer plusieurs substrats 

d’iŶtĠƌġt suite ă l’aĐtioŶ d’uŶ seul stiŵulus.125,126,133,152 Ce sont des macromolécules dont la 

sǇŶthğse s’opğƌe paƌ Ġtapes suĐĐessiǀes d’asseŵďlage de ŵoŶoŵğƌes.  

EŶ foŶĐtioŶ du Ŷoŵďƌe de ƌaŵifiĐatioŶs et de suďstƌats d’iŶtĠƌġt liďĠƌĠs, les deŶdƌiŵğƌes soŶt 

classés en générations zéro, un, deux et trois. Ainsi, pour un dendrimère de génération x, le 

Ŷoŵďƌe de suďstƌats d’iŶtĠƌġt libéré est une fonction du type 2x.  Pour les dendrimères, le 

terme point focal dĠsigŶe la gąĐhette et l'eǆpƌessioŶ ͞uŶitĠs de ŵolĠĐules pĠƌiphĠƌiƋues“ 

dĠsigŶe les suďstƌats d’iŶtĠƌġt. Plusieuƌs tǇpes de deŶdƌiŵğƌes soŶt dĠfiŶis seloŶ la stƌuĐtuƌe 

chimique des monomères. Il s'agit des dendrimères de type phenylvinyl, de type 

polycarbamates et de type polybenzyléther.125,126 

 - Dendrimères de type phénylvinyle 

 Les auteurs comme De Groot et al. ont été les pionniers dans la synthèse des 

dendrimères de type phénylvinyle. A partir du monomère 2-(4-aminobenzylidene)- propane-

1,3-diol, et du paĐlitaǆel Đoŵŵe suďstƌat d’iŶtĠƌġt, ils oŶt sǇŶthĠtisĠ des deŶdƌiŵğƌes de ϭère 

et 2ème générations [Figure 60]. La réduction du point focal, constitué d'une fonction nitro, se 
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fait aǀeĐ du ziŶĐ eŶ pƌĠseŶĐe d’aĐide aĐĠtiƋue. UŶe douďle ϭ,ϴ-élimination suiǀie d’uŶe 

dĠĐaƌďoǆǇlatioŶ peƌŵetteŶt la liďĠƌatioŶ des suďstƌats d’iŶtĠƌġt.232232 

 

Figure 60 : Dendrimères G1 (a) et G2 (b) de De Groot et al 

Shabat et al. ont synthétisé un dendrimère phenylpolyvinyl dit de forme AB6 [Figure 61].233233 

Ce deŶdƌiŵğƌe a l’aǀaŶtage de Đoŵpoƌteƌ suƌ uŶ seul ŶoǇau ďeŶzĠŶiƋue plusieuƌs 

ramifications. Le point focal est constitué d'un tert-ďutoǆǇĐaƌďoŶǇle ;BoĐͿ doŶt l’hǇdƌolǇse 

acide entraîŶe uŶe ĐǇĐlisatioŶ de la diŵĠthǇluƌĠe, suiǀie d’uŶe douďle ϭ,ϴ-ĠliŵiŶatioŶ et d’uŶe 

quadruple 1,6-élimination associée à des décarboxylations. 

                                                      
232 De Groot, F. M. H.; Albrecht, C.; Koekkoek, R.; Beusker, P. H.; Scheeren, H. W. Angew. Chemie - Int. Ed. 2003, 
42 (37), 4490–4494. 
233 Shamis, M.; Shabat, D. Chem. - A Eur. J. 2007, 13 (16), 4523–4528. 
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Figure 61 : Dendrimère AB6 de Shabat et al. 

- Dendrimères de type polycarbamate 

 Les dendrimères de type polycarbamate sont le fruit des travaux de recherche de 

Shabat et al. En effet, ces chercheurs ont synthétisé des dendrimères de 1ère, 2ème et 3ème 

générations. Les dendrimères polycarbamates sont constitués de noyaux de 2,6-bis-

(hydroxymethyl)-4-crésol reliés les uns aux autres par des diméthyléthylène carbamates 

[Figure 62].125,225 
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Figure 62 : Dendrimère G3 acido labile de Shabat et al 

- Dendrimères de type polybenzyléther 

 Les travaux de McGrath et al. ont porté sur la synthèse de dendrimères 

polybenzyléther de générations zéro, un et deux. Après stimulation de la gâchette éther 

allylique, il se produit des séquences de 1,4-élimination et/ou 1,6-élimination aboutissant à la 

liďĠƌatioŶ des suďstƌats d’iŶtĠƌġt, ŵodĠlisĠs paƌ le paƌa-nitro-phénol [Figure 63].125,226  
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Figure 63 : Dendrimère G2 de McGrath et al 

- AlteƌŶative à l’hǇdƌophoďiĐitĠ des deŶdƌiŵğƌes 

 Les diffiĐultĠs liĠes ă l’hǇdƌophoďiĐitĠ des deŶdƌiŵğƌes oŶt ĐoŶduit les ĐheƌĐheuƌs ă 

utiliseƌ des stƌuĐtuƌes ĐhiŵiƋues Ƌui peƌŵetteŶt uŶ gaiŶ d’hǇdƌosoluďilitĠ. Il s’agit de 

foŶĐtioŶs ioŶisaďles ajoutĠes suƌ le suďstƌat d’iŶtĠƌġt, de polǇĠthǇlğŶe glǇĐol ajoutĠ ă la 

périphérie du dendrimère ou de l'utilisation de la pyridine en remplacement des noyaux 

benzénique [Figure 64].125,234–236 234235236 

Figure 64 : Dendrimère avec PEG 

 

                                                      
234 Avital-Shmilovici, M.; Shabat, D. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2009, 19, 3959–3962. 
235 Gopin, A.; Ebner, S.; Attali, B.; Shabat, D. Bioco 2006, 17, 1432–1440. 
236 Perry-Feigenbaum, R.; Baran, P. S.; Shabat, D. Org. Biomol. Chem. 2009, 7 (23), 4825–4828. 
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- Dendrimères particuliers 

 L’aƌĐhiteĐtuƌe des deŶdƌiŵğƌes a ĐoŶsidĠƌaďleŵeŶt ĠǀoluĠ eŶ s’iŶspiƌaŶt de 

phĠŶoŵğŶes phǇsiologiƋues, Đoŵŵe la tƌaŶsduĐtioŶ du sigŶal ŶeuƌoŶal, et d’outils de 

biotechnologie, notamment la PCR (Polymerase Chain Reaction).125,128 Ainsi des dendrimères 

dits « récepteurs-amplificateurs » ont été mis au point et fonctionnent sur le principe de la 

tƌaŶsduĐtioŶ d’uŶ sigŶal ŶeuƌoŶal. Ces deŶdƌiŵğƌes oŶt uŶe foŶĐtioŶ de ƌĠĐeptioŶ d’uŶ sigŶal 

doŶŶĠ et uŶe foŶĐtioŶ d’aŵplifiĐatioŶ d’uŶ autƌe sigŶal [Figure 65].237237 Cette ingénierie 

chimique est le fruit des travaux de recherche de Shabat et al. qui ont beaucoup contribué au 

développement des SAI.  

 

Figure 65 : Dendrimère recepteur-amplificateur 

                                                      
237 Amir, R. J.; Danieli, E.; Shabat, D. Chem. - A Eur. J. 2007, 13 (3), 812–821. 
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S'inspirant de la technique PCR, Shabat et al. ont aussi développé des dendrimères dits 

« dendrimer chain reaction » (DCR).128 En effet, une fois la gâchette du point focal stimulée, il 

se produit une auto-immolation avec libération de deux molécules stimulatrices de gâchette 

et du suďstƌat d’iŶtĠƌġt. A leuƌ touƌ, ĐhaĐuŶe des deuǆ ŵolĠĐules stiŵulatƌiĐes liďĠƌĠes 

pƌoǀoƋue, le dĠsasseŵďlage d’uŶ dendrimère ; entrainant ainsi un désassemblage en chaîne.  

Cela aďoutit ă uŶe aŵplifiĐatioŶ du suďstƌat d’iŶtĠƌġt liďĠƌĠ et ă uŶ dĠsasseŵďlage total de 

tous les dendrimères qui peuvent être à un ou deux composants [Figure 66, Figure 67].238,239238239 

L’aǀaŶtage des deŶdƌiŵğƌes dits « dendrimer chain reaction » (DCR) réside dans leur capacité 

de dĠteĐtioŶ des suďstaŶĐes ă l’Ġtat de tƌaĐes. Ce Ƌui est tƌğs iŶtĠƌessaŶt pouƌ le diagŶostiĐ 

précoce de certaines maladies ;ďioŵaƌƋueuƌ ă l’Ġtat de tƌaĐesͿ ou la dĠteĐtioŶ de suďstaŶĐes 

ŶoĐiǀes ă l’Ġtat de tƌaĐes daŶs les aliŵeŶts. 

 

Figure 66 : Dendrimère à un composant pour la détection d'ions fluorures 

 

Figure 67 : Dendrimère à deux composants pour la détection de composés soufrés 

                                                      
238 Perry-Feigenbaum, R.; Sella, E.; Shabat, D. Chem. - A Eur. J. 2011, 17 (43), 12123–12128. 
239 Sella, E.; Weinstain, R.; Erez, R.; Burns, N. Z.; Baran, S. Chem. Commun. 2010, 46, 6575–6577. 
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- Polymères auto-immolables 

 Pour pallier certaines difficultés rencontrées avec les dendrimères auto-immolables, 

notamment les difficultés de synthèse multi-Ġtapes, de soluďilitĠ et d’eŶĐoŵďƌeŵeŶt stĠƌiƋue 

et pouƌ Ġǀiteƌ de ŵultiplieƌ iŶdĠfiŶiŵeŶt le Ŷoŵďƌe de suďstƌats d’iŶtĠƌġt, des polǇŵğƌes 

auto-immolables ont été développés.125 Les polymères auto-immolables présentent 

l’aǀaŶtage d’ġtƌe sǇŶthĠtisĠs eŶ uŶe seule Ġtape et de pouǀoiƌ ĐoŶteŶiƌ uŶ gƌaŶd Ŷoŵďƌe de 

suďstƌats d’iŶtĠƌġt. De plus, les polǇŵğƌes auto-immolables oŶt doŶŶĠ aĐĐğs ă l’iŶgĠŶieƌie des 

micelles, des liposomes et des nanoparticules auto-assemblés et auto-désassemblables.126  

La ĐapaĐitĠ d’aŵplifiĐatioŶ du suďstƌat d’iŶtĠƌġt des polǇŵğƌes auto-iŵŵolaďles s’eǆpliƋue 

d'abord par la possibilité de fixation de substrat d'intérêt sur chaque monomère. Ensuite, par 

le fait que les monomères peuvent constituer en eux-ŵġŵes le suďstƌat d’iŶtĠƌġt. EŶfiŶ, paƌ 

la possiďilitĠ d’eŶĐapsulatioŶ de plusieuƌs suďstƌats d’iŶtĠƌġt ă l’iŶtĠƌieuƌ de ŶaŶopaƌtiĐules, 

de liposomes ou de micelles. Les polymères auto-immolables sont constitués des mêmes 

monomères auto-immolables que les dendrimères à quelques différences près. Ainsi il existe 

des polymères de type polycarbamate/thiocarbamate linéaires ou aromatiques, des 

polymères de type polybenzyl éther, des polymères de type poly(phtalaldéhyde), des 

polymères de type polyester amide, des polymères de type poly(caprolactone) et des 

polymères de type polyhydroxybutyrate.125  

- Polymères auto-immolables de type polycarbamate 

 Les polymères auto-immolabes de type polycarbamate ont été synthétisés pour la 

première fois par Shabat et al. Ils ont synthétisé des polymères auto-immolables capables de 

marquages protéiques. Les protéines modèles utilisées ont été la PGA et l’aŶtiĐoƌps ϯϴCϮ 

[Figure 68].240240 L’aĐtiǀitĠ eŶzǇŵatiƋue des pƌotĠiŶes ĐoŶstitue le stiŵulus pouƌ l'aĐtiǀatioŶ de 

la gâchette du polymère auto-iŵŵolaďle. L’aǀaŶtage du pƌiŶĐipe ŵis en jeu par ces auteurs 

est la possiďilitĠ de ŵaƌƋuage des pƌotĠiŶes eŶ ǀue de poseƌ uŶ diagŶostiĐ. D’autƌes auteuƌs 

ont utilisé les polymères auto-iŵŵolaďles daŶs le dĠǀeloppeŵeŶt d’uŶ outil de ŵesuƌe ƌapide 

et simple de la concentration de métaux lourds tels que le mercure et le plomb.241241  

                                                      
240 Weinstain, R.; Baran, P. S.; Shabat, D. Bioconjug. Chem. 2009, 20 (9), 1783–1791. 
241 Lewis, G. G.; Robbins, J. S.; Phillips, S. T. Chem. Commun. 2014, 50 (40), 5352–5354. 
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Cet outil est paƌtiĐuliğƌeŵeŶt iŶtĠƌessaŶt Đaƌ il peut ġtƌe utilisĠ daŶs l’ĠǀaluatioŶ de la ƋualitĠ 

de l’eau de ďoissoŶ d’apƌğs les ƌeĐoŵŵaŶdatioŶs de l’OMS. 

Figure 68 : Polymère pour le marquage protéique 

GƌąĐe ă l’assoĐiatioŶ de polǇŵğƌes hǇdƌosoluďles Đoŵŵe le polǇĠthǇlğŶe glǇĐol ;PEGͿ, les 

chercheurs ont pu synthétiser des blocs de copolymères auto-immolables amphiphiles qui ont 

peƌŵis de ƌĠsoudƌe les pƌoďlğŵes d’hǇdƌophoďiĐitĠ et d’agƌĠgatioŶ ƌeŶĐoŶtƌĠs aǀeĐ les 

dendrimères. De plus, ces copolymères amphiphiles sont capables de former des 

ŶaŶostƌuĐtuƌes pouǀaŶt ĐoŶteŶiƌ autaŶt de suďstƌats d’iŶtĠƌġt Ƌue souhaitĠ ; leǀaŶt aiŶsi la 

contrainte de nombre limité de substrats.  

Gillies et al. oŶt sǇŶthĠtisĠ des ĐopolǇŵğƌes aŵphiphiles Đapaďles de s’auto-assembler en 

ŵilieu aƋueuǆ eŶ ŶaŶopaƌtiĐules ĐoŶteŶaŶt des suďstƌats d’iŶtĠƌġt [Figure 69].242242 Non 

seuleŵeŶt Đes ĐopolǇŵğƌes aŵphiphiles ƌĠsolǀeŶt la ƋuestioŶ de l’hǇdƌophoďiĐitĠ ŵais aussi 

peƌŵetteŶt uŶ tƌaŶspoƌt d’uŶe plus gƌaŶde ƋuaŶtitĠ de suďstƌats d’iŶtĠƌġt. Les tƌaǀauǆ de Đes 

auteurs offrent ainsi la possibilité de mettre au point des nanoparticules contenant une 

substance active pouvant être libérée au site souhaité après activation de la gâchette. 

                                                      
242 Dewit, M. A.; Gillies, E. R. J Am Chem Soc 2009, 131, 18327–18334. 
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Figure 69 : Copolymères amphiphiles : mécanisme de dégradation en milieu aqueux 

L’aďoutisseŵeŶt de l’iŶgĠŶieƌie ĐhiŵiƋue daŶs les polǇŵğƌes auto-immolables a conduit les 

chercheurs à façonner des micelles, des liposomes et des nanoparticules capables 

d’eŶĐapsuleƌ, de tƌaŶspoƌteƌ et de liďĠƌeƌ la ŵolĠĐule d’iŶtĠƌġt au site souhaitĠ. DaŶs la suite 

du présent mémoire, sera examiné, le domaine des nanovecteurs auto-immolables. 

Nanoparticules 

 Les nanosciences constituent une science transversale, faisant appel à la chimie, la 

physique, la biologie, la médecine etc.  Les « nanotechnologies » sont l'ensemble des 

techniques et moyens utilisés en nanosciences. Ainsi, les nanotechnologies peuvent être 

définies comme la manipulation, le contrôle et l'intégration des atomes et des molécules pour 

former des matériaux à l'échelle nanométrique. L'application des nanosciences en « médecine 

moderne » est appelée « nanomédecine ». A cet effet, des nano-outils (comme les 

nanovecteurs, nanoparticules) sont utilisés pour assurer le plus souvent une administration et 

une libération ciblées de principes actifs à des fins de diagnostic, de traitement ou de 

suivi.243,244 243244245 

Les SAI oŶt ĠtĠ utilisĠs pouƌ l’iŶgĠŶieƌie des nanovecteurs et des nanoparticules. Les 

nanoparticules sont diverses et variées mais les nanoparticules mésoporeuses de silice 

;Mesopoƌous SiliĐa NaŶopaƌtĐles MSNͿ et les ŶaŶopaƌtiĐules d’oƌ ;Gold NaŶopaƌtiĐlesͿ soŶt 

les plus utilisées par les chercheurs pour plusieurs raisons.  En effet, elles offrent une 

possibilité de multi-fonctionnalisation de leur surface extérieure. De plus, pour les MSN, le 

réseau de silice offre un volume important permettant le chargement des molécules 

d’iŶtĠƌġt.243,245 C'est cette possibilité qui a été justement exploitée par les chercheurs qui ont 

                                                      
243 Cai, W.; Gao, T.; Hong, H.; Sun, J. Nanotechnol. Sci. Appl. 2008, 1, 17–32. 
244 Filipponi, L.; Sutherland, D. 2013. 
245 Narayan, R.; Nayak, U.; Raichur, A.; Garg, S. Pharmaceutics 2018, 10 (3), 118. 
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ainsi modifié les surfaces extérieures des nanoparticules, en y ajoutant des SAI, pour les rendre 

plus effiĐieŶtes daŶs le tƌaŶspoƌt et la liďĠƌatioŶ ĐiďlĠe de ŵolĠĐules d’iŶtĠƌġt. 

- Nanovéhicules, nanoréacteurs auto-immolables 

 Dans les cellules cancéreuses, en particulier les monocytes et les leucocytes, les taux 

de peƌoǆǇde d’hǇdƌogğŶe soŶt aŶoƌŵaleŵeŶt ĠleǀĠs. Suƌ Đette ďase, DeŶg et al. ont mis au 

point des nanovéhicules et des nanoréacteurs possédant une gâchette sensible au peroxyde 

d’hǇdƌogğŶe et uŶ linker auto-iŵŵolaďle ĐoŶstituĠ d’uŶ Đaƌďaŵate d’alĐool ϰ-

aminobenzylique et 4-hydroxybenzylique.246246  

Ces auteurs ont donc mis au point des nanoparticules auto-déclenchées par le peroxyde 

d’hǇdƌogğŶe. Ces ŶaŶopaƌtiĐules oŶt la paƌtiĐulaƌitĠ de deŵeuƌeƌ staďles eŶ l’aďsence de 

peƌoǆǇde d’hǇdƌogğŶe et l'auto-immolation ne se produit qu'en présence de peroxyde 

d’hǇdƌogğŶe ; Đe Ƌui eŶtƌaiŶeƌa uŶe ŵodifiĐatioŶ de la peƌŵĠaďilitĠ des ǀĠsiĐules et doŶĐ uŶe 

libération progressive du contenu de ces vésicules. Les nanoparticules de ces auteurs, en plus 

de ĐoŶteŶiƌ uŶ SAI et uŶe gąĐhette seŶsiďle au peƌoǆǇde d’hǇdƌogğŶe, possğdeŶt des peptides 

qui assurent un ciblage des organelles, notamment les mitochondries. 

Apƌğs des tests eŶ pƌĠseŶĐe de glutathioŶ et d’autƌes espğĐes ƌĠaĐtiǀes de l’oǆǇgğŶe Đoŵŵe 

les radicaux hydroxyl, tert-ďutoǆǇ et l’aŶioŶ hǇpoĐhloƌite, les ŶaŶopaƌtiĐules de DeŶg et al. se 

soŶt ƌĠǀĠlĠes ġtƌe staďles, doŶĐ sĠleĐtiǀes du peƌoǆǇde d’hǇdƌogğŶe. EŶ outƌe, peŶdaŶt ϭϮ h 

à pH neutre, les nanoparticules sont stables. Le degré de sensibilité des vésicules au peroxyde 

d’hǇdƌogğŶe est foŶĐtioŶ du tǇpe de gąĐhette PhĠŶǇlďoƌoŶate /NaphtǇlďoƌoŶate ;PB/NBͿ et 

de la longueur du linker auto-immolable. A taille du linker auto-immolable identique, les 

gâchettes de type PB ont une cinétique plus rapide que les gâchettes de type NB. Cela 

s’eǆpliƋue paƌ le gƌaŶd Ŷoŵďƌe de liaisoŶs π daŶs le ŶoǇau ŶaphtǇle. DeŶg et al. ont donc 

développé des nanovéhicules à visée théranostique contenant des principes actifs tels que le 

paclitaxel, qui est hydrophobe et le chlorhydrate de doxorubicine qui est hydrophile. En effet, 

daŶs l’iŶgĠŶieƌie de Đes ŶaŶoǀĠhiĐules ă ǀisĠe thĠƌaŶostiƋue, ils oŶt utilisĠ uŶ ageŶt de 

ĐoŶtƌaste de l’iŵageƌie paƌ ƌĠsoŶaŶĐe ŵagŶĠtiƋue Ƌui assuƌe uŶ suiǀi ŶoŶ iŶǀasif de la 

libération des principes actifs par émission de signal quantifiable. Ils ont ainsi montré que la 

liďĠƌatioŶ des pƌiŶĐipes aĐtifs et l’ĠŵissioŶ de sigŶal paƌ ƌĠsoŶaŶĐe ŵagŶĠtiƋue des ǀĠsiĐules 

                                                      
246 Deng, Z.; Qian, Y.; Yu, Y.; Liu, G.; Hu, J.; Zhang, G.; Liu, S. J. Am. Chem. Soc. 2016, 138 (33), 10452–10466. 
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dĠpeŶdeŶt de la pƌĠseŶĐe du peƌoǆǇde d’hǇdƌogğŶe. AiŶsi, eŶ l’absence de peroxyde 

d’hǇdƌogğŶe, le pouƌĐeŶtage de liďĠƌatioŶ des pƌiŶĐipes aĐtifs est iŶfĠƌieuƌ ă ϮϬ% taŶdis Ƌu’eŶ 

pƌĠseŶĐe de peƌoǆǇde d’hǇdƌogğŶe Đe pouƌĐeŶtage est supĠƌieuƌ ă ϵϬ%. EŶ pƌĠseŶĐe 

d’aĐtiǀateuƌs, ou d’iŶhiďiteuƌs d’espğĐes ƌĠaĐtiǀes de l’oǆǇgène, le pourcentage de libération 

diminue ou augmente, respectivement.  

En conclusion Deng et al. ont développé des vésicules dont la libération du contenu se fait via 

uŶ stiŵulus, le peƌoǆǇde d’hǇdƌogğŶe. L’oǆǇdatioŶ de Đes ǀĠsiĐules paƌ le peƌoǆǇde 

d’hǇdrogène se traduit par le décrochage de la gâchette reconnue spécifiquement par le 

peƌoǆǇde d’hǇdƌogğŶe d'uŶe paƌt, et paƌ le dĠsasseŵďlage du linker auto-immolable [Figure 

70] d'autƌe paƌt. Il s’eŶsuit aloƌs uŶe iŶǀeƌsioŶ de polaƌitĠ ŵeŵďƌaŶaiƌe aǀeĐ liďĠƌatioŶ des 

suďstƌats d’iŶtĠƌġt.  

Figure 70 : Mécanisme de désassemblage des nanoparticules proposé par Deng et al. 
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Sur le même principe de fonctionnement des nanovéhicules, ces auteurs ont, par la suite, 

synthétisé des nanoréacteurs auto-dĠĐleŶĐhĠs paƌ le peƌoǆǇde d’hǇdƌogğŶe. Des aŶalǇses oŶt 

été effectuées pour confirmer la stabilité des nanoréacteurs et leur fonctionnement. Plusieurs 

ŶaŶoƌĠaĐteuƌs tests oŶt ĠtĠ pƌoduits paƌ les auteuƌs doŶt les suďstƌats d’iŶtĠƌġt soŶt soit la ϳ-

hydroxycoumarine, soit deux colorants le DAPI (Di Aminido Phenyl lndol) de faible poids 

moléculaire et le Texas-Red-Dextran (TR-dextran), ou le Carboxymethyl dextran (CM-dextran).  

C’est aiŶsi Ƌue les auteuƌs oŶt ĐoŶstatĠ Ƌue leuƌs ǀĠsiĐules H2O2-seŶsiďles Ŷ’ĠŵetteŶt de 

fluoƌesĐeŶĐe et Ŷe ĐoloƌeŶt le ŶoǇau Đellulaiƌe Ƌu’eŶ pƌĠseŶĐe de H2O2 ou de stimulateurs 

d'espğĐes ƌĠaĐtiǀes de l’oǆǇgğŶe. De ŵġŵe Đ’est seuleŵeŶt apƌğs oǆǇdatioŶ Ƌue les ĐoŵposĠs 

soufrés comme le glutathion réduit et la cystéine peuvent pénétrer la vésicule et réduire une 

double liaison de CM-dextran, ce qui conduit à une émission de fluorescence. Ces résultats 

forts intéressants obtenus par Deng et al. montrent les avantages de l'utilisation des SAI dans 

les nanosciences.246 

- Nanoparticules mésoporeuses de silice 

 Juarez et al. ont aussi synthétisé des nanoparticules comportant à leur surface 

extérieure des SAI pour une libération contrôlée et ciblée du contenu des nanoparticules.247 Il 

s’agit de ŶaŶopaƌtiĐules ŵĠsopoƌeuses de siliĐe ;Mesopoƌous SiliĐa NaŶopaƌtiĐles, MSNͿ 

comportant une gâchette base-laďile aǀeĐ uŶ SAI Ƌui est uŶ Đaƌďaŵate d’alĐool ϰ-

hydroxybenzylique [Figure 71]. En utilisant un colorant emprisonné à l'intérieur des particules, 

la sulforhodamine B, et en faisant varier le pH, Juarez et al. ont constaté que Đ’est seuleŵeŶt 

eŶ pH lĠgğƌeŵeŶt ďasiƋue Ƌu’il Ǉ a liďĠƌatioŶ effeĐtiǀe du ĐoŶteŶu des paƌtiĐules. Cette 

libération se fait grâce à la déprotonation du phénol du SAI. Il se produit alors un 

désassemblage par un mécanisme de type 1,6-élimination. Les résultats de Juarez et al. 

ǀieŶŶeŶt dĠŵoŶtƌeƌ uŶe fois de plus l’iŶtĠƌġt des SAI daŶs la ŵise au poiŶt de ŶaŶopaƌtiĐules 

permettant la libération contrôlée et ciblée de leur contenu.247247 

                                                      
247 Juárez, L. A.; Añón, E.; Giménez, C.; Sancenón, F.; Martínez-Máñez, R.; Costero, A. M.; Gaviña, P.; Parra, M.; 
Bernardos, A. Chem. - A Eur. J. 2016, 22, 14126–14130. 
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Figure 71 : Nanoparticules mésoporeuses de silice sensible au pH basique, substrat d’iŶtĠƌġt : sulfoƌhodaŵiŶe B 

Partant du même principe que Juarez et al, Gisbert-Garzaran et al. ont aussi développé des 

nanoparticules mésoporeuses de silice.248248 A la différence des premiers, les seconds ont mis 

à la surface extérieure de leurs nanoparticules un polymère de carbamate de 4-amino-benzyle 

comme SAI avec une gâchette acido-labile [Figure 72]. Ils ont ainsi chargé leurs nanoparticules 

de chlorure de tris-(bipyridine)-ruthénium (II). A pH neutre et à 37 °C, les nanoparticules sont 

staďles et Ŷe liďğƌeŶt pas leuƌ ĐoŶteŶu taŶdis Ƌu’en milieu acide à la même température, le 

contenu est rapidement libéré.  

Cette libération est possible par décrochage du groupe protecteur, le tert-butoxycarbonyle 

acido-labile et auto-immolation du polymère autoimmolable. Des analyses de cytométrie en 

flux et de microscopie à fluorescence sur des cellules tumorales ont permis de visualiser 

l’iŶteƌŶalisatioŶ des ŶaŶopaƌtiĐules. UŶe Ġtude de ĐǇtotoǆiĐitĠ a aussi ĠtĠ ŵeŶĠe, ă l’issue de 

laquelle les auteurs concluent sur une biocompatibilité des nanoparticules.248  

                                                      
248 Gisbert-Garzaran, M.; Lozano, D.; Vallet-Re, M.; Manzano, M. RSC Adv. 2017, 7, 132–136. 
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Figure 72 : Mécanisme de désassemblage : Nanoparticules mésoporeuses de silice sensibles au pH faiblement 
aĐide, suďstƌat d’iŶtĠƌġt : chlorure de tris (bipyridine) ruthénium (II) 

Ces travaux montrent l'avantage que revêt l'utilisatioŶ des SAI daŶs l’iŶgĠŶieƌie des 

ŶaŶopaƌtiĐules Ƌui doŶŶe aĐĐğs ă plusieuƌs appliĐatioŶs, taŶt daŶs l’adŵiŶistƌatioŶ ĐoŶtƌôlĠe 

et ĐiďlĠe de pƌiŶĐipes aĐtifs ou d’ageŶt de diagŶostiĐ, Ƌue daŶs le suiǀi de diǀeƌses pathologies. 

- NaŶopaƌtiĐules d’oƌ 

 Liu et al. oŶt dĠǀeloppĠ uŶe teĐhŶiƋue d’auto-assemblage et de désassemblage de 

nanoparticules d'or catalysées, respectivement, par des estérases et une protéase.249249 Cette 

technique utilise un peptide comportant à chacune de ses deux extrémités un SAI connu sous 

le nom de « trimethyl lock ». La gâchette dans ce peptide est spécifiquement reconnue et 

hydrolysée par les estérases [Figure 73]. Ainsi l'auto-immolation des SAI se fait par un 

mécanisme de 1,5-cyclisation libérant une fonction thiol à l'une des extrémités du peptide et 

une fonction ammonium à l'autre extrémité.  

Les agrégats de ŶaŶopaƌtiĐules d’oƌ se foƌŵeŶt aloƌs suite ă uŶe foƌŵatioŶ de liaisoŶ ĐoǀaleŶte 

eŶtƌe l’oƌ et le soufƌe de la foŶĐtioŶ thiol de l'uŶe des eǆtƌĠŵitĠs et uŶe liaisoŶ ioŶiƋue aǀeĐ 

l’aŵŵoŶiuŵ de l'autƌe eǆtƌĠŵitĠ. VisuelleŵeŶt, Đela se tƌaduit paƌ uŶ ĐhaŶgement de 

                                                      
249 Liu, R.; Aw, J.; Teo, W.; Padmanabhan, P.; Xing, B. RSC Adv. 2010, 34, 594–598. 
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ĐoloƌatioŶ, passaŶt aiŶsi du ƌouge au ďleu. L’Ġtape de pƌotĠolǇse paƌ la theƌŵolǇsiŶe ĐoŶduit 

au dĠsasseŵďlage des ŶaŶopaƌtiĐules eŶtƌaiŶaŶt le passage du ďleu au ƌouge. L’aǀaŶtage de 

Đette teĐhŶiƋue est Ƌu’elle pouƌƌait ġtƌe utilisĠe daŶs la dĠtection de certaines enzymes ou 

dans le screening de nouveaux médicaments pour des applications en clinique.  

 

Figure 73 : NaŶopaƌtiĐules d’oƌ auto-assemblage et désassemblage 

DaŶs la ĐoŶĐeptioŶ de ŶaŶopaƌtiĐules d’oƌ pouƌ l’adŵiŶistƌatioŶ et la liďĠƌatioŶ ĐiďlĠe de 

principes actifs anticancéreux, Latorre et al. ont publié une approche intéressante.250250 En 

effet, ils oŶt ĐoŶçu des ŶaŶopaƌtiĐules d’oƌ ĐoŵpoƌtaŶt eŶ suƌfaĐe uŶ ageŶt de Điďlage 

Đellulaiƌe l’aptaŵğƌe ASϭϰϭϭ et ĐhaƌgĠes d’aŶtiĐaŶĐĠƌeuǆ gƌąĐe ă des SAI ĐoŵpoƌtaŶt uŶe 

gâchette sensible au glutathion [Figure 74].  

                                                      
250 Latorre, A.; Posch, C.; Garcimar, Y.; Celli, A.; Sanlorenzo, M.; Vujic, I.; Ma, J.; Zekhtser, M.; Rappersberger, 
K.; Ortiz-Urda, S.; et al. RSC Adv. 2014, 6, 7436–7442. 
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Figure 74 : RepƌĠseŶtatioŶ sĐhĠŵatiƋue des ŶaŶopaƌtiĐules d’oƌ seŶsiďles au glutathioŶ et foŶĐtioŶŶalisĠes paƌ 
un aptamère (ligne brisée rouge-foŶĐĠͿ et ĐhaƌgĠes d’aŶtiĐaŶĐĠƌeuǆ gƌâĐe à uŶ SAI ;eŶ veƌtͿ 

Les auteurs ont, dans un premier temps, fonctionnalisé la surfaĐe des ŶaŶopaƌtiĐules d’oƌ aǀeĐ 

diffĠƌeŶts tǇpe d’aptaŵğƌes ;polǇadeŶiŶe, polǇthǇŵiŶe, polǇĐǇtosiŶe, ASϭϰϭϭͿ, puis, daŶs uŶ 

seĐoŶd teŵps, ĐhaƌgĠ les ŶaŶopaƌtiĐules d’uŶ aŶtiĐaŶĐĠƌeuǆ la doǆoƌuďiĐiŶe ;DOXͿ. 

L'évaluation de la stabilité montre que les nanoparticules d'or AS1411 sont les plus stables ; 

de plus elles sont les seules à pénétrer sélectivement dans les cellules cancéreuses où le taux 

de glutathion élevé induit une auto-immolation du SAI et entraine la libération de la DOX.  

L’iŶteƌŶalisatioŶ pƌĠférentielle des nanoparticules AS1411-DOX par les cellules malignes 

s’eǆpliƋue paƌ l'affiŶitĠ eŶtƌe l’aptaŵğƌe ASϭϰϭϭ et la ŶuĐlĠoliŶe ;pƌotĠiŶe ŶuĐlĠaiƌe 

ubiquitaire) se trouvant à la surface des cellules cancéreuses. En remplaçant la doxorubicine 

par un autƌe aŶtiĐaŶĐĠƌeuǆ, ă saǀoiƌ l’AZDϴϬϱϱ ;AZDͿ, Latoƌƌe et al. obtienent des résultats 

siŵilaiƌes. L’AZD est uŶ iŶhiďiteuƌ sĠleĐtif de ŵTOR, uŶe sĠƌiŶe/thƌĠoŶiŶe kiŶase, doŶt 

l’aĐtiǀitĠ est souǀeŶt augŵeŶtĠ daŶs les ĐaŶĐeƌs.251 251 

Fan et al. oŶt aussi ŵis au poiŶt des ŶaŶopaƌtiĐules ă paƌtiƌ de ĐopolǇŵğƌes d’oǆǇde de 

polǇĠthǇlğŶe et d’un polymère auto-immolable, le polyéthylglyoxylate (PEtG).252252 Plusieurs 

types de gâchettes ont été utilisés à savoir des nanoparticules sensibles aux UV, au glutathion, 

au peƌoǆǇde d’hǇdƌogğŶe et au pH aĐide [Figure 75].  

                                                      
251 Julien, L.-A.; Roux, P. P. médecine/sciences 2010, 26 (12), 1056–1060. 
252 Fan, B.; Gillies, E. R. Mol. Pharm. 2017, 14, 2548–2559. 
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Figure 75 : Copolymères sensibles à diverses gâchettes, (a) PEtG-disulfure-PEO glutathion-sensible, (b) PEtG-
nitro-PEO UV-sensible, (c) PEtG-boronate-PEO peƌoǆǇde d’hǇdƌogğŶe-sensible, et (d) PEtG-multi-PEO multi-
stimuli-sensible 

La dépolymérisation des nanoparticules a été étudiée en présence et en absence du stimulus 

spécifique à chaque type de gâchette. Des analyses par diffusion dynamique de lumière 

(Dynamic light scattering DLS) et par résonance magnétique nucléaire (RMN), il ressort que la 

dépolymérisation est dépendante du stimulus et augmente avec sa concentration.  

Paƌ la suite, les auteuƌs oŶt testĠ la ĐapaĐitĠ d’eŶĐapsulatioŶ des ŶaŶopaƌtiĐules aiŶsi Ƌue leuƌ 

ĐapaĐitĠ ă liďĠƌeƌ leuƌ ĐoŶteŶu apƌğs aĐtiǀatioŶ de l’auto-immolation par le stimulus adéquat. 

Ainsi en encapsulant un agent de fluorescence, le Rouge Nil, de la doxorubicine et de la 

curcumine dans des nanoparticules, ils ont constaté que la libération du contenu des 
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nanoparticules a effectivement été stimulus-dépendant ; ce qui en fait des moyens efficaces 

pouƌ l’adŵiŶistƌatioŶ ĐiďlĠe de pƌiŶĐipes aĐtifs et/ou d’ageŶt de diagŶostiĐ ou eŶĐoƌe de suiǀi 

d’uŶe pathologie. DaŶs les tƌaǀauǆ ƌĠalisĠs paƌ FaŶ et al, les SAI sont, une fois de plus, utilisés 

pour contrôler la libération du contenu de nanoparticules.  

Les SAI constituent des outils décisifs exploités par les nanosciences. Considérant les travaux 

de recherche déjà menés dans plusieurs domaines dont les résultats sont rapportés plus haut, 

le constat est que les SAI sont des outils incontournables même dans les 

nanotechnologies.253253 

- Nanoparticules 

 Toujours dans le domaine de conception de nanoparticules comme moyen de ciblage 

efficace de principes actifs, Jäger et al. ont mis au point des nanoparticules sensibles aux 

espèces ƌĠaĐtiǀes de l’oǆǇgğŶe ;EROͿ eŶ gĠŶĠƌal et au peƌoǆǇde d’hǇdƌogğŶe eŶ 

particulier.254254 Ces nanoparticules sont capables de transporter et libérer, dans le tissu 

souhaité, le principe actif désiré ou un agent fluorescent à but diagnostique. Ils ont synthétisé 

un polymère noté P1 comportant un SAI qui est constitué d'une gâchette de type pinacol-

ďoƌoŶate seŶsiďle au peƌoǆǇde d’hǇdƌogğŶe, et uŶ polǇŵğƌe auto-immolable contenant les 

noyaux para-hydroxyméthyl-phénol et ortho-hydroxyméthyl-phénol [Figure 76].  

AiŶsi, eŶ pƌĠseŶĐe de peƌoǆǇde d’hǇdƌogğŶe, les auteuƌs oďseƌǀeŶt effeĐtiǀeŵeŶt le 

désassemblage du polymère P1. Jäger et al. ont par la suite synthétisé des nanoparticules à 

paƌtiƌ du polǇŵğƌe Pϭ et ă paƌtiƌ d’uŶ polǇŵğƌe PϮ Ƌui est, ƋuaŶt à lui, non sensible au 

peƌoǆǇde d’hǇdƌogğŶe. Les aŶalǇses de diffusioŶ dǇŶaŵiƋue de luŵiğƌe et de ŵiĐƌosĐopie paƌ 

tƌaŶsŵissioŶ ĠleĐtƌoŶiƋue des ŶaŶopaƌtiĐules apƌğs eǆpositioŶ au peƌoǆǇde d’hǇdƌogğŶe 

montrent que les nanoparticules issues de P1 sont dégradées, preuve de leur sensibilité au 

peƌoǆǇde d’hǇdƌogğŶe.  

L’eŶĐapsulatioŶ de Rouge Nil daŶs les deuǆ tǇpes de ŶaŶopaƌtiĐules a peƌŵis de ĐoŶfiƌŵeƌ, eŶ 

pƌĠseŶĐe de peƌoǆǇde d’hǇdƌogğŶe, la dĠgƌadatioŶ ϲ fois plus ƌapide des ŶaŶopaƌtiĐules Pϭ 

que celle des nanoparticules P2. La capacité de libération du contenu des nanoparticules P1 a 

                                                      
253 Gisbert-Garzarán, M.; Manzano, M.; Vallet-Regí, M. Chem. Eng. J. 2018, 340 (December 2017), 24–31. 
254 Jägeƌ, E.; HöĐheƌl, A.; JaŶouškoǀĄ, O.; Jägeƌ, A.; Hƌuďý, M.; KoŶefał, R.; Netopilik, M.; Pánek, J.; Šlouf, M.; 
Ulbrich, K.; et al. RSC Adv. 2016, 8, 6958–6963. 
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été mesurée dans des cellules cancéreuses prostatiques (PC-3) et dans des cellules 

fibroblastiques saines (HF). Dans les cellules prostatiques cancéreuses, il y a surproduction de 

peƌoǆǇde d’hǇdƌogğŶe. L’Ġtude Đoŵpaƌatiǀe ŵoŶtƌe Ƌue les ŶaŶopaƌtiĐules Pϭ se 

désassemblent plus rapidement dans les cellules prostatiques cancéreuses (PC) que dans les 

fibroblastes humains (FH) : ceci est une preuve de la libération ciblée de ces nanoparticules 

P1.  

Les auteurs ont, à la suite de cette expérience, encapsulé un anticancéreux, le paclitaxel, dans 

les deux types de nanoparticules afin d'étudier sa libération. Tout comme le Rouge Nil, la 

liďĠƌatioŶ du paĐlitaǆel eŶ pƌĠseŶĐe de peƌoǆǇde d’hǇdƌogğŶe est plus ƌapide loƌsƋu’il s’agit 

des nanoparticules P1. La cytotoxicité des nanoparticules P1 et P2 contenant du paclitaxel a 

été étudiée et comparée dans plusieurs types de cellules cancéreuses. Il en ressort que les 

nanoparticules P1 contenant du paclitaxel ont une toxicité supérieure.254 Cela pourrait 

s’eǆpliƋueƌ  ŶoŶ seuleŵeŶt paƌ la liďĠƌatioŶ du paĐlitaǆel apƌğs auto-immolation mais aussi 

paƌ les iŶteƌŵĠdiaiƌes de l’auto-immolation du SAI. En effet la toxicité de certains sous-

pƌoduits d’auto-immolation comme la quinone méthylène a été rapportée dans des 

publications.228 

Les travaux de Jäger et al, montrent une fois de plus une utilisation efficace des SAI dans 

l’iŶgĠŶieƌie des ŶaŶopaƌtiĐules. Ces auteuƌs oŶt ƌĠussi la ŵise au poiŶt de ŶaŶopaƌtiĐules Ƌui 

soŶt des ĐaŶdidats poteŶtiels pouƌ l’adŵiŶistƌatioŶ ĐiďlĠe de ŵĠdiĐaŵeŶts aŶticancéreux ; ce 

Ƌui ƌĠduiƌait les effets iŶdĠsiƌaďles et augŵeŶteƌait l’effiĐaĐitĠ de Đes ŵĠdiĐaŵeŶts. 

 

Figure 76 : Polymère P1 
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De cette étude il résulte que les SAI ont été judicieusement exploités par les nanotechnologies 

qui, du reste, constituent un domaine moderne, avec un vaste potentiel encore inexploité. A 

ce titre, plusieurs brevets avec des SAI sont référencés.255–258255256257258 

4. Conclusion sur les SAI  

 Dans leur principe de fonctionnement les SAI permettent une libération sans résidu du 

suďstƌat d’iŶtĠƌġt paƌ deuǆ ŵĠĐaŶisŵes pƌiŶĐipauǆ, la ĐǇĐlisatioŶ et l’ĠliŵiŶatioŶ aǀeĐ 

formation de structures thermodynamiquement stables. Ils sont largement utilisés dans les 

doŵaiŶes de l’adŵiŶistƌatioŶ ĐiďlĠe de pƌiŶĐipes aĐtifs, daŶs l’iŶgĠŶieƌie des soŶdes pouƌ 

l’iŵageƌie ŵĠdiĐale, daŶs l’aŵplifiĐatioŶ de sigŶal et ŵġŵe daŶs les ŶaŶoteĐhŶologies. Les 

pƌeŵieƌs SAI appaƌus pƌoĐĠdaieŶt soit paƌ uŶe seule ƌĠaĐtioŶ d’Ġlimination, soit par une seule 

réaction de cyclisation. Depuis, les chercheurs ont développé des SAI plus complexes dans 

leuƌs stƌuĐtuƌes ŵais plus eŶƌiĐhissaŶts daŶs leuƌs appliĐatioŶs. Il s’agit des oligoŵğƌes, des 

dendrimères et des polymères auto-immolables qui procèdent alors par plusieurs réactions 

d’ĠliŵiŶatioŶ et/ou de ĐǇĐlisatioŶ suĐĐessiǀes pouƌ liďĠƌeƌ le ou les suďstƌats d’iŶtĠƌġt. DaŶs 

le ĐoŶteǆte aĐtuel de l’essoƌ des ŶaŶosĐieŶĐes, les polǇŵğƌes auto-immolables constituent 

une chimie particulièrement intéressante dans la mise au point de nanoparticules capables 

d’auto-dĠsasseŵďlage pouƌ diǀeƌses appliĐatioŶs. AǀeĐ des doŵaiŶes d’appliĐatioŶs 

diǀeƌsifiĠs, les SAI s’iŵposeŶt de plus eŶ plus Đoŵŵe des outils iŶĐoŶtouƌŶaďles daŶs les 

synthèses de prodrogues, de nanoparticules, de sondes de détection pour des applications 

daŶs les sĐieŶĐes ďioŵĠdiĐales et d’autƌes doŵaiŶes Đoŵŵe l’ĠĐotoǆiĐologie. L'iŶtĠƌġt 

croissant des chercheurs pour les SAI se traduit par une augmentation, chaque année, du 

nombre de puďliĐatioŶs d’aƌtiĐles sĐieŶtifiƋues suƌ leuƌ eǆploitatioŶ daŶs diǀeƌs doŵaiŶes. Les 

ĐheƌĐheuƌs Ŷ’oŶt ĐeƌtaiŶeŵeŶt pas fiŶi d’eǆploiteƌ le poteŶtiel des SAI.  

DaŶs l’ĠƋuipe du pƌofesseuƌ FƌĠdĠƌiĐ Faďis, au CeŶtƌe d’Etudes et de ReĐheƌĐhe suƌ le 

médicament de NoƌŵaŶdie, loƌs de la ƌeĐheƌĐhe d’uŶe ŵĠthode d’aĐǇlatioŶ sĠleĐtiǀe d’ARN, 

                                                      
255 WIDDISON, W. C. WO2018160539A1, 2018. 
256 Lin, R.-H.; Lin, S.-Y.; Hsieh, Y.-C.; Huang, C.-C. WO 2014:100762 A9, 2014. 
257 KOLAKOWSKI, Robert, JEFFREY, Scott, BURKE, P. WO 2015:095755 A1, 2015. 
258 Steinkuhler M Christian, Gallinari M Paola, Osswald Bianca, Sewald Norbert, Ritzefeld Markus, Frese Marcel, 
Figueras Eduard, P. L. EP3069734A1, 2016. 
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des dérivés isatoiques et azaisatoiques auto-immolables ont été synthétisés.259,260259260 De ces 

dĠƌiǀĠs dĠĐoule uŶe tƌiple platefoƌŵe de Đaptuƌe, Đliǀage et liďĠƌatioŶ de ŶuĐlĠophile d’iŶtĠƌġt 

[Figure 77]. L’oďjeĐtif pƌiŶĐipal de Đette thğse est d’appliƋueƌ Đette tƌiple platefoƌŵe ă la 

détection de VanX. 

 

Figure 77 : Plateforme triple pour la capture, clivage et le libération d'un nucléophile d'intérêt ;d’apƌğs [261]) 

  

                                                      
259 Thomas Cailly, Caen (FR); Frédéric Fabis, Mathieu (FR); Ali Laayoun, La Frette (FR); Alain Laurent, Grenoble 
(FR); Sylvain Ursuegui, C. (FR). Biological Molecules Thus Treated and Kits, July 26, 2013. 
260 Ursuegui, S.; Yougnia, R.; Moutin, S.; Burr, A.; Fossey, C.; Cailly, T.; Laayoun, A.; Laurent, A.; Fabis, F. Org. 
Biomol. Chem 2015, 13, 3625. 
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Chapitre 3 : Synthèse de dérivés nicotinates auto-immolables en 

vue de la dĠteĐtioŶ de l’aĐtivitĠ D-Ala-D-Ala dipeptidase de vanX  
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Chapitre 3 : Synthèse de dérivés nicotinates auto-immolables en 

vue de la dĠteĐtioŶ de l’aĐtivitĠ D-Ala-D-Ala dipeptidase de vanX 

1. Objectifs de la thèse 

 Les tƌaǀauǆ de Đette thğse se situeŶt ă l’iŶteƌfaĐe de la ŵiĐƌoďiologie et de la Đhiŵie ; 

Đe Ƌui eǆpliƋue les oďjeĐtifs daŶs Đes deuǆ doŵaiŶes. L’oďjeĐtif pƌiŶĐipal de Đette thğse est de 

mettre au point une méthode de détection rapide de la résistance à la vancomycine en 

particulier et aux glycopeptides en général, paƌ liďĠƌatioŶ d’uŶ Đhƌoŵophoƌe. UŶ diagŶostiĐ 

rapide de la résistance permet une prise en charge rapide du patient et évite une expansion 

de l’iŶfeĐtioŶ ă souĐhe ƌĠsistaŶte auǆ glǇĐopeptides. Pour développer cette méthode, nous 

nous sommes basés suƌ des tƌaǀauǆ aŶtĠƌieuƌs de l’uŶe des tƌois thĠŵatiƋues du CeŶtƌe 

d’Etudes et de ReĐheƌĐhe suƌ le MĠdiĐaŵeŶt de NoƌŵaŶdie ;CERMNͿ. Il s’agit de la 

thématique « Outils ĐhiŵiƋues pouƌ le diagŶostiĐ et l’imagerie ». Ces travaux avaient permis 

de mettre en lumière une triple plateforme de capture, clivage, libération de nucléophile 

d’iŶtĠƌġt.261261 En appliquant cette triple plateforme à la détection de la résistance à 

ǀaŶĐoŵǇĐiŶe, le ŶuĐlĠophile d’iŶtĠƌġt seƌa uŶ Đhƌoŵophoƌe et la « gâchette » sera le dipeptide 

D-Ala-D-Ala substrat naturel de VanX. La détection de la résistance à la vancomycine se fera 

aloƌs paƌ ŵise eŶ ĠǀideŶĐe de l’aĐtiǀitĠ D-Ala-D-Ala dipeptidase de VanX [Figure 78]. La 

dĠteĐtioŶ de l’aĐtiǀitĠ se fait paƌ la liďĠƌatioŶ d’uŶ Đhƌoŵophoƌe apƌğs uŶe ƌĠaĐtioŶ d’auto-

immolation avec émission de coloration. Nous avons précédemment expliqué que VanX joue 

un rôle crucial dans la manifestation de la résistance à la vancomycine, et que ce phénotype 

existe dans tous les opérons van, ce qui fait de la protéine VanX une bonne cible pour la 

détection de la résistance aux glycopeptides. Les manipulations en microbiologie sont de 

l’oƌdƌe du gĠŶie gĠŶĠtiƋue et oŶt pouƌ ďut de ĐloŶeƌ et d’eǆpƌiŵeƌ Đette pƌotĠiŶe VaŶX. Les 

manipulations en chimie visent, dans un premier temps, à apporter la preuve du concept 

proposé et dans un second temps à synthétiser des prochromophores auto-immolables dans 

lesquelles la « gâchette » sera le substrat naturel de VanX, le dipeptide D-Ala-D-Ala.  

                                                      
261 Ursuegui, S. Université de Caen Basse-Normandie, 2013. 
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Figure 78 : Plateforme triple appliquée à la détection rapide de VanX 

2. Clonage, surexpression et évaluation enzymatique de la protéine recombinante 

d’iŶtĠƌġt 

Le clonage du gène vanX a été effectué dans deux vecteurs différents. Le clonage dans le 

ǀeĐteuƌ pQEϯϬ ĐoŶduit ă l’eǆpƌessioŶ d’uŶe pƌotĠiŶe VaŶX aǀeĐ uŶ tag de 6 Histidines, cette 

protéine sera notée 6xHis-VanX. Le clonage dans le vecteur pETSUMO conduit à une protéine 

VanX native après SUMO-protéolyse et cette protéine recombinante sera notée VanX. 

2.1. Clonage, expression, évaluation enzymatique de 6His-VanX 

Amplification du gène vanX 

 Pour obtenir la protéine recombinante VanX, nous avons amplifié le gène vanX à partir 

de l’ADN de deuǆ eŶtĠƌoĐoƋues ;E. faecium vanA+, E. faecium vanB+) provenant du CNR 

entérocoque France. Au préalable, l’eǆtƌaĐtioŶ de l’ADN de Đes ďaĐtĠƌies a ĠtĠ effeĐtuée grâce 

ă l’autoŵate NuĐliSeŶs™ EasǇ Mag de Đhez BioMeƌieuǆ®. Cet autoŵate assuƌe uŶe eǆtƌaĐtioŶ 

effiĐaĐe de l’ADN aǀeĐ d’eǆĐelleŶts ƌeŶdeŵeŶts. L’aŵplifiĐatioŶ du gğŶe vanX d’E. faeĐiuŵ 

vanA+, avec les amorces vanX-SacI-F (amorce sens) et vanX-SalI-R (amorce antisens), a permis 

d’oďteŶiƌ l’aŵpliĐoŶ dĠsiƌĠ, ĐoŶtƌaiƌeŵeŶt ă l’aŵplifiĐatioŶ du gğŶe vanX d’E. faecium vanB+. 

Les amorces vanX-SacI-F et vanX-SalI-R donnent après amplification un amplicon vanX 

possĠdaŶt des sites spĠĐifiƋues pouƌ l’Ġtape de digestion par les enzymes de restrictions SacI-

HF et SalI-HF. L’aŵpliĐoŶ oďteŶu a ĠtĠ dĠteĐtĠ ă uŶ poids ŵolĠĐulaiƌe lĠgğƌeŵeŶt au-dessus 

de ϱϬϬ pď apƌğs ĠleĐtƌophoƌğse suƌ gel d’agaƌose ă ϭ,ϱ%, Đe Ƌui est ĐoŶĐoƌdaŶt aǀeĐ la taille 

thĠoƌiƋue de l’aŵpliĐoŶ Ƌui est de 637 pb [Figure 79]. 
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Figure 79 : Electrophorèse sur gel d'agarose 1,5% :  (1) Marqueur de taille 0,5-10 kb, (2) amplicon vanX de E. 
faeĐiuŵ vaŶA, ;ϯͿ aďseŶĐe de pƌoduit PCR de l’aŵplification de E. faecium vanB 

Double digestion, ligation, clonage et séquençage 

 Pouƌ pƌoĐĠdeƌ au ĐloŶage du gğŶe d’iŶtĠƌġt, le plasŵide pQEϯϬ a ĠtĠ Đhoisi [Figure 80]. 

Il possède des sites spécifiques reconnus par divers enzymes de restriction et un marqueur de 

sĠleĐtioŶ, la ƌĠsistaŶĐe ă l’aŵpiĐilliŶe Ƌui peƌŵet uŶe sĠleĐtioŶ des ĐloŶes. Ce plasŵide pQEϯϬ 

et le gène vanX ont été digérés par des enzymes de restriction HF (High Fidelity) SalI-HF et 

SacI-HF. La douďle digestioŶ de plasŵides a deuǆ aǀaŶtages ŵajeuƌs Ƌu’il ĐoŶǀieŶt de 

rappeler : le pƌeŵieƌ Đ’est Ƌu’elle peƌŵet la ligatioŶ de l’iŶseƌt pƌĠalaďleŵent digéré avec les 

ŵġŵes eŶzǇŵes de ƌestƌiĐtioŶs seloŶ l’oƌieŶtatioŶ appƌopƌiĠe. Le deuǆiğŵe aǀaŶtage est Ƌue, 

la double digestion évite les auto-ligations du fait que les deux extrémités ne soient pas 

Đoŵpatiďles. L’Ġtape de douďle digestioŶ de pQEϯϬ et vanX est suivie des étapes de ligation 

et d’ĠleĐtƌopoƌatioŶ daŶs les E.coli DH10B. Les souĐhes d’E. coli DH10B ont été inoculées à 1% 

dans un milieu de culture LB aǀeĐ de l’aŵpiĐilliŶe ϭϬϬ ʅg/ŵL, iŶĐuďĠes ă ϯϳ °C, sous agitatioŶ 

peŶdaŶt ϰhϯϬ. La sĠleĐtioŶ de ĐloŶes a ĠtĠ effeĐtuĠe suƌ gĠlose LB aǀeĐ l’aŵpiĐilliŶe ϭϬϬ 

ʅg/ŵL ă ϯϳ °C. Apƌğs Ϯϰ ă ϰϴ h d’iŶĐuďatioŶ, plusieuƌs ĐoloŶies ĐoŶteŶaŶt la ĐoŶstƌuĐtioŶ 

pQEϯϬΩvanX sont isolées et confirmées par une PCR sur colonies avec les amorces pQE30-F 

et pQE30-R. L’aŵpliĐoŶ d’uŶe taille de ϵϴϵ pď est dĠteĐtĠ ǀeƌs ϭϬϬϬ pď apƌğs ĠleĐtƌophoƌğse 

suƌ gel d’agaƌose ă ϭ,ϱ% [Figure 81]. 

 

(1)(2) (3) 

0,5 kb 

10 kb 
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Figure 80 : Carte du vecteur pQE30 et site de clonage multiple (sites de restriction enzymatique utilisés, mis en 
évidence en orange) [https://www.snapgene.com/resources/plasmid-files/] 

 

 

 
 

 

https://www.snapgene.com/resources/plasmid-files/
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Figure 81 : Electrophorèse sur gel d'agarose 1,5% : (21) Marqueur de taille  0,5-10 kb PCR sur colonies positives 
dans les puits 1, 3, 4, 5, 10, 12, 13, 14, 16,17, PCR sur colonies négatives dans les puits 2, 6, 7, 8, 9, 11, 15, 18-20 

 Le plasmide recombinant aiŶsi oďteŶu a ĠtĠ eǆtƌait et uŶe Ġtape d’ĠleĐtƌopoƌatioŶ 

dans des cellules compétentes M15 pREP4 a été effectuée. Ces souches contiennent le 

plasmide pREP4 qui possède le gène lacI doŶt l’eǆpƌessioŶ pƌotĠiƋue doŶŶe uŶ ƌĠpƌesseuƌ Ƌui 

régule la transcription du plasmide pQE30 par fixation sur les sites opérateurs lacO de celui-ci 

[Figure 82]. Le plasmide pREP4 possède aussi un marqueur de sélection, à savoir une résistance 

à la kanamycine. Ainsi, apƌğs l’ĠleĐtƌopoƌatioŶ, une dizaine de colonies contenant le plasmide 

recombinant oŶt ĠtĠ isolĠes suƌ uŶ ŵilieu sĠleĐtif LB aǀeĐ de l’ampicilline (100 ʅg/mL) et de la 

kanamycine (25 ʅg/mL) [Figure 83]. 

   (1)  (2)   (3)   (4)  (5) (6) (7)   (8)  (9) (10) (11)(12)(13)(14)(15)(16)(17)(18)(19)(20)(21) 

1000 pb 
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Figure 82 : Carte du plasmide pREP4 avec les gènes lacI et de résistance à la kanamycine 
[https://www.snapgene.com/resources/plasmid-files/] 

 

Figure 83 : Electrophorèse sur gel d'agarose 1,5% : (11) Marqueur de taille  0,5-10 kb, PCR sur plasmides issues 
de colonies positives dans les puits 1-10 

Avant toute étape de suƌeǆpƌessioŶ pƌotĠiƋue, uŶ sĠƋueŶçage de l’aŵpliĐoŶ issu de la PCR ă 

partir de colonies positives M15 pREP4 avec les amorces pQE30-F et pQE30-R a été effectué. 

Les ƌĠsultats de Đe sĠƋueŶçage iŶdiƋueŶt Ƌu’auĐuŶe ŵutatioŶ Ŷ’est appaƌue loƌs des Ġtapes 

de clonage, et la séquence obtenue est identique à la séquence du gène vanX [Figure 84] 

pƌĠseŶt au seiŶ du tƌaŶsposoŶ TŶϭϱϰϲ d’E. faecium [Figure 85]. 

 

(1)                          (11) 

https://www.snapgene.com/resources/plasmid-files/
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Figure 84 : Séquence obtenue et séquence théorique de vanX 

>Contig_sequence-obtenue 
GGCGTATCACGAGGGCCCTTTCGTCTTCACCTCGAGAAATCATAAAAAATTTATTTGCTT 

TGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGAATTCATTAAAGAGGAGAAATTAACTATGAGAGG 

ATCGCATCACCATCACCATCACGGATCCGCATGCGAGCTCATGGAAATAGGATTTACTTT 

TTTAGATGAAATAGTACACGGTGTTCGTTGGGACGCTAAATATGCCACTTGGGATAATTT 

CACCGGAAAACCGGTTGACGGTTATGAAGTAAATCGCATTGTAGGGACATACGAGTTGGC 

TGAATCGCTTTTGAAGGCAAAAGAACTGGCTGCTACCCAAGGGTACGGATTGCTTCTATG 

GGACGGTTACCGTCCTAAGCGTGCTGTAAACTGTTTTATGCAATGGGCTGCACAGCCGGA 

AAATAACCTGACAAAGGAAAGTTATTATCCCAATATTGACCGAACTGAGATGATTTCAAA 

AGGATACGTGGCTTCAAAATCAAGCCATAGCCGCGGCAGTGCCATTGATCTTACGCTTTA 

TCGATTAGACACGGGTGAGCTTGTACCAATGGGGAGCCGATTTGATTTTATGGATGAACG 

CTCTCATCATGCGGCAAATGGAATATCATGCAATGAAGCGCAAAATCGCAGACGTTTGCG 

CTCCATCATGGAAAACAGTGGGTTTGAAGCATATAGCCTCGAATGGTGGCACTATGTATT 

AAGAGACGAACCATACCCCAATAGCTATTTTGATTTCCCCGTTAAATAAACGTCGACCTG 

CAGCCAAGCTTAATTAGCTGAGCTTGGACTCCTGTTGATAGATCCAGTAATGACCTCAGA 

ACTCCATCTGGATTTGTTCAGAACGCTCGGTTGCCGCCGGGCGTTTTTTATTGGTGAGAA 

TCCAAGCTAGCTTGGCGAGATTTTCAGGAGCTAAGGAAGCTAAAATGGAGAAAAAAATCA 

CTGGATATACCACCGTTGATATATCCCAA 

 

Séquence théorique de vanX 
ATGGAAATAGGATTTACTTTTTTAGATGAAATAGTACACGGTGTTCGTTGGGACGCTAAATATGCCACTT 

GGGATAATTTCACCGGAAAACCGGTTGACGGTTATGAAGTAAATCGCATTGTAGGGACATACGAGTTGGC 

TGAATCGCTTTTGAAGGCAAAAGAACTGGCTGCTACCCAAGGGTACGGATTGCTTCTATGGGACGGTTAC 

CGTCCTAAGCGTGCTGTAAACTGTTTTATGCAATGGGCTGCACAGCCGGAAAATAACCTGACAAAGGAAA 

GTTATTATCCCAATATTGACCGAACTGAGATGATTTCAAAAGGATACGTGGCTTCAAAATCAAGCCATAG 

CCGCGGCAGTGCCATTGATCTTACGCTTTATCGATTAGACACGGGTGAGCTTGTACCAATGGGGAGCCGA 

TTTGATTTTATGGATGAACGCTCTCATCATGCGGCAAATGGAATATCATGCAATGAAGCGCAAAATCGCA 

GACGTTTGCGCTCCATCATGGAAAACAGTGGGTTTGAAGCATATAGCCTCGAATGGTGGCACTATGTATT 

AAGAGACGAACCATACCCCAATAGCTATTTTGATTTCCCCGTTAAATAA 

Légende :  

ATG : codon start 

CATCAC : Séquence 

codant 6-His 

GAGCTC : Séquence 

codant sites de 

restriction enzymatique 

TAAGCG : Séquence 

codant VanX 
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Figure 85 : Résultat du séquençage des souches M15 pREP4 transformées : Alignement de séquence sur 
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi  

Surexpression protéique évaluation enzymatique 

 Pour la surexpression de la protéine recombinante, une culture bactérienne a été 

réalisée en milieu liquide BHI (Brain Heart Infusion) supplémenté avec de l'ampicilline (100 

ʅg/ŵLͿ et de la kaŶaŵǇĐiŶe ;Ϯϱ ʅg/ŵLͿ, eŶ ĐoŶditioŶs d’aĠƌoďie, sous agitatioŶ ;ϮϬϬ ƌpŵͿ ă 

37°C. Une fois que la densité optique de la culture bactérienne à 600nm (DO600) se situe entre 

0.5 et 0.8, de l'IPTG (1 mM) (isopropyl-β-D-thiogalactoside) a été ajouté pour induire 

Enterococcus faecium strain V346 transposon Tn1546, partial sequence 
Sequence ID: KX530812.1Length: 11331Number of Matches: 1 

Score Expect Identities Gaps Strand 

1131 bits(612) 0.0 612/612(100%) 0/612(0%) Plus/Plus 

Query  160   CATGGAAATAGGATTTACTTTTTTAGATGAAATAGTACACGGTGTTCGTTGGGACGCTAA  219 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  8716  CATGGAAATAGGATTTACTTTTTTAGATGAAATAGTACACGGTGTTCGTTGGGACGCTAA  8775 

 

Query  220   ATATGCCACTTGGGATAATTTCACCGGAAAACCGGTTGACGGTTATGAAGTAAATCGCAT  279 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  8776  ATATGCCACTTGGGATAATTTCACCGGAAAACCGGTTGACGGTTATGAAGTAAATCGCAT  8835 

 

Query  280   TGTAGGGACATACGAGTTGGCTGAATCGCTTTTGAAGGCAAAAGAACTGGCTGCTACCCA  339 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  8836  TGTAGGGACATACGAGTTGGCTGAATCGCTTTTGAAGGCAAAAGAACTGGCTGCTACCCA  8895 

 

Query  340   AGGGTACGGATTGCTTCTATGGGACGGTTACCGTCCTAAGCGTGCTGTAAACTGTTTTAT  399 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  8896  AGGGTACGGATTGCTTCTATGGGACGGTTACCGTCCTAAGCGTGCTGTAAACTGTTTTAT  8955 

 

Query  400   GCAATGGGCTGCACAGCCGGAAAATAACCTGACAAAGGAAAGTTATTATCCCAATATTGA  459 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  8956  GCAATGGGCTGCACAGCCGGAAAATAACCTGACAAAGGAAAGTTATTATCCCAATATTGA  9015 

 

Query  460   CCGAACTGAGATGATTTCAAAAGGATACGTGGCTTCAAAATCAAGCCATAGCCGCGGCAG  519 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  9016  CCGAACTGAGATGATTTCAAAAGGATACGTGGCTTCAAAATCAAGCCATAGCCGCGGCAG  9075 

 

Query  520   TGCCATTGATCTTACGCTTTATCGATTAGACACGGGTGAGCTTGTACCAATGGGGAGCCG  579 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  9076  TGCCATTGATCTTACGCTTTATCGATTAGACACGGGTGAGCTTGTACCAATGGGGAGCCG  9135 

 

Query  580   ATTTGATTTTATGGATGAACGCTCTCATCATGCGGCAAATGGAATATCATGCAATGAAGC  639 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  9136  ATTTGATTTTATGGATGAACGCTCTCATCATGCGGCAAATGGAATATCATGCAATGAAGC  9195 

 

Query  640   GCAAAATCGCAGACGTTTGCGCTCCATCATGGAAAACAGTGGGTTTGAAGCATATAGCCT  699 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  9196  GCAAAATCGCAGACGTTTGCGCTCCATCATGGAAAACAGTGGGTTTGAAGCATATAGCCT  9255 

 

Query  700   CGAATGGTGGCACTATGTATTAAGAGACGAACCATACCCCAATAGCTATTTTGATTTCCC  759 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  9256  CGAATGGTGGCACTATGTATTAAGAGACGAACCATACCCCAATAGCTATTTTGATTTCCC  9315 

 

Query  760   CGTTAAATAAAC  771 

             |||||||||||| 

Sbjct  9316  CGTTAAATAAAC  9327 

 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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l’eǆpƌessioŶ du gğŶe ĐodaŶt la pƌotĠiŶe ƌeĐoŵďiŶaŶte VaŶX. EŶ aďseŶĐe d’allolaĐtose Ƌui est 

un métabolite du lactose, le gène régulateur lacI code le répresseur LacI qui se lie 

spécifiquement aux sites lacO du pQEϯϬ, eŵpġĐhaŶt aiŶsi l’iŶitiatioŶ de la tƌaŶsĐƌiptioŶ. L’IPTG 

est uŶ aŶalogue de l’allolaĐtose et peƌŵet de leǀeƌ Đette iŶhiďitioŶ. Apƌğs ϰ h d’iŶduĐtioŶ, la 

culture a ensuite été récupérée dans des tubes de 50 mL, centrifugée à 4000 x g pendant 15 

minutes à 4°C et congelée à -ϮϬ°C pouƌ la puƌifiĐatioŶ de la pƌotĠiŶe. UŶe fƌaĐtioŶ de ϭϬʅL est 

échantillonnée avant et après l'induction par IPTG pour une analyse par électrophorèse sur 

gel de polyacrylamide en présence de dodécylsulfate de sodium (SDS-PAGE).  

 Le vecteur pQE30 contient une séquence codante pour le motif 6-Histidine et assure 

aiŶsi l’eǆpƌessioŶ de pƌotĠiŶes recombinantes possédant ce motif 6xHis. La purification de la 

pƌotĠiŶe ƌeĐoŵďiŶaŶte est aiŶsi faĐilitĠe, puisƋu’elle passe paƌ uŶe ĐoloŶne de résine Ni-NTA 

(nickel-nitrilotriacetic). La protéine recombinante 6xHis-VanX se fixe spécifiquement à la 

résine Ni-NTA, tandis que le reste du protéome bactérien est élué par des lavages avec des 

taŵpoŶs. UŶ taŵpoŶ d’ĠlutioŶ eŶ ĐoŶditioŶ Ŷatiǀe du kit Ni-NTA Fast Start (QIAgen) permet 

l’ĠlutioŶ de la pƌotĠiŶe ƌeĐoŵďiŶaŶte ϲǆHis-VaŶX. AfiŶ d’ĠliŵiŶeƌ d’ĠǀeŶtuels sels ou 

ĐoŶtaŵiŶaŶts pƌotĠiƋues uŶe Ġtape d’ultƌafiltƌatioŶ suƌ ŵiĐƌoĐoŶ® ϭϬK a ĠtĠ ƌĠalisĠe. Le filtƌe 

microcon® 10K permet la rétention de plus de 95% de protéine de taille comprise entre 12400 

Da et 25000 Da. Le poids moléculaire théorique de VanX étant de 23400 Da, elle est donc 

efficacement retenue par le filtre. La quantité de protéine a été déterminée par la méthode 

de dosage de Bradford [Tableau 3].262262 Cette méthode est un dosage colorimétrique par 

spectrophotométrie avec le réactif de Bradford (Bleu de Coomassie + éthanol + acide 

phosphorique). Le bleu de Coomassie sous sa forme anionique se complexe aux noyaux des 

acides aminés aromatiques et aux acides aminés basiques, aboutissant à une coloration bleue. 

Le piĐ d'aďsoƌďaŶĐe de la foƌŵe aŶioŶiƋue est ă uŶe loŶgueuƌ d’oŶde de ϱϵϱ Ŷŵ. UŶe fois la 

quantité de protéine connue, la protéine a ensuite été lyophilisée puis congelée à -80 °C pour 

les Ġtapes d’ĠǀaluatioŶ d’aĐtiǀitĠ eŶzǇŵatiƋue. UŶ ĠĐhaŶtilloŶŶage des diffĠƌeŶtes Ġtapes de 

puƌifiĐatioŶ et d’ultƌafiltƌatioŶ a ĠtĠ effeĐtuĠ. Apƌğs dilutioŶ au deŵi de ĐhaƋue ĠĐhaŶtilloŶ 

avec un tampon de dépôt pour SDS-PAGE, ces échantillons ont été soumis à une 

électrophorèse SDS-PAGE à 12 %. La protéine 6xHis-VanX de poids moléculaire théorique 

25179 Da, est détectée entre 17 et 28kDa avec une haute pureté; la bande étant unique 

                                                      
262 Bradford, M. M. Anal. Biochem. 1976, 72 (1–2), 248–254. 
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[Figure 86]. L’ĠleĐtƌophoƌğse ƌĠǀğle uŶe possiďle polǇŵĠƌisatioŶ de la pƌotĠiŶe ƌeĐoŵďiŶaŶte 

apƌğs l’Ġtape de ĐoŶĐeŶtƌatioŶ suƌ ŵiĐƌoĐoŶ ϭϬK, paƌ la pƌĠseŶĐe de deuǆ autƌes ďaŶdes 

supplémentaires respectivement aux environ de 50 kDa, et de 98 kDa [Figure 86]. Ces dernières 

bandes semblent correspondre respectivement à des dimères et à des tétramères de 6xHis-

VanX. En effet VanX peut se polymériser lorsque sa concentration est élevée.263263 

 

Figure 86 : (1) marqueur de poids moléculaire, (2) avant induction, (3) après induction, (4) surnageant, (5) 
première élution après dépôt du surnageant, (6) premier lavage, (7) second lavage, (8) première élution de 6xHis-
VanX, (9) seconde élution de 6xHix- VanX, (10) après ultrafiltration sur microcon 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                      
263 Breece, R. M. Miami University, 2004. 



127 

 

Afin de disposer de suffisamment de protéine recombinante 6xHis-VaŶX pouƌ l’ĠǀaluatioŶ de 

son activité enzymatique plusieurs surexpressions protéiques ont été effectuées selon le 

même protocole [Tableau 3]. 

Tableau 3 : Dosage protéique par la méthode de Bradford 

Gamme  1 2 3 4 5 6 6xHis-VanX (µg/mL) 

BSA 100µg/mL (µL) 0 6,25 25 50 100 200 0 

 

Réactif de Bradford 

(µL) 200 200 
H2O stérile distillée 

(µL) qsp 800 760 

Absorbance 0 
0,02

7 0,12 0,238 0,428 0,937 0,38 
Concentrations 

(µg/mL) 0 0,78 3,12 6,25 12,5 25 10,31 
4,
6 6,04 5,14 

 

 

Droite 1 : Droite d'étalonnage du dosage protéique par la méthode de Bradford (A = Absorbance) 
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EvaluatioŶ de l’aĐtivité eŶzǇŵatiƋue 

 VanX est une D-Ala-D-Ala dipeptidase zinc-dépendant. En considérant sa structure 

cristalline publiée par Bussière et al. (1998),264 le site actif de VanX contient un cation Zn2+. Le 

cation Zn2+ de représentation tétraédrique développe deux liaisons avec deux histidines (His-

116 et His-184), une liaison avec un acide aspartique (Asp-123) et une liaison avec une 

moléĐule d’eau.264264 Afin mettre le cation Zn2+ dans le site actif de la protéine recombinant 

6xHis-VanX, nous avons utilisé les conditions proposées par Wu et al.265265 La protéine 

recombinante a été mise en solution dans un tampon phosphate à pH 7,4 avec ZnCl2 7,5 mM. 

Pouƌ Ġǀalueƌ l’aĐtiǀitĠ eŶzǇŵatiƋue de VaŶX ǀis-à-vis de son substrat naturel, nous avons 

procédé à la mesure des spectres RMN du 1H (400 MHz, D2OͿ. Il a ĠtĠ ƋuestioŶ de s’assuƌeƌ de 

la disparition du dipeptide D-Ala-D-Ala aǀeĐ l’appaƌitioŶ de l’aĐide aŵiŶĠ D-Ala dans le tube 

ĐoŶteŶaŶt l’eŶzǇŵe eŶ ĐoŶsidĠƌaŶt les piĐs des douďlets des gƌoupes ŵĠthǇles. L’aŶalǇse 

expérimentale des spectres RMN réalisées montre les méthyles du dipeptide respectivement 

à 1,53 ppm et 1,33 ppm, et le méthyle de la D-Alanine à 1,45 ppm.  

AfiŶ de s’assuƌeƌ Ƌu’il Ŷ’Ǉ a pas d’hǇdƌolǇse spoŶtaŶĠe, uŶ tuďe témoin négatif sans enzyme a 

été préparé. Plusieurs essais ont été réalisés selon le protocole de Hsieh et al.266 mais les 

pƌeŵieƌs essais Ŷ’oŶt ŵoŶtƌĠ auĐuŶe aĐtiǀitĠ eŶzǇŵatiƋue de la pƌotĠiŶe ƌeĐoŵďiŶaŶte ǀis-à-

vis du dipeptide D-Ala-D-Ala à raison de 5 µM de VanX pour 1 mM de dipeptide. Nous avons 

doŶĐ pƌoĐĠdĠ ă des Ġtapes d’ultƌafiltƌatioŶs puis de lǇophilisatioŶ et Ŷous aǀoŶs eŶsuite ĠǀaluĠ 

l’aĐtiǀitĠ eŶzǇŵatiƋue de ϲǆHis-VaŶX ă uŶe ĐoŶĐeŶtƌatioŶ de ϮϬ µM. L’Ġtape d’ultƌafiltƌatioŶ 

avec le tampon phosphate 25 mM, pH 7,4 a été cruciale pouƌ ƌestauƌeƌ l’aĐtiǀitĠ eŶzǇŵatiƋue 

de la pƌotĠiŶe ƌeĐoŵďiŶaŶte. Elle a peƌŵis d’ĠliŵiŶeƌ des tƌaĐes de sels et/ou d’iŵidazole Ƌui 

iŶhiďeƌaieŶt l’aĐtiǀitĠ de ϲǆHis-VaŶX. L’eǆĐğs d’iŵidazole ǀieŶt du taŵpoŶ d’ĠlutioŶ de la 

protéine recombinante qui contieŶt de l’iŵidazole ă ϮϱϬ ŵM. L’iŵidazole seƌt ă dĠplaĐeƌ 

l’histidiŶe de la pƌotĠiŶe ƌeĐoŵďiŶaŶte ϲǆHis-VaŶX, et eŶ peƌŵettƌe l’ĠlutioŶ. DaŶs Đes 

Ŷouǀelles ĐoŶditioŶs, uŶe hǇdƌolǇse du dipeptide a ĠtĠ oďseƌǀĠe, ŵais elle Ŷ’a pas ĠtĠ totale 

au bout de 24 h, variant de 7 à 40 % [Tableau 4]. Dans le tube témoin négatif, aucune hydrolyse 

spoŶtaŶĠe Ŷ’a ĠtĠ ĐoŶstatĠe.266 

                                                      
264 Bussiere, D. E.; Pratt, S. D.; Katz, L.; Severin, J. M.; Holzman, T.; Park, C. H. Mol. Cell 1998, 2 (1), 75–84. 
265Bussiere, D. E.; Pratt, S. D.; Katz, L.; Severin, J. M.; Holzman, T.; Park, C. H. Mol. Cell 1998, 2 (1), 75–84. 
266 Hsieh, M. L.; Tseng, M. J.; Tseng, M. C.; Chu, Y. H. Anal. Biochem. 2006, 354 (1), 104–110. 
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Si, ŵalgƌĠ l’ultƌafiltƌatioŶ, l’aĐtiǀitĠ de ϲHis-VaŶX Ŷ’a pas ĠtĠ totaleŵeŶt ƌestauƌĠe au ďout de 

24 h, nous pensoŶs Ƌue la Ƌueue ϲǆHis pouƌƌait eŶtƌaǀeƌ l’aĐtiǀitĠ de VaŶX. CeƌtaiŶs auteuƌs 

de paƌ le passĠ aǀaieŶt ĐoŶĐlu Ƌu’uŶe Ƌueue ϲǆHis, du fait de sa petite taille, Ŷ’eŶtƌaǀe Ŷi les 

ĐaƌaĐtĠƌistiƋues ďioĐhiŵiƋues, Ŷi l’aĐtiǀitĠ eŶzǇŵatiƋue des pƌotĠiŶes ƌeĐoŵďiŶaŶtes 

auxquelles elles sont liées.267,268267268 Toutefois W. Booth et al. (2018) ont récemment publié 

des Ġtudes eǆpĠƌiŵeŶtales Ƌui ŵoŶtƌeŶt Ƌue la Ƌueue histidiŶe est Đapaďle d’iŶfluencer la 

stabilité de certaines protéines recombinantes.269269 Dans la plupart des His-protéines 

analysées par W. Booth et al. (2018), la queue Histidine entraine une baisse de la stabilité 

theƌŵiƋue Ƌui pouƌtaŶt est uŶ Đƌitğƌe iŵpoƌtaŶt daŶs l’Ġtude des pƌopƌiĠtĠs ďioĐhiŵiƋues des 

protéines. Nous en avons donc conclu Ƌue la Ƌueue ϲǆHis iŶflueŶĐe ŶĠgatiǀeŵeŶt l’aĐtiǀitĠ D-

Ala-D-Ala dipeptidase de VanX.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                      
267 Uhlén, M.; Forsberg, G.; Moks, T.; Hartmanis, M.; Nilsson, B. Curr. Opin. Biotechnol. 1992, 3 (4), 363–369. 
268 Gräslund, S.; Nordlund, P.; Weigelt, J.; Martin Hallberg, B.; Bray, J.; Gileadi, O.; Knapp, S.; Oppermann, U.; 
Arrowsmith, C.; Hui, R.; et al. Shigeyuki Yokoyama 2008, 18 (2), 135–146. 
269 Booth, W. T.; Schlachter, C. R.; Pote, S.; Ussin, N.; Mank, N. J.; Klapper, V.; Offermann, L. R.; Tang, C.; 
Hurlburt, B. K.; Chruszcz, M. ACS Omega 2018, 3 (1), 760–768. 
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Tableau 4  : Evaluation qualitative de l'activité enzymatique de 6xHis-VanX après 24 h 

6His-VanX (µg) 5,16 2,3 2,07 

ZnCl2 16 mM 

(µL) 

200 200 200 

D-Ala-D-Ala  

62 mM (µL) 

7.26 100 100 

Spectres RMN 

du 1H 

   

Spectre RMN du 

1H Témoin 

négatif 

 

% d’hǇdƌolǇse 40 % 9 % 9 % 

 

 Nous avons alors décidé de produire une protéine recombinante VanX native sans 

queue histidine. Pour la surexpression et la purification de cette protéine nous avons utilisé le 

vecteur pETSUMO (SUMO : Sŵall UďiƋuitiŶ like ModifieƌͿ. Ce Đhoiǆ s’eǆpliƋue paƌ deuǆ 

raisons : la première est que ce vecteur permet un clonage dit « TA-cloning », avec une 

simplification considérable des étapes de clonages. En effet, il Ŷ’est plus utile de ŵettƌe suƌ le 

pƌoduit PCR des sites de ƌestƌiĐtioŶs pouƌ les eŶzǇŵes de ƌestƌiĐtioŶs, suppƌiŵaŶt aiŶsi l’Ġtape 

de digestion avant ligature. La seconde raison est que ce vecteur peƌŵet d’oďteŶiƌ uŶe 

protéine VanX native après SUMO-protéolyse. 
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2.2. Clonage, surexpression protéine et évaluation enzymatique de VanX native 

AŵplifiĐatioŶ du gğŶe d’iŶtĠƌġt vanX 

 A paƌtiƌ de l’ADN d’E. faecium précédemment extrait, l'amplification du gène vanX a 

été réalisée en utilisant les amorces vanX-F (amorce sens) et vanX-R (amorce antisens) et 

l'eŶzǇŵe GoTaƋ® GϮ fleǆi DNA polǇŵeƌase, Ƌui possğde uŶe aĐtiǀitĠ ϱ’ϯ’ eǆoŶuĐlĠasiƋue. 

L'activité exonucléase 5'3' laisse un surplomb aux extrémités 3' du produit PCR qui 

peƌŵettƌa uŶ ĐloŶage diƌeĐt. De plus, ă Đes eǆtƌĠŵitĠs ϯ’, la taƋ polǇŵeƌase ajoute le plus 

souǀeŶt uŶe adĠŶosiŶe ;AͿ Ƌui est ŶĠĐessaiƌe pouƌ l’Ġtape de « TA cloning » dans le vecteur 

pETSUMO. L’aŵplifiĐatioŶ a ĠtĠ ǀĠƌifiĠe ă l'aide d'uŶe Ġlectrophorèse sur gel d'agarose à 1,5%. 

L’aŵpliĐoŶ de taille d’eŶǀiƌoŶ ϲϬϬ pď, ĐoƌƌespoŶdaŶt ă la taille thĠoƌiƋue de vanX (603 pb) a 

été détecté légèrement au-dessus de 500 pb [Figure 87]. 

 

Figure 87 : Electrophorèse sur gel d'agarose 1,5% : (1) Marqueur de taille 0,5-10 kb, (2) amplicon vanX de E. 
faecium vanA 

Clonage TA ou « TA cloning », séquençage 

 Le vecteur pET SUMO [Figure 88] a été conçu afin de faciliter le clonage des produits  

PCR pour la surexpression protéique régulée dans E. coli. Le produit PCR a été purifié avec le 

kit « QIAƋuiĐk PCR PuƌifiĐatioŶ ;QIAGENͿ» et la ĐoŶĐeŶtƌatioŶ ŵesuƌĠe ă l’aide de l’appaƌeil « 

NanoDrop One ». La ligation du plasmide « pET SUMO ϱ’-T libre » et de l’iŶseƌt « ǀaŶX ϯ’-A 

libre » a été ensuite réalisée dans un rapport 1/1 [Figure 89]. 

             

0,5 kb 

         (1) (2)  
10 kb 
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Figure 88 : Carte du plasmide pETSUMO avec les sites de fixation des amorces mis en évidence en violet 
[https://www.snapgene.com/resources/plasmid-files/] 

 

 
 

 

https://www.snapgene.com/resources/plasmid-files/
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Figure 89 : Représentation schématique du clonage TA ou "TA-cloning" 

Le produit de ligation a été utilisé pour la transformation dans des cellules chimiocompétentes 

One Shot MaĐhϭ ™ -T1R, fournies avec le kit de pET SUMO. Ces cellules chimiocompétentes 

permettent une transformation rapide et efficace. Les transformants ont été mis en culture 

sur boites de gélose LB additionnée de 50µg/mL de kanamycine. Leur analyse a été réalisée 

par PCR avec les amorces SUMO Forward (amorce sens) et T7 Reverse (amorce antisens) et 

plusieuƌs ĐoloŶies positiǀes oŶt ĠtĠ ideŶtifiĠes. L’ĠleĐtƌophoƌğse suƌ gel d’agaƌose ă ϭ,ϱ% a 

révélé un amplicon situé légèrement en dessous de 1000 pb, correspondant à la taille (~ 860 

pb) de la séquence amplifiée par les 2 amorces SUMO-Forward et T7 Reverse [Figure 90]. Après 

vérification de la construction pET SUMOΩvanX, les plasmides de plusieurs colonies positives 

ont été extraits avec le kit « GeneJET Plasmid Miniprep ». La concentration des plasmides a 

eŶsuite ĠtĠ ŵesuƌĠe ă l’aide du « NaŶoDƌop OŶe » [Tableau 5]. 

 

Figure 90 : Electrophorèse sur gel d'agarose 1,5% : (1) et (4) Marqueur de taille 0,5-10 kb, PCR sur colonies 
positives daŶs les puits Ϯ, ϯ, ϱ et ϲ, ĐoloŶies ŶĠgatives aveĐ pETSUMO ĐǇĐlisĠ saŶs le gğŶe d’iŶtĠƌġt daŶs les puits 
3 et 7. 

Tableau 5 : Dosage au nanodrop des plasmides extraitts des différentes colonies positives 

N° de colonies 

positives  

1 2 3 4 5 6 7 8 

C (ng/µL) 105,9 110 22,1 65,3 58,8 55 142,5 95,6 

 

 

(1)(2)(3)                  (4)(5)(6)(7) 

pET SUMOΩvanX 

pET SUMO  

10 kb 

1 kb 
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 Deux constructions ont été retenues pour la suite des manipulations. Il s’agit de Đelles 

issues des ĐoloŶies ϲ et ϴ. La suƌeǆpƌessioŶ pƌotĠiƋue a ŶĠĐessitĠ d’autƌes tǇpes de Đellules 

ĐoŵpĠteŶtes. La tƌaŶsfoƌŵatioŶ des ĐoŶstƌuĐtioŶs pET SUMOΩvanX a donc été effectuée 

dans les bactéries E. coli BL21 (DE3). Ces bactéries chimiocompétentes sont déficientes en 

protéases OmpT (mutation) et Ion (absence totale), ce qui améliore la stabilité des protéines 

surexprimées dans celles-Đi. De plus, Đes ďaĐtĠƌies soŶt spĠĐifiƋues pouƌ l’eǆpƌessioŶ de gğŶes 

régulés par le promoteur T7. La croissance bactérienne observée sur milieu sélectif de gélose 

LB à 50µg/mL de kanamycine témoigne de la transformation des souches BL21. Une PCR de 

ĐoŶfiƌŵatioŶ de la pƌĠseŶĐe des ĐoŶstƌuĐtioŶs pET SUMOΩvanX a été réalisée avec les 

amorces SUMO Forward et T7 Reverse [Figure 91].  

 

Figure 91 : Electrophorèse sur gel d'agarose 1,5% : (1) Marqueur de taille 0,5-10 kb, PCR à partir de colonies E. 
coli positives dans les puits 2 et 3. 

AfiŶ de s’assuƌeƌ de l’adĠƋuate iŶseƌtioŶ de ǀaŶX et de l’aďseŶĐe de ŵutatioŶ daŶs le gğŶe, 

les produits PCR ont été envoyés pour séquençage. Les résultats ont montré une séquence 

correcte de vanX daŶs le plasŵide et uŶe aďseŶĐe de ŵutatioŶs. L’aligŶeŵeŶt de gènes 

montre que la séquence du gène vanX est identique à celle du gène vanX localisé dans le 

tƌaŶsposoŶ TŶϭϱϰϲ d’E. faecium [Figure 92]. 

 

(1) (2)  (3) 

1 kb 
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Figure 92 : Résultats du séquençage des E. coli BL21 (DE3) transformées : Alignement de séquence sur 
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi  

Surexpression protéique, SUMOprotéolyse, purification de VanX native 

 L’eǆpƌessioŶ de la pƌotĠiŶe daŶs le sǇstğŵe pET SUMO ŶĠĐessite uŶe iŶduĐtioŶ aǀeĐ 

de l'IPTG. Le teŵps optiŵal d’iŶduĐtioŶ paƌ IPTG a ĠtĠ préalablement estimé à 4 heures. 

Lorsque la culture d'E. coli BL21 (DE3) clone 8, en milieu liquide LB avec 50 µg/mL de 

kanamycine, a atteint une DO située entre 0,4 et 0,6, l'IPTG a été ajouté pour une 

concentration finale de 1 mM. Après incubation sous agitation (200 rpm) à 37 °C durant 4h, la 

culture bactérienne a ensuite été centrifugée à 10 000 rpm pendant 10 minutes à 4°C et 

congelée à -80°C pour réaliser la purification de la protéine. La protéine recombinante 

possède en N-terminal un motif de six histidines consécutives grâce auquel sa purification 

Enterococcus faecium strain V346 transposon Tn1546, partial sequence 

Sequence ID: KX530812.1Length: 11331 Number of Matches: 1 

 

Score Expect Identities Gaps Strand

1127 bits(610) 0.0 610/610(100%) 0/610(0%) Plus/Plus

Query  95    ATGGAAATAGGATTTACTTTTTTAGATGAAATAGTACACGGTGTTCGTTGGGACGCTAAA  154 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  8717  ATGGAAATAGGATTTACTTTTTTAGATGAAATAGTACACGGTGTTCGTTGGGACGCTAAA  8776 

 

Query  155   TATGCCACTTGGGATAATTTCACCGGAAAACCGGTTGACGGTTATGAAGTAAATCGCATT  214 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  8777  TATGCCACTTGGGATAATTTCACCGGAAAACCGGTTGACGGTTATGAAGTAAATCGCATT  8836 

 

Query  215   GTAGGGACATACGAGTTGGCTGAATCGCTTTTGAAGGCAAAAGAACTGGCTGCTACCCAA  274 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  8837  GTAGGGACATACGAGTTGGCTGAATCGCTTTTGAAGGCAAAAGAACTGGCTGCTACCCAA  8896 

 

Query  275   GGGTACGGATTGCTTCTATGGGACGGTTACCGTCCTAAGCGTGCTGTAAACTGTTTTATG  334 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  8897  GGGTACGGATTGCTTCTATGGGACGGTTACCGTCCTAAGCGTGCTGTAAACTGTTTTATG  8956 

 

Query  335   CAATGGGCTGCACAGCCGGAAAATAACCTGACAAAGGAAAGTTATTATCCCAATATTGAC  394 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  8957  CAATGGGCTGCACAGCCGGAAAATAACCTGACAAAGGAAAGTTATTATCCCAATATTGAC  9016 

 

Query  395   CGAACTGAGATGATTTCAAAAGGATACGTGGCTTCAAAATCAAGCCATAGCCGCGGCAGT  454 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  9017  CGAACTGAGATGATTTCAAAAGGATACGTGGCTTCAAAATCAAGCCATAGCCGCGGCAGT  9076 

 

Query  455   GCCATTGATCTTACGCTTTATCGATTAGACACGGGTGAGCTTGTACCAATGGGGAGCCGA  514 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  9077  GCCATTGATCTTACGCTTTATCGATTAGACACGGGTGAGCTTGTACCAATGGGGAGCCGA  9136 

 

Query  515   TTTGATTTTATGGATGAACGCTCTCATCATGCGGCAAATGGAATATCATGCAATGAAGCG  574 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  9137  TTTGATTTTATGGATGAACGCTCTCATCATGCGGCAAATGGAATATCATGCAATGAAGCG  9196 

 

Query  575   CAAAATCGCAGACGTTTGCGCTCCATCATGGAAAACAGTGGGTTTGAAGCATATAGCCTC  634 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  9197  CAAAATCGCAGACGTTTGCGCTCCATCATGGAAAACAGTGGGTTTGAAGCATATAGCCTC  9256 

 

Query  635   GAATGGTGGCACTATGTATTAAGAGACGAACCATACCCCAATAGCTATTTTGATTTCCCC  694 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  9257  GAATGGTGGCACTATGTATTAAGAGACGAACCATACCCCAATAGCTATTTTGATTTCCCC  9316 

 

Query  695   GTTAAATAAA  704 

             |||||||||| 

Sbjct  9317  GTTAAATAAA  9326 

 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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avec le kit Ni-NTA a été effectuée. Elle possède aussi en aval de la séquence 6-histidine, une 

protéine SUMO. La structure tertiaire de cette protéine est reconnue par la SUMO protéase 

et clivée de façon spécifique. Après la purification sur colonne Ni-NTA, une étape de 

concentration de la protéine recombinante sur microcon 30K a été réalisée. Une étape 

d’ĠĐhaŶge de taŵpoŶ a ĠtĠ effeĐtuĠe ă la suite de l’Ġtape de ĐoŶĐeŶtƌatioŶ afiŶ de ƌĠĐupĠƌeƌ 

la protéine daŶs le taŵpoŶ adĠƋuat Ƌui peƌŵet l’Ġtape de pƌotĠolǇse paƌ la SUMO-protéase. 

Des fƌaĐtioŶs de ĐhaƋue Ġtape oŶt ĠtĠ ĠĐhaŶtilloŶŶĠes pouƌ l’aŶalǇse SDS-PAGE. Plusieurs 

expériences de surexpression de la protéine recombinante 6xHis-SUMOVanX ont été 

effectuées et les ĐoŶĐeŶtƌatioŶs des pƌotĠiŶes oŶt ĠtĠ ŵesuƌĠes ă l’aide du « NaŶoDƌop OŶe 

» [Tableau 6].  

Tableau 6 : Dosage des protéines recombinantes 6xHis-SUMOVanX au "NanoDrop One" 

N° des essais  1 2 3 4 5 6 7 

C(µg/µL) 0,14 0,222 0,444 1 0,286 0,209 0,44 

 

 La SUMO-pƌotĠolǇse a ĠtĠ diffiĐile ă ŵettƌe eŶ œuǀƌe. EŶ effet elle Ġtait iŶĐoŵplğte 

ŵġŵe apƌğs ϭϴ h ă ϯϬ °C. C’est eŶ opĠƌaŶt à 30 °C pendant 72 h que la SUMO-protéolyse a 

ĠtĠ totale. L’Ġtape de puƌifiĐatioŶ de VaŶX Ŷatiǀe paƌ ĐoloŶŶe Ni-NTA a ensuite été réalisée. 

Cependant cette étape de purification par la colonne Ni-NTA Ŷ’a pas peƌŵis d’oďteŶiƌ la 

protéine VanX native. En effet, la ďaŶde spĠĐifiƋue de VaŶX Ŷatiǀe Ŷ’a pas ĠtĠ dĠteĐtĠe apƌğs 

aŶalǇse de toutes les fƌaĐtioŶs d’ĠlutioŶ. VaŶX se seƌait dĠgƌadĠ suƌ la ĐoloŶŶe. Nous aǀoŶs 

donc opté pour une purification de VanX par des ultrafiltrations successives sur microcon 10K, 

peƌŵettaŶt la sĠleĐtioŶ de la pƌotĠiŶe VaŶX Ŷatiǀe. Cette façoŶ d’opĠƌeƌ a peƌŵis d’oďteŶiƌ la 

pƌotĠiŶe VaŶX Ŷatiǀe, ǀisiďle suƌ l’aŶalǇse SDS-PAGE aux environ de 23 kDa, correspondant au 

poids moléculaire théorique de VanX. Quant à la partie 6xHis SUMO, elle a été détectée aux 

environs de 13 KDA, en adéquation avec la taille de ce fragment [Figure 93].  
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Figure 93 : (1) marqueur de poids moléculaire, (5) 6xHis-SUMO-VanX, (6) 6xHis-SUMO-VanX, (9) VanX et 6xHis-
SUMO 

 Les bandes de 6xHis-SUMOVanx, 6xHis-SUMO, et VanX native ont été analysées par 

spectrométrie de masse MALDI-TOF. Les résultats confirment la masse et la séquence en 

acides aminés de chaque bande [Tableau 7]. Un échange de tampon et une concentration de la 

protéine VanX native ont été effectuées sur microcon 10K afin de la récupérer dans le tampon 

idĠal pouƌ l’ĠǀaluatioŶ de soŶ aĐtiǀitĠ eŶzǇŵatiƋue.270271272 

Tableau 7 : Masses théoriques/Masses expérimentales MALDI-TOF 

 6xHis-SUMOVanX VanX native 6xHis-SUMO 

MM théorique (Da) 36200-36400 23200-

23400270,271 

13000272 

MM expérimentale MS/MS (Da) 36754,98 23365,35 13407 

 

EvaluatioŶ de l’aĐtivité eŶzǇŵatiƋue de VaŶX Ŷative 

 La protéine VanX native est une D-Ala-D-Ala dipeptidase. L’oďjeĐtif de l’Ġtude 

enzymatique a été de vérifier que la protéine produite possède bien cette activité 

enzymatique comme précédemment. La mesure des spectres RMN du 1H (400 MHz, D2O) a 

ĠtĠ ƌĠalisĠe pouƌ s’assuƌeƌ de la dispaƌitioŶ du dipeptide D-Ala-D-Ala aǀeĐ l’appaƌitioŶ de 

l’aĐide aŵiŶĠ D-Ala daŶs le tuďe ĐoŶteŶaŶt l’eŶzǇŵe. Il s’est agi ĠgaleŵeŶt de s’assuƌeƌ Ƌu’il 

Ŷ’Ǉ a pas d’hǇdƌolǇse spoŶtaŶĠe daŶs le tuďe tĠŵoiŶ. Le speĐtƌe RMN du 1H réalisé a permis 

                                                      
270 Crowder, M. W. Infect. Disord. Drug Targets 2006, 6 (2), 147–158. 
271 Golich, F. C.; Sigdel, T.; Breece, R. M.; Detar, L.; Herron, L. R.; Crowder, M. W. Anal. Biochem. 2004, 331 (2), 
398–400. 
272 invitrogen. Champion TM PET SUMO 2010. 

 
(1)  (2)  ..(3)   (4)  (5)    (6)  (7)     (8)  (9)  (10) 

38 kDA 
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d’oďseƌǀeƌ la foƌŵatioŶ de l’aĐide aŵiŶĠ D-Ala dont le groupe méthyle a été identifié à 1,47 

ppŵ. L’hǇdƌolǇse paƌ l’eŶzǇŵe VaŶX Ŷatiǀe a ĠtĠ totale au ďout de ϭϲ h eŶ utilisaŶt 

pratiquement les mêmes quantités utilisées avec 6xHis-VaŶX, ă saǀoiƌ ϮϬ µM d’eŶzǇŵe pouƌ 

20 mM de dipeptide [Tableau 8].  

Tableau 8: Evaluation qualitative de l'activité de VanX native 

VanX native 

(µg) 

ZnCl2 16 mM 

(µL) 

D-Ala-D-Ala 

100 mM (µL) 

Spectre RMN  Spectre RMN 

temoin négatif 

Pourcentage 

d’hǇdƌolǇse 

2,62 20 10 

 
 

100 % 

 

3. SǇŶthğse d’uŶ dĠƌivĠ ŶiĐotiŶate auto-immolable 

 L’appliĐatioŶ de la tƌiple platefoƌŵe eǆtƌaite des dérivés azaisatoïques auto-

immolables à la détection de la résistance à la vancomycine se traduit par la synthèse de 

molécules prochromophores auto-immolables dont la « gâchette » est un dipeptide D-Ala-D-

Ala. Le pƌiŶĐipe de l’auto-iŵŵolatioŶ s’appuie suƌ la ƌeĐoŶŶaissaŶĐe et l’hǇdƌolǇse de la 

« gâchette » paƌ l’eŶzǇŵe de ƌĠsistaŶĐe VaŶX, eŶtƌaiŶaŶt la liďĠƌatioŶ d’uŶ atoŵe d’azote 

ŶuĐlĠophile Đapaďle d’attaƋueƌ la foŶĐtioŶ ĐaƌďoŶǇle de l’esteƌ ă pƌoǆiŵitĠ. Il s’eŶsuit aloƌs 

une cyclisation du système autoimmolable avec libération du chromophore [Figure 94]. 

 

 

Figure 94 : Concept 
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Pour apporter la preuve de ce concept, nous nous sommes fixé comme objectif la synthèse 

d’uŶ dĠƌiǀĠ ŶiĐotiŶate suďstituĠ eŶ positioŶ ϰ paƌ uŶe D-alanine protégé sur sa fonction amine. 

Ce dérivé sera ensuite déprotégé pour vérifier la cyclisation intramoléculaiƌe doŶĐ l’auto-

immolation du système [Figure 95]. Pour la synthèse de ce dérivé nous avons eu recours à 

plusieurs stratégies.  

 

Figure 95 : Preuve de concept envisagée 

 AfiŶ d’aǀoiƌ uŶ dĠƌiǀĠ Ƌui Ŷous peƌŵette d’appoƌteƌ la preuve de concept avancé dans 

cette thèse, nous nous sommes donné comme objectif la synthèse du dérivé 1 à partir du 2-

ĐhloƌoŶiĐotiŶate d’ĠthǇle 2 paƌ uŶe ƌĠaĐtioŶ d’oƌtho-métallation [Figure 96]. 

 

Figure 96 : Retrosynthèse du dérivé 1 

Le choix de la base 

 Pour apporter la preuve de concept, nous avons envisagé la fonctionnalisation du 2-

ĐhloƌoŶiĐotiŶate d’ĠthǇle paƌ oƌtho-ŵĠtallatioŶ. L’oƌtho-métallation est une réaction 

régiosélective de fonctionnalisation de noyaux aromatiques et hétéroaromatiques.273273 C’est 

uŶe ƌĠaĐtioŶ de dĠpƌotoŶatioŶ eŶ oƌtho d’uŶ gƌoupe diƌeĐteuƌ ;GDͿ paƌ uŶe ďase foƌte. Le 

groupe-directeur doit contenir un hétéroatome dont la capacité à développer des liaisons de 

ĐooƌdiŶatioŶ aǀeĐ le Lithiuŵ de l’alkǇllithiuŵ et/ou l’effet iŶduĐtif du GD oƌieŶteŶt la 

métallation en ortho du GD [Figure 97]. La dĠpƌotoŶatioŶ Ƌui a lieu est la ĐoŶsĠƋueŶĐe d’uŶ 

phénomène appelé « Complex Induce Proximity Effect » (CIPE).274,275274275 

                                                      
273 Snieckus, V. VICTOR SNIECKUS; 1990; Vol. 90. 
274 Beak, P.; Meyers, A. I. Acc. Chem. Res. 1986, 19 (11), 356–363. 
275 Whisler, M. C.; MacNeil, S.; Snieckus, V.; Beak, P. Angew. Chem. Int. Ed. April 19, 2004, pp 2206–2225. 
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Figure 97 : Mécanisme d'ortho-ŵĠtallatioŶ ;d’apƌğs [276])276 

 A l’oƌigiŶe Đe soŶt les ďases alkǇllithiĠes ;n-BuLi, t-BuLi, s-BuLi) qui ont été utilisées 

pouƌ l’oƌtho-ŵĠtallatioŶ. Elle soŶt d’ailleuƌs eŶĐoƌe utilisĠes pouƌ l’oƌtho-métallation mais du 

fait de leur forte nucléophilie, des investigations ont été menées et ont permis de développer 

d’autƌes ďases foƌtes Ƌui tolğƌeŶt la pƌĠseŶĐe de gƌoupes seŶsiďles loƌs des ƌĠaĐtioŶs d’oƌtho-

métallation. Ce sont, entre autres, les amidures de lithium comme le 2,2,6,6-

tétraméthylpipéridure de lithium (LiTMP), le diisopropylamidure de lithium (LDA). Les 

amidures de lithium doivent être utilisés à très basse température (le plus souvent -78 °C) et 

sont le plus fréquemment utilisés sous atmosphère inerte comme les alkyllithiens.277,278 L’ğre 

des oƌgaŶoŵagŶĠsieŶs eŶ taŶt Ƌue ďases seƌǀaŶt ă l’oƌtho-métallation a été ouverte par Eaton 

et al. en 1989.279 En 2006, Knochel et al. ont mis au point une base encombrée pour la 

fonctionnalisation regiosélective de composés aromatiques et hétéroaromatiques, le 

TMPMgCl.LiCl encore appelée base de Knochel-Hauser. Cette base est efficace à des 

températures douces variant entre -50 °C et 25 °C, à raison de 1 à 2 équivalents de base 

seulement[Figure 98].280,281 Le TMPMgCl.LiCl pƌĠseŶte d’autƌes aǀaŶtages : elle est soluble dans 

le THF, staďle daŶs le teŵps et ă teŵpĠƌatuƌe aŵďiaŶte, et Đapaďle d’oƌtho-magnésiation sur 

des hétérocycles aromatiques comme la pyridine. Au regard de ces avantages, nous avons 

doŶĐ Đhoisi d’utiliseƌ Đette ďase pouƌ l’oƌtho-métallation du 2-ĐhloƌoŶiĐotiŶate d’ĠthǇle 2. 

277278279280281 

                                                      
276 Clayden, J.; Greeves, N.; Warren, S. ORGANIC CHEMISTRY, Second.; Oxford University Press, 2001. 
277 Plé, N.; Turck, A.; Couture, K.; Quéguiner, G. J. Org. Chem. 1995, 60 (12), 3781–3786. 
278 POONI, Parminder, K.; MERCHANT, Kevin, J.; KERR, Catrina, M. WO2011083316, 2011. 
279 Eaton, P. E.; Lee, C. H.; Xiong, Y. J. Am. Chem. Soc. 1989, 111 (20), 8016–8018. 
280 Krasovskiy, A.; Krasovskaya, V.; Knochel, P. Angew. Chem. Int. Ed. 2006, 45 (18), 2958–2961. 
281 Knochel, P.; Schade, M. A.; Bernhardt, S.; Manolikakes, G.; Metzger, A.; Piller, F. M.; Rohbogner, C. J.; 
Mosrin, M. J. Org. Chem 2011, 7, 1261–1277. 
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Figure 98 : fonctionnalisation de cycles aromatiques et hétéaromatiques : eǆeŵples d’oƌtho-magnésiation 
;d’apƌğs [280,282,283])282283 

Le Đhoiǆ de l’éleĐtƌophile 

 Les dĠƌiǀĠs d’aĐides ĐaƌďoǆǇliƋues tels Ƌue les Đhloƌuƌes d’aĐǇles, les esteƌs, les aŵides 

de WeiŶƌeď, les Ŷitƌiles peƌŵetteŶt d’oďteŶiƌ des ĐĠtoŶes paƌ ƌĠaĐtioŶ aǀeĐ des 

organométalliques.284,285 Au cours de la formation de cétones, la réaction parasite la plus 

fƌĠƋueŶte est la foƌŵatioŶ de l’alĐool teƌtiaiƌe paƌ additioŶ de l’oƌgaŶoŵĠtalliƋue suƌ la 

cétone. La formation de la cétone peut être privilégiée en utilisant des organométalliques 

moins réactifs comme les organocuprates, les organozinciques, les organocadmiens. 

L’eŶĐoŵďƌeŵeŶt stĠƌiƋue de l’oƌgaŶoŵĠtalliƋue et du dĠƌiǀĠ d’aĐide ĐaƌďoǆǇliƋue joueŶt 

également un rôle en faveur de la formation de la cétone [Figure 99]. En tenant compte de ces 

informations, nous avons choisi de procéder à la fonctionnalisation du 2-chloronicotinate 

d’ĠthǇle 2 eŶ utilisaŶt Đoŵŵe ĠleĐtƌophiles des Đhloƌuƌes d’aĐǇles, des esters de méthyle et 

des amides de Weinreb de la D-alanine mono ou di-protégée. 

                                                      
282 Boudet, N.; Lachs, J. R.; Knochel, P. Org. Lett. 2007, 9 (26), 5525–5528. 
283 Wunderlich, S. H.; Rohbogner, C. J.; Unsinn, A.; Knochel, P. Org. Process Res. Dev. 2010, 14 (2). 
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Figure 99: FoƌŵatioŶ de ĐĠtoŶes à paƌtiƌ d’oƌgaŶoŵĠtalliƋues ;d’apƌğs [284,285])284285 

3.1. Ortho-métallation du 2-ĐhloƌoŶiĐotiŶate d’ĠthǇle 2 

 Afin de synthétiser le dérivé nicotinate auto-immolable, qui permettra ensuite de 

dĠŵoŶtƌeƌ le ĐoŶĐept, Ŷous aǀoŶs Đhoisi d’utiliseƌ le TMPMgCl.LiCl. Cette ďase est utilisĠe afiŶ 

d’iŶtƌoduiƌe eŶ position 4 du 2-ĐhloƌoŶiĐotiŶate d’ĠthǇle 2, la D-Alanine protégée. Tout 

d’aďoƌd, l’estĠƌifiĐatioŶ de l’aĐide 2-chloronicotinique commercial daŶs l’ĠthaŶol a peƌŵis 

d’oďteŶiƌ l’esteƌ 2 avec un rendement de 84 % après purification sur colonne [Figure 100].  

 

Figure 100: Estérification de l'acide 2-ĐhloƌoŶiĐotiŶiƋue daŶs l’ĠthaŶol 

 Afin que la D-alanine devienne un électrophile, nous avons synthétisé son chlorure 

d’aĐǇle. UŶe pƌoteĐtioŶ totale de la foŶĐtioŶ aŵiŶe de la D-alanine est essentielle car, ses 

protons en présence de la base TMPMgCl.LiCl peuvent entrainer des réactions acide-base et 

altĠƌeƌ l’effiĐaĐitĠ de la ƌĠaĐtioŶ d’oƌtho-ŵĠtallatioŶ. C’est aiŶsi Ƌue Ŷous aǀoŶs Đhoisi de 

protéger la fonction amine de la D-alaŶiŶe paƌ uŶ gƌoupeŵeŶt phtaliŵide. Le Đhoiǆ d’uŶ 

Đhloƌuƌe d’aĐǇle Đoŵŵe ĠleĐtƌophile pouƌ la ƌĠaĐtioŶ d’oƌtho-métallation conduit 

                                                      
284 Shirley, D. A. In Organic Reactions; John Wiley & Sons, Inc.: Hoboken, NJ, USA, 1954; pp 28–58. 
285 Jorgenson, M. J. In Organic Reactions; John Wiley & Sons, Inc.: Hoboken, NJ, USA, 1980; pp 1–98. 
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nécessairement à faire une étape de transmétallation afin de minimiser la formation de 

l’alĐool teƌtiaiƌe. Pouƌ l’Ġtape de tƌaŶsŵĠtallatioŶ, le sel de Đuiǀƌe ;IͿ ;CuCN.ϮLiClͿ a ĠtĠ utilisĠ 

afiŶ de foƌŵeƌ l’oƌgaŶoĐupƌate ŵoiŶs ƌĠaĐtif Ƌue l’oƌgaŶoŵagŶĠsien. 

AfiŶ de testeƌ l’oƌtho-ŵĠtallatioŶ aiŶsi Ƌue l’effiĐaĐitĠ de la ďase TMPMgCl.LiCl et du ƌĠaĐtif 

de tƌaŶsŵĠtallatioŶ CuCN.ϮLiCl, Ŷous aǀoŶs ƌĠalisĠ uŶe pƌeŵiğƌe ƌĠaĐtioŶ d’oƌtho-métallation 

avec le 2-ĐhloƌoŶiĐotiŶate d’ĠthǇle 2 et le chlorure de pivaloyle. Nous nous sommes inspiré du 

pƌotoĐole d’oƌtho-zincation de S. Wunderlich et al. [Figure 101].283,286 En utilisant moins de 2 

équivalents de base, la métallation est incomplète même au bout de 4 h à -40 °C. Nous avons 

donc ƌĠalisĠ l’oƌtho-métallation avec 2 équivalents de base pendant 2 h à -ϰϬ °C, suiǀie d’uŶe 

tƌaŶsŵĠtallatioŶ au Đuiǀƌe peŶdaŶt Ϯϱ ŵiŶ. L’ajout du Đhloƌuƌe de piǀaloǇle aďoutit au dĠƌiǀĠ 

suďstituĠ eŶ positioŶ ϰ paƌ le Đhloƌuƌe de piǀaloǇle. L’aŶalǇse RMN ƌĠǀèle un taux de 

conversion de plus de 90 % [Figure 102]. Conforté par ce résultat nous avons appliqué les 

ŵġŵes ĐoŶditioŶs d’oƌtho-métallation en utilisaŶt le Đhloƌuƌe d’aĐǇle 4 de la N-phtaloyl-D-

alaŶiŶe, afiŶ d’oďteŶiƌ le dĠƌiǀĠ suďstituĠ eŶ ϰ paƌ la D-alanine protégée. 286 

 

Figure 101 : Ortho-zincation d'après S. Wunderlich286 

 

 

Figure 102 : Essai d’oƌtho-magnésiation avec le chlorure de pivaloyle comme électrophile 

 AfiŶ de sǇŶthĠtiseƌ le Đhloƌuƌe d’aĐǇle de la N-phtaloyl-D-alanine qui servira 

d’ĠleĐtƌophile, l’aŶhǇdƌide phtaliƋue purifié a ĠtĠ gĠŶĠƌĠ ă paƌtiƌ de l’aŶhǇdƌide phtaliƋue 

commeƌĐial. EŶ effet l’aŶhǇdƌide phtaliƋue ĐoŵŵeƌĐial ĐoŶtieŶt paƌfois des tƌaĐes d’aĐide 

phtaliƋue. Cet aĐide est iŶsoluďle daŶs le diĐhloƌoŵĠthaŶe ĐoŶtƌaiƌeŵeŶt ă l’aŶhǇdƌide 

                                                      
286 Wunderlich, S. Fakultät Für Chemie Und Pharmazie Der Ludwig-Maximilians-Universität, Munich., 2010. 
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phtalique. Ainsi, après la soluďilisatioŶ de l’aŶhǇdƌide phtaliƋue ĐoŵŵeƌĐial daŶs le 

diĐhloƌoŵĠthaŶe, puis la filtƌatioŶ, l’ĠǀapoƌatioŶ du filtƌat a peƌŵis d’oďteŶiƌ l’aŶhǇdƌide 

phtaliƋue saŶs tƌaĐes d’aĐide. Cet aŶhǇdƌide phtaliƋue fƌaiĐheŵeŶt oďteŶu a ĠtĠ ŵis daŶs du 

toluène avec la D-alanine et quelques gouttes de triéthylamine. La N-phtaloyl-D-alanine 3 a 

été obtenue avec un rendement de 92 % [Figure 103].  

 

Figure 103 : Synthèse de N-Phtaloyl-D-alanine 

La ƋuaŶtitĠ ĐatalǇtiƋue de tƌiĠthǇlaŵiŶe aĐĐĠlğƌe la ƌĠaĐtioŶ paƌ foƌŵatioŶ d’uŶ iŶtermédiaire 

d’aŵide ƋuateƌŶaiƌe. La tƌiĠthǇlaŵiŶe ouǀƌe doŶĐ eŶ pƌeŵieƌ l’aŶhǇdƌide phtaliƋue, puis 

l’azote de la D-alaŶiŶe attaƋue l’aŵide ƋuateƌŶaiƌe foƌŵĠ [Figure 104]. 

 

Figure 104 : Mécanisme de formation de la N-phtaloyl-D-alanine 3 

La fonction acide de la N-phtaloyl-D-alanine 3 a eŶsuite ĠtĠ ĐoŶǀeƌtie eŶ Đhloƌuƌe d’aĐǇle eŶ 

pƌĠseŶĐe de Đhloƌuƌe d’oǆalǇle et de ƋuelƋues gouttes de diŵethǇlfoƌŵaŵide ;DMFͿ Đoŵŵe 

ĐatalǇseuƌ de la ƌĠaĐtioŶ de foƌŵatioŶ du Đhloƌuƌe d’aĐǇle. Apƌğs foƌŵatioŶ du Đhloƌuƌe 

d’aĐǇle, le solǀaŶt et l’eǆĐğs de Đhloƌuƌe d’oǆalǇle oŶt ĠtĠ ĠǀapoƌĠs. Les ĠǀeŶtuelles tƌaĐes de 

Đhloƌuƌe d’oǆalǇle oŶt ĠtĠ ĠliŵiŶĠes sous pression réduite [Figure 105].  
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Figure 105 : Synthèse du chlorure de N-phtaloyl-D-alanyle 4 

3.1.1. Ortho-métallation du 2-ĐhloƌoŶiĐotiŶate d’ĠthǇle 2 avec le chlorure de N-

phthaloyl-D-alanyle 4 

Dans cette section, nous avons tenté d’oƌtho-métaller le 2-ĐhloƌoŶiĐotiŶate d’ĠthǇle 2 afin 

d’oďteŶiƌ l’iŶteƌŵĠdiaiƌe 5, substitué en position 4 par le N-phtaloyl-D-alanyle [Figure 106]. 

 

Figure 106 : Dérivé nicotinate auto-immolable 5 

Pour cette ortho-ŵĠtallatioŶ, Ŷous aǀoŶs utilisĠ les ŵġŵes ĐoŶditioŶs Ƌu’aǀeĐ le Đhlorure de 

pivaloyle. L’oƌtho-ŵĠtallatioŶ de l’esteƌ ĠthǇliƋue a ĠtĠ suiǀi d’uŶe tƌaŶsŵĠtallatioŶ au Đuiǀƌe. 

Le Đhƌoƌuƌe d’aĐǇle du N-phthaloyl-D-alanyle 4 a été ensuite ajouté. Malgré plusieurs essais, 

Đette ŵaŶipulatioŶ Ŷ’a pas peƌŵis d’oďteŶiƌ le ĐoŵposĠ esĐoŵptĠ [Figure 107]. Nous avons 

obtenu un mélange de plusieuƌs ĐoŵposĠs. L’aŶalǇse LC-MS montre la présence 

ŵajoƌitaiƌeŵeŶt de ŵatiğƌe pƌeŵiğƌe et le pƌoduit d’hoŵoĐouplage du 2-chloronicotinate 

d’ĠthǇle 2. La foƌŵatioŶ de Đe diŵğƌe pouƌƌait s’eǆpliƋueƌ paƌ la ƌĠaĐtioŶ paƌasite de Wuƌtz. 

Cette réaction est d’autaŶt faǀoƌisĠe Ƌu’il Ǉ a un sel de cuivre (I) dans le milieu réactionnel. 

Pour rémédier ă Đe pƌoďlğŵe, Ŷous aǀoŶs Đhoisi d’utiliseƌ uŶ autƌe ĠleĐtƌophile, l’esteƌ 

méthylique 6 de la N-phtaloyl-D-alaŶiŶe. L’esteƌ ĠtaŶt ŵoiŶs ƌĠaĐtif Ƌue le Đhloƌuƌe d’aĐǇle, il 

Ŷ’Ǉ auƌa pas lieu de pƌoĐĠdeƌ ă uŶe tƌaŶsŵĠtallatioŶ aǀeĐ le sel de Đuiǀƌe ;IͿ. 
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Figure 107 : Ortho-magnésiation du 2-chloronicotinate d'éthyle 2, avec le chlorure N-phtaloyl-D-alanyle 4 comme 
électrophile  

L’estĠƌifiĐatioŶ de la N-phtaloyl-D-alanine 3 dans le méthanol, en présence de 1,5 équivalents 

de Đhloƌuƌe d’oǆalǇle et de DMF eŶ ĐatalǇtiƋue, a peƌŵis d’oďteŶiƌ l’esteƌ 6 au bout de 16 h, 

avec un rendement de 53 % après purification par chromatographie [Figure 108]. 

 

Figure 108 : Estérification de la N-phtaloyl-D-alanine 3 

Avec cet ester méthylique comme électrophile, la fonctionnalisation du 2-chloronicotinate 

d’ĠthǇle 2 a été envisagée sans succès, selon les mêmes modalités expérimentales que 

précédemment [Figure 109]. En effet, nous aboutissons majoritairement aux réactifs de départ. 

Cela peut être expliqué par une non-ƌĠaĐtiǀitĠ de l’oƌgaŶoŵagŶĠsieŶ obtenu vis-à-vis de 

l’esteƌ ŵĠthǇliƋue de la N-phtaloyl-D-alaŶiŶe. La faiďle ƌĠaĐtiǀitĠ de l’esteƌ Ŷ’est pas uŶ 

avantage dans notre cas. En constatant la non-ƌĠaĐtiǀitĠ de l’oƌgaŶoŵagŶĠsieŶ ǀis-à-vis de 

l’esteƌ ŵĠthǇliƋue de la N-phtaloyl-D-alanine, nous avons trouvé non pertinent de tenter la 

foŶĐtioŶŶalisatioŶ aǀeĐ l’aŵide de WeiŶƌeď de la N-phtaloyl-D-alanine. 

 

Figure 109 : Ortho-magnésiation du 2-chloronicotinate d'éthyle 2 avec l'ester méthylique 6 comme électrophile 

Nous aǀoŶs aloƌs eŶǀisagĠ l’utilisatioŶ d’ĠleĐtƌophiles dĠƌiǀĠs de la N-Boc-D-alanine. Pour 

ƌeŵĠdieƌ auǆ pƌoďlğŵes Ƌue pouƌƌaieŶt iŶduiƌe les pƌotoŶs de l’aŵiŶe de la D-alanine lors de 

la métallation. Deux voies sont envisageables, à savoir une double protection par le groupe 
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Boc (t-butoxycarbonyle) ou une déprotonation préalable du proton échangeable du dérivé 

mono-protégé par un groupe Boc.  

3.1.2.  Ortho-métallation du 2-ĐhloƌoŶiĐotiŶate d’ĠthǇle 2 aǀeĐ l’aĐide aminé Boc-Boc-D-

alanine 

Nous, nous sommes donc intéressés dans cette section à la synthèse du dérivé 7 [Figure 110]. 

 

Figure 110 : 2-ĐhloƌoŶiĐotiŶate d’ĠthǇle suďstituĠ eŶ positioŶ ϰ paƌ BoĐ-Boc-D-alanine 11 

A paƌtiƌ de l’aĐide-aminé D-Ala commercial nous avons réalisé une estérification dans du 

méthanol, puis une mono-pƌoteĐtioŶ de l’aŵiŶe. EŶsuite, en utilisant du LiHMDS pour une 

déprotonation à basse température de la D-Ala mono-protégée, nous avons pu obtenir le 

produit di-protégé avec un rendement quasi-quantitatif. Malheureusement, celui-ci se 

déprotège instantanément. Nous avons tenté de le conserver sous azote et à froid. Malgré ces 

conditions, le composé di-protégé redonne le dérivé mono-protégé. Cette déprotection 

iŶstaŶtaŶĠe peut s’eǆpliƋueƌ paƌ la gġŶe stĠƌiƋue générée par les deux groupements Boc 

[Figure 111].  

 

Figure 111 : Synthèse de di-Boc-D-Alanine 11 

Nous aǀoŶs ŶĠaŶŵoiŶs teŶtĠ l’oƌtho-ŵĠtallatioŶ aǀeĐ le ŵĠlaŶge d’ĠleĐtƌophiles ŵoŶo- et di-

pƌotĠgĠs ŵais Đela Ŷ’a pas peƌŵis d’oďteŶiƌ le ĐoŵposĠ 7 [Figure 112]. La réaction de 

déprotection spontanée du groupement Boc pourrait être source de réactions qui génèrent 

des protons et/ou d’autƌes ĐoŵposĠs Đapaďles de ƌĠagiƌ aǀeĐ l’oƌgaŶoŵagŶĠsieŶ ; ce qui 

eǆpliƋue l’oďteŶtioŶ ŵajoƌitaiƌe du ƌĠaĐtif de dĠpaƌt, le Ϯ-ĐhloƌoŶiĐotiŶate d’ĠthǇle 2. 
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Figure 112 : Ortho-magnésiation du 2-ĐhloƌoŶiĐotiŶate d’ĠthǇle 2 substitué en position 4 par di-Boc-D-alanine 11 

3.1.3. Ortho-métallation du 2-ĐhloƌoŶiĐotiŶate d’ĠthǇle 2 aǀeĐ l’aĐide aŵiŶĠ ŵoŶo-

protégé par un Boc 

AďaŶdoŶŶaŶt l’ĠleĐtƌophile di-Boc-D-alanine, nous avons opté pour une ortho-métallation de 

l’esteƌ Ϯ-ĐhloƌoŶiĐotiŶate d’ĠthǇle 2 avec la N-Boc-D-alanine mono-pƌotĠgĠ afiŶ d’oďteŶiƌ le 

dérivé 12[Figure 113]. 

 

Figure 113 : 2-ĐhloƌoŶiĐotiŶate d’ĠthǇle suďstituĠ eŶ positioŶ ϰ paƌ N-Boc-D-alanine 

Certains auteurs proposent une pré-déprotonation de tout proton d’uŶe foŶĐtioŶ amine 

susceptible de perturber la métallation, la réaction acide-base étant cinétiquement plus 

rapide Ƌue la ƌĠaĐtioŶ d’additioŶ.287 Une pré-déprotonatioŶ de l’ĠleĐtƌophile ŵoŶo-protégé 

s’aǀğƌe esseŶtielle. EŶ Ŷous iŶspiƌaŶt de leuƌs tƌaǀauǆ, Ŷous aǀoŶs optĠ pouƌ uŶe oƌtho-

ŵĠtallatioŶ eŶ utilisaŶt Đoŵŵe ĠleĐtƌophile l’esteƌ ŵĠthǇliƋue 9 en prenant le soin de réaliser 

uŶe dĠpƌotoŶatioŶ pƌĠalaďle du pƌotoŶ du NH. Ce pƌotoĐole s’est ƌĠǀĠlĠ plus effiĐaĐe Ƌue les 

précédents.287 

Ortho-métallation du 2-ĐhloƌoŶiĐotiŶate d’éthǇle 2 aveĐ l’esteƌ ŵéthǇliƋue 9 de la D-alanine 

mono-protégée par un Boc  

A partir de la N-Boc-D-alaŶiŶe, d’iodoŵĠthaŶe daŶs le DMF eŶ pƌĠseŶĐe de Ϯ ĠƋuiǀaleŶts de 

K2CO3, l’esteƌ ŵĠthǇliƋue de la D-alanine-N-Boc a été synthétisé par une réaction de type SN2. 

La  purification par chromatographie a donné une huile incolore avec un rendement de 80 % 

[Figure 114]. 

                                                      
287 Liu, J.; Ikemoto, N.; Petrillo, D.; Armstrong, J. D. Tetrahedron Lett. 2002, 43 (46), 8223–8226. 
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Figure 114 : SǇŶthğse de l’ester méthylique de N-Boc-D-alanine 9 

Après ortho-métallation du 2-ĐholoŶiĐotiŶate d’ĠthǇle 2, l’esteƌ ŵéthylique 9 de la N-Boc-D-

alanine-N-Boc préalablement déprotoné pendant 15 min à -10 °C avec 1 équivalent de 

chlorure d'isopropylmagnésium (iPrMgCl), a été additionné. Plusieurs composés ont été 

formés dont le plus abondant (14) a été isolé avec un rendement de 17 % [Figure 115].  

 

Figure 115 : Ortho-magnésiation du 2-ĐhloƌoŶiĐotiŶate d’ĠthǇle 2 aveĐ l’esteƌ ŵĠthǇliƋue de  N-Boc-D-alanine 9 

Ce composé 14 aiŶsi oďteŶu est le ƌĠsultat d’uŶe additioŶ ŶuĐlĠophile de l’oƌgaŶoŵagŶĠsieŶ 

suƌ l’esteƌ ŵĠthǇliƋue 9, suiǀie d’uŶe additioŶ de l’oƌgaŶoŵagŶĠsieŶ suƌ la ĐĠtoŶe foƌŵĠ et 

d’uŶe ĐǇĐlisatioŶ aǀeĐ dĠpƌoteĐtioŶ du gƌoupe BoĐ [Figure 116]. Une fonctionnalisation en 4 du 

ŶoǇau pǇƌidiŶe est doŶĐ possiďle. La douďle additioŶ s’eǆpliƋue paƌ uŶe foƌte ƌĠaĐtiǀitĠ de 

l’oƌgaŶoŵagŶĠsieŶ. EŶ effet, loƌs de la ƌĠaĐtioŶ de foƌŵation de cétone à partir de dérivés 

d’aĐides ĐaƌďoǆǇliƋues et d’oƌgaŶoŵagŶĠsieŶs, l’alĐool teƌtiaiƌe se foƌŵe ŵajoƌitaiƌeŵeŶt. 
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Figure 116 : Mécanisme de formation du dérivé 14 

En recourant à une étape de pré-dĠpƌotoŶatioŶ du pƌotoŶ de l’aŵiŶe, la ƌĠaĐtiǀitĠ de 

l’oƌgaŶoŵagŶĠsieŶ ǀis-à-ǀis d’uŶ esteƌ est ƌestauƌĠe. Ceƌtes plusieuƌs autƌes pƌoduits foƌŵĠs 

Ŷ’oŶt pas pu ġtƌe ideŶtifiĠs, ŵais l’ideŶtifiĐatioŶ du ĐoŵposĠ le plus aďoŶdaŶt fait 

transparaitre ici le comportement habituel des organomagnésiens vis-à-vis des esters. Il est 

doŶĐ possiďle d’eŶǀisageƌ uŶe oƌtho-métallation en utilisant un amide de Weinreb comme 

électrophile pour obtenir la cétone correspondante. 

Ortho-métallation du 2-ĐhloƌoŶiĐotiŶate d’ethǇle 2 aveĐ l’aŵide de WeiŶƌeď 15 de la D-

alanine mono-protégée par un Boc 

A partir de la N-Boc-D-alanine, de N-méthylmopholine (1 équiv), de 1-éthyl-3-(3-

diméthylaminopropyl)carbodiimide (1 équiv) et de chlorhydrate de N,O-

diŵethǇlhǇdƌoǆǇlaŵiŶe ;ϭ ĠƋuiǀͿ, l’aŵide de WeiŶƌeď 15 de la D-alanine-N-Boc a été 

synthétisé, purifié par chromatographie et obtenu avec un rendement de 80 % [Figure 117].  

 

Figure 117 : Synthèse d'amide de Weinreb de N-Boc-D-alanine 15 

UŶe dĠpƌotoŶatioŶ pƌĠalaďle de l’aŵide de WeiŶƌeď a ĠtĠ effeĐtuĠe eŶ ϭϱ ŵiŶ ă -10 °C, avec 

du chlorure d'isopropylmagnésium (iPrMgCl), puis ce mélange réactionnel a été additionné au 

pƌoduit de l’oƌtho-ŵĠtallatioŶ. Plusieuƌs pƌoduits oŶt ĠtĠ foƌŵĠs ă l’issue de Đette ƌĠaĐtioŶ. 
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Nous aǀoŶs teŶtĠ d’isoleƌ les plus aďoŶdaŶts afiŶ de les ĐaƌaĐtĠƌiseƌ, ŵais seul le dérivé 18 a 

été isolé par chromatographie avec un rendement de 10 % [Figure 118].  

 

Figure 118 : Ortho-magnésiation du 2-ĐhloƌoŶiĐotiŶate d’ĠthǇle 2, aveĐ l’aŵide de WeiŶƌeď de N-Boc-D-alanine 
15 

Ce composé majoritaire isolé, confirme la réactivité des organomagnésiens vis-à-vis des 

amides de Weinreb. En effet le passage par un intermédiaire tétraédrique stabilisé empêche 

la douďle additioŶ de l’oƌganomagnésien. Mais une réaction de cyclisation intramoléculaire a 

lieu tout de suite apƌğs la ƌĠaĐtioŶ d’additioŶ. Cette ĐǇĐlisatioŶ iŶtƌaŵolĠĐulaiƌe pouƌƌait 

s’eǆpliƋueƌ paƌ uŶe augŵeŶtatioŶ de la ŶuĐlĠophilie de l’azote dĠpƌotoŶĠ se tƌouǀaŶt eŶgagĠ 

daŶs uŶe liaisoŶ aǀeĐ le ŵagŶĠsiuŵ. AiŶsi, paƌ uŶe ƌĠaĐtioŶ d’addition-ĠliŵiŶatioŶ, l’azote a 

attaƋuĠ le ĐaƌďoŶǇle de l’esteƌ ĠthǇliƋue [Figure 119]. 

 

Figure 119 : Mécanisme de formation du dérivé 18 

En utilisant la base de Knochel-Hauseƌ Đoŵŵe ageŶt d’oƌtho-métallation et des électrophiles 

dérivés de la N-phtaloyl-D-alaŶiŶe, auĐuŶ ƌĠsultat iŶtĠƌessaŶt Ŷ’a ĠtĠ oďteŶu. C’est eŶ utilisaŶt 

les électrophiles de la N-Boc-D-alanine, et en procédant à une déprotonation préalablement, 
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que la position 4 du 2-ĐhloƌoŶiĐotiŶate d’ĠthǇle 2 a pu être fonctionnalisée par ortho-

magnésiation. La molécule majoritaire à savoir le dérivé 18 isolĠe loƌsƋue l’aŵide de WeiŶƌeď 

15 de la N-Boc-D-alanine a été utilisé comme électrophile est particulièrement intéressante. 

La formation de ce composé fait intervenir une réaction de cyclisation intramoléculaire. Cette 

ĐǇĐlisatioŶ iŶtƌaŵolĠĐulaiƌe s’eǆpliƋue d’uŶe paƌt paƌ la ŶuĐlĠophilie de l’azote, d’autƌe paƌt 

paƌ le fait Ƌue l’esteƌ ĠthǇliƋue est uŶ ďoŶ ĠleĐtƌophile et l’ĠthaŶolate uŶ ďoŶ gƌoupe paƌtaŶt. 

Bien que cette cyclisation ne soit pas souhaitable, elle pourrait être considérée comme un 

point positif pour la preuve du concept avancé dans cette thèse. En effet cette cyclisation est 

la pƌeuǀe Ƌue l’azote, ŵġŵe si Ŷous aǀoŶs uŶ aŵiduƌe iĐi, est potentiellement capable 

d’attaƋueƌ l’esteƌ eŶ positioŶ ϯ de la pǇƌidiŶe, aďoutissaŶt ă la foƌŵatioŶ d’uŶ ĐǇĐle ă ϲ 

chaînons. 

DaŶs uŶ pƌeŵieƌ teŵps, il est souhaitaďle d’Ġǀiteƌ Đette ĐǇĐlisatioŶ iŶtƌaŵolĠĐulaiƌe afiŶ 

d’oďteŶiƌ le dĠƌiǀĠ ŶiĐotiŶate auto-immolable qui assure la démonstration, sans ambiguïté, du 

ĐoŶĐept. Pouƌ Đette ƌaisoŶ, il ĐoŶǀieŶt d’utiliseƌ eŶ positioŶ ϯ du ŶoǇau pyridine un ester 

suffisamment stable pour éviter les réactions de cyclisation intramoléculaire et suffisamment 

labile pour permettre une auto-iŵŵolatioŶ apƌğs dĠpƌoteĐtioŶ de l’azote ; Đe Ƌui peƌŵettƌait 

d’appoƌteƌ la pƌeuǀe du ĐoŶĐept. Nous aǀoŶs doŶĐ eŶǀisagĠ d’utiliseƌ le Ϯ-chloronicotinate de 

t-butyle 21 eŶ ĐoŶsidĠƌaŶt Ƌue, l’eŶĐoŵďƌeŵeŶt gĠŶĠƌĠ paƌ le gƌoupe t-butyle empêchera la 

cyclisation intramoléculaire.  

Au regard des médiocres rendements des ortho-magnésiations, nous avons choisi 

d’aďaŶdoŶŶeƌ la ďase de KŶoĐhel-Hauser pour le 2,2,6,6-tétraméthylpipéridure de lithium 

(LiTMP). En effet contrairement à ce que les auteurs avancent,280,288 la base de Knochel-Hauser 

que nous avons synthétisée est stable pendant 3 semaines maximum, avec une baisse 

pƌogƌessiǀe du titƌe de la ďase au fil du teŵps. Nous aǀoŶs doŶĐ dĠĐidĠ d’utiliser une autre 

base, le LiTMP, Ƌui est pƌĠpaƌĠe eǆteŵpoƌaŶĠŵeŶt pouƌ l’oƌtho-métallation. Cette base est 

également connue pour être utilisée dans les ƌĠaĐtioŶs d’oƌtho-métallation. 288 

 

 

                                                      
288 Krasovskiy, A.; Knochel, P. 2006, No. 5, 890–891. 
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3.2. Ortho-lithiation du 2-chloronicotinate de t-butyle 21 

Nous avons évalué dans cette section la synthèse du dérivé 19 [Figure 120]. 

 

Figure 120 : 2-chloronicotinate de t-butyle substitué en position 4 par N-Boc-D-alanine 

Pouƌ l’oƌtho-métallation avec le LiTMP, nous nous sommes inspiré du protocole de Pooni et 

al. [Figure 121]278 Ƌui suggğƌeŶt l’oƌtho-foŶĐtioŶŶalisatioŶ de l’aĐide ϲ-chloronicotinique à partir 

d’uŶe pƌĠpaƌatioŶ eǆteŵpoƌaŶĠe de LiTMP Đoŵŵe ageŶt d’oƌtho-lithiatioŶ et l’aŵide de 

Weinreb N-méthoxy-N-méthylacétamide 15 comme électrophile. 

 

Figure 121 : Ortho-lithiation d'après [278] 

L’aĐǇlatioŶ de l’aĐide Ϯ-chloronicotinique a été effectuée avec 2 équivalents de chlorure 

d’oǆalǇle eŶ pƌĠseŶĐe de DMF eŶ ĐatalǇtiƋue. Le Ϯ-chloronicotinate de t-butyle 21 a été 

synthétisé à partir du chlorure de 2-chloronicotinoyle 20 et de t-butanolate de potassium. 

Après purification sur colonne, il a été obtenu avec un rendement quasi quantitatif [Figure 122]. 

 

Figure 122 : Synthèse de 2-chloronicotinate de t-butyle 21 

Pour la fonctionnalisation du 2-chloronicotinate de t-butyle 21, nous avons dans un premier 

temps appliqué le protocole de Pooni et al. Nous obtenons un mélange de plusieurs produits 

Ƌue Ŷous Ŷ’aǀoŶs pas pu ideŶtifieƌ. Ce ƌĠsultat peut s’eǆpliƋueƌ paƌ le fait Ƌu’il y a un large 

excès de lithien pouvant être la source de plusieurs réactions parasites. Nous avons alors 

dĠĐidĠ de diŵiŶueƌ la ƋuaŶtitĠ de LiTMP ă Ϯ,ϭ ĠƋuiǀaleŶts. EŶ ƌĠalisaŶt l’oƌtho-lithiation avec 
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2,1 équivalents de LiTMP à -78 °C pendant 1 h, le piégeage avec du D2O révèle une conversion 

de 100 % en analyse RMN [Figure 123]. 

 

Figure 123 : Essai d’oƌtho-lithiation de 2-chloronicotinate de t-butyle 21 

Au regard de ce résultat satisfaisant, nous avons procédé à la fonctionnalisation du 2-

chloronicotinate de t-butyle 21 en utilisant ces nouvelles conditions. Ainsi après ortho-

lithiatioŶ, l’amide de Weinreb 15 de la N-Boc-D-alanine préalablement déprotoné a été 

ajoutĠ. La ŵolĠĐule oďteŶue Ŷ’est pas la ĐĠtoŶe atteŶdue ŵais uŶe laĐtoŶe [Figure 124]. 

 

Figure 124 : Ortho-lithiation du 2-chloronicotinate de t-butyle 21 avec l'amide Weinreb de N-Boc-D-alanine 15 

L’hǇpothğse ŵise eŶ aǀaŶt pouƌ eǆpliƋueƌ la foƌŵatioŶ de Đette laĐtoŶe, est la possiďilitĠ d’uŶe 

ƌĠaĐtioŶ iŶtƌaŵolĠĐulaiƌe de l’iŶteƌŵĠdiaiƌe tĠtƌaĠdƌiƋue gĠŶĠƌĠ au Đouƌs de l’oƌhto-

lithiatioŶ. L’atoŵe d’oǆǇgğŶe ĐhĠlatĠ paƌ le lithiuŵ se seƌait additioŶŶeƌ sur le carbonyle de 

l’esteƌ t-butylique [Figure 125].  
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Figure 125 : Mécanisme de formation du dérivé lactone 22 

Les aŶalǇses RMN iŶdiƋueŶt la pƌĠseŶĐe d’uŶ seul diastĠƌĠoisoŵğƌe. L’oďteŶtioŶ de Đƌistauǆ 

et l’aŶalǇse ĐƌistallogƌaphiƋue oŶt peƌŵis de ĐoŶfiƌŵeƌ Ƌu’il s’agit du diastĠƌĠoŵğƌe RR. Nous 

avons tenté de comprendre la formation de cet unique diastéréomère. En effet parmi les 

ĐoŶfoƌŵğƌes de l’aŵide de WeiŶƌeď 15, seules deuǆ d’eŶtƌe eux sont dits privilégiés Đ’est-à-

dire présentant les énergies de conformation les plus basses. Dans ces conformères, le 

suďstituaŶt le plus ǀoluŵiŶeuǆ du ĐaƌďoŶe asǇŵĠtƌiƋue eŶ α du carbonyle, est perpendiculaire 

au carbonyle. En considérant ces deux conformères et la règle de Burgi-Dunitz, selon laquelle 

l’attaƋue ŶuĐlĠophile d’uŶ ĐaƌďoŶǇle se fait daŶs uŶ aŶgle d’eŶǀiƌoŶ ϭϬϳ ° aǀeĐ le ĐaƌďoŶǇle, 

ϰ tƌajeĐtoiƌes de l’attaƋue ŶuĐlĠophile sont possibles [Figure 126]. 

 

Figure 126 : Réprésentation des différentes trajectoires d'addition nucléophile sur 15 

En appliquant le modèle de Felkin-Ahn, selon lequel le nucléophile attaque préférentiellement 

du ĐôtĠ du suďstituaŶt le ŵoiŶs ǀoluŵiŶeuǆ, uŶe seule tƌajeĐtoiƌe pƌiǀilĠgiĠe de l’attaƋue 

nucléophile se dégage, à savoir la trajectoire représentée en vert [Figure 127]. Toutefois, en 

pƌĠseŶĐe d’uŶ ĐhĠlateuƌ de douďlet liďƌe, Đoŵŵe le ŵagŶĠsiuŵ, l’attaƋue ŶuĐlĠophile est 

aloƌs gouǀeƌŶĠe paƌ la ĐhĠlatioŶ. Cette ĐhĠlatioŶ a Đoŵŵe ĐoŶsĠƋueŶĐe la ƌedĠfiŶitioŶ d’uŶ 

Ŷouǀeau plaŶ d’attaƋue du ŶuĐlĠophile, de telle soƌte Ƌue le gƌoupe le plus ǀoluŵiŶeuǆ Ŷ’est 
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plus positionné de façon perpendiculaire au carbonyle, mais il est positionné le plus près 

possiďle de l’oǆǇgğŶe du ĐaƌďoŶǇle [Figure 127]. De plus, la chélation conduit à une haute 

diastĠƌĠosĠleĐtiǀitĠ. C’est doŶĐ le ŵĠĐaŶisŵe iŶduit paƌ la pƌĠseŶĐe du ĐhĠlateuƌ Ƌui eǆpliƋue 

la formation du diastéréoisomère RR. 

 

Figure 127 : Attaque nucléophile selon le modèle de Felkin-Ahn (en vert),  Attaque nucléophile gouvernée par la 
chélation (en rose) 

4. Preuve de ĐoŶĐept de l’auto-immolation et substitution nucléophile sur le dérivé 

lactonique 22 

4.1. Preuve de ĐoŶĐept de l’auto-immolation du système lactonique obtenu 

Le dĠƌiǀĠ laĐtoŶiƋue oďteŶu Ŷ’est pas la ŵolĠĐule Ƌue Ŷous espĠƌioŶs oďteŶiƌ loƌs de la 

fonctionnalisation du 2-chloronicotinate de t-butyle 21. Toutefois, ce dérivé nous a semblé 

intéressant comme molécule pouvant servir à apporter la preuve de concept avancée dans 

cette thèse. Nous avons donc procédé à des traitements acide et basique du dérivé lactonique 

afiŶ de dĠŵoŶtƌeƌ le ĐoŶĐept d’auto-immolation par cyclisation intramoléculaire. En effet en 

ŵilieu aĐide, l’aŵiŶe est dĠpƌotĠgĠe et deǀieŶt aloƌs Đapaďle de s’eŶgageƌ daŶs uŶe attaƋue 

du ĐaƌďoŶǇle aǀeĐ ĐǇĐlisatioŶ du sǇstğŵe paƌ uŶ ŵĠĐaŶisŵe d’additioŶ-élimination [Figure 128]. 
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Figure 128 : Preuve de concept 

Nous avons donc traité le dérivé lactonique 22 avec du HCl 6 M aqueux, deux composés se 

sont formés. Nous avons tenté plusieurs fois de les isoler, sans y parvenir. Nous avons donc 

pƌoĐĠdĠ autƌeŵeŶt, ă saǀoiƌ uŶe dĠpƌoteĐtioŶ de l’aŵiŶe eŶ pƌĠseŶĐe de TFA ;aĐide 

trifluoroacétique) dans le dichlorométhane. Cette façon de proĐĠdeƌ a peƌŵis d’oďteŶiƌ le sel 

de TFA du dérivé lactonique 23 déprotégé avec un rendement quantitatif [Figure 129]. 

 

Figure 129 : Deprotection du dérivé lactonique  22 par le TFA 

Nous aǀoŶs eŶsuite pƌoĐĠdĠ ă des tƌaiteŵeŶts ďasiƋues de Đe sel de TFA. EŶ pƌĠseŶĐe d’uŶe 

base forte comme la soude, le sel se dégrade totalement. En présence de base faible comme 

la triéthylamine, le sel est stable et aucune réaction ne se produit. En présence de base 

inorganique comme le carbonate de potassium (K2CO3) nous avons réussi à isoler un produit 

cyclisé (24) apƌğs uŶe Ġtape de ŶeutƌalisatioŶ et d’eǆtƌaĐtioŶ [Figure 130]. 

 

Figure 130 : Traitement du sel de TFA lactonique par une base inorganique 

Ce produit cyclisé est le ƌĠsultat de l’attaƋue ŶuĐlĠophile de l’azote suƌ la laĐtoŶe. Cette 

cyclisation est la preuve de ĐoŶĐept d’auto-immolation du système pyridinique proposé dans 
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cette thèse [Figure 131]. Malheureusement des problèmes de reproductibilité de cette 

ĐǇĐlisatioŶ oŶt ĠtĠ ƌeŶĐoŶtƌĠs, de telle soƌte Ƌue Ŷous Ŷ’aǀoŶs pas ƌĠussi ă ĐaƌaĐtĠƌiseƌ de 

façon complète le produit de cyclisatioŶ. L’aŶalǇse RMN du pƌotoŶ a ŶĠaŶŵoiŶs peƌŵis de 

ĐoŶfiƌŵeƌ la foƌŵatioŶ de l’ĠŶol 24. En effet après formation de la cétone, la forme énol est 

pƌiǀilĠgiĠe du fait de l’aƌoŵatiĐitĠ.  

 

Figure 131 : Proposition de mécanismeconduisant au produit de cyclisation 24 

Nous avons ensuite tenté un traitement basique du dérivé lactonique avec de la soude 5 M. 

Le dérivé se dégradait lorsque le traitement basique durait plus de 5 h. Un traitement basique 

d’eŶǀiƌoŶ ϭϱ ŵiŶ, suiǀi d’uŶe Ġtape d’aĐidifiĐatioŶ aǀeĐ du HCl ϭM a peƌŵis d’isoleƌ uŶ dĠƌiǀĠ 

lactol 25 [Figure 132] 

 

Figure 132 : Traitement du dérivé lactonique 22 par du NaOH 5 M 
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La formation de ce dérivé lactol 25 pouƌƌait s’eǆpliƋueƌ paƌ deuǆ hǇpothğses. Tout d’aďoƌd, 

elle pouƌƌait s’eǆpliƋueƌ paƌ la foƌŵatioŶ de l’aĐide en position 3 du noyau pyridinique lors de 

l’Ġtape d’aĐidifiĐatioŶ. Cet aĐide ƌĠagiƌait ensuite avec la cétone en position 4 du noyau 

pyridinique et conduirait ainsi au dérivé lactol 25. Le résultat de cette addition serait la 

formation des deux diastéréomères SR et RR [Figure 133]. 

 

Figure 133 : Première hypothèse de la formation du dérivé lactol 25 

La formation du lactol 25 pourrait également s’eǆpliƋueƌ paƌ une substitution nucléophile de 

type SNϮ eŶ ŵilieu ďasiƋue. Loƌs d’uŶe SN2 sur un carbone asymétrique, il y a inversion de 

configuration. Dans le cas du dérivé lactonique 22, la pƌĠseŶĐe d’uŶ seĐoŶd ĐaƌďoŶe 

asymétrique fait que le résultat de la SN2 aboutit à la foƌŵatioŶ de l’uŶiƋue diastĠƌĠoŵğƌe SR 

[Figure 134]. Cette dernière hypothèse concorde avec les analyses RMN qui révèlent la présence 

d’uŶ seul diastéréomère. 
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Figure 134 : Seconde hypothèse de formation du dérivé lactol 25 

4.2. Substitutions nucléophiles sur le dérivé lactonique 22 

 Nous avons également tenté de faire des substitutions nucléophiles sur le dérivé 

lactonique 22. Ces substitutions nucléophiles, si elles fonctionnent, pourraient constituer un 

ŵoǇeŶ d’ouǀƌiƌ et de foŶĐtioŶŶaliseƌ le dĠƌiǀĠ laĐtoŶiƋue aǀeĐ uŶ Đhƌoŵophoƌe [Figure 135]. Si 

cette fonctionnalisation par des SN est possiďle, Đela seƌa iŶtĠƌessaŶt loƌsƋu’il seƌa ƋuestioŶ 

de synthétiser des prochromophores auto-immolables pour la détection de VanX. 

 

Figure 135 : Ouverture du dérivé lactonique 22 par des nucléophiles 

Attaque nucléophile par un alcoolate 

Dans un premier temps, Ŷous aǀoŶs teŶtĠ d’oďteŶiƌ l’esteƌ ŵĠthǇliƋue ĐoƌƌespoŶdaŶt eŶ 

faisant réagir le dérivé lactonique 22 avec du méthanolate de sodium [Figure 136]. Pour ce faire, 

le méthanolate de sodium a été préparé pour utilisation extemporanée. Plusieurs produits ont 

été formés au cours de cette réaction ; mais leur séparation par chromatographie, afin de les 

ĐaƌaĐtĠƌiseƌ, Ŷ’a pas ĠtĠ possiďle.  
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Figure 136 : Substitution nucléophile de 22 par le méthanolate de sodium 

Nous aǀoŶs aloƌs Đhoisi d’utiliseƌ uŶ alĐool ďeŶzǇliƋue pƌĠalaďleŵeŶt dĠpƌotoŶĠ aǀeĐ du n-

BuLi pouƌ foƌŵeƌ l’alĐoolate de lithiuŵ [Figure 137]. Cela Ŷ’a pas peƌŵis ŶoŶ plus d’isoleƌ le 

dérivé 27  esĐoŵptĠ. Nous aǀoŶs aloƌs dĠĐidĠ d’utiliseƌ des ŶuĐlĠophiles azotĠs pouƌ l’attaƋue 

du dérivé lactonique 22. 

 

Figure 137 : Substitution nucléophile par le 3-methoxyphénolate de lithium 

Attaque nucléophile par un nucléophile azoté 

Deux nucléophiles azotés, à savoiƌ l’isoďutǇlaŵiŶe et l’aŵŵoŶiaƋue, ont été choisis pour 

l’additioŶ ŶuĐlĠophile. 

Ainsi, nous avons fait réagir 1 équivalent de dérivé lactonique 22 avec 2 équivalents 

d’isoďutǇlaŵiŶe peŶdaŶt ϯ h ă ϱϬ °C. La puƌifiĐatioŶ paƌ Đhƌoŵatogƌaphie a peƌŵis d’oďteŶiƌ 

l’aŵide 28 avec un rendement de 40 % [Figure 138]. 

 

Figure 138 : Substitution nucléophile par l'isobutylamine 

La foƌŵatioŶ de Đet aŵide s’eǆpliƋue paƌ uŶ ŵĠĐaŶisŵe d’additioŶ ĠliŵiŶation sur le 

carbonyle de la lactone. La configuration des carbones reste inchangée [Figure 139].  
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Figure 139 : Proposition de mécanisme de la substitution nucléophile par l'isobutylamine 

Nous avons ensuite procédé à une addition de solutioŶ aƋueuse d’aŵŵoŶiaƋue suƌ le dĠƌiǀĠ 

laĐtoŶiƋue. Cette ƌĠaĐtioŶ a peƌŵis d’oďteŶiƌ uŶ laĐtaŵe eŶ ŵĠlaŶge diastĠƌĠoisoŵĠƌiƋue 

dans un rapport 2/1 [Figure 140].  

 

Figure 140 : Substitution nucléophile par l'ammoniaque 

La foƌŵatioŶ des deuǆ diastĠƌĠoisoŵğƌes pouƌƌait s’eǆpliƋueƌ paƌ uŶ ŵĠĐaŶisŵe d’additioŶ 

ĠliŵiŶatioŶ suƌ le ĐaƌďoŶǇle de la laĐtoŶe. L’ĠliŵiŶatioŶ se tƌaduit paƌ la foƌŵatioŶ d’uŶ 

ĐaƌďoŶǇle suƌ le ĐaƌďoŶe eŶ β du NH;BoĐͿ. La pƌoǆiŵitĠ de Đe ĐaƌďoŶǇle aǀeĐ l’azote de l’aŵide 

foƌŵĠ oĐĐasioŶŶeƌait aiŶsi uŶe ƌĠaĐtioŶ d’additioŶ ŶuĐlĠophile sur le carbonyle. Cette addition 

nucléophile sur le carbonyle peut se faire de deux manières, de telle sorte que les carbones 

sp3 issus de ces attaques sont de configuration S et R. Ceci pourrait expliquer le mélange 

diastéréoisomérique obtenu [Figure 141]. 
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Figure 141 : Proposition de mécanisme de la formation des deux diastéomères 29 SR et 29 RR 

L’additioŶ de ŶuĐlĠophile de tǇpe azotĠ est doŶĐ possiďle suƌ le dĠƌiǀĠ laĐtoŶiƋue 22 et a 

l’aǀaŶtage d’offƌiƌ la possiďilitĠ de fiǆeƌ uŶ Đhƌoŵophoƌe paƌ Đette ǀoie. 

 Le dĠƌiǀĠ laĐtoŶiƋue s’est ƌĠǀĠlĠ ġtƌe uŶ iŶteƌŵĠdiaiƌe iŶtĠƌessaŶt. EŶ effet, le 

traitement de celui-ci par une base inorganique, suivi de la neutralisation du milieu, conduit à 

la cyclisation. En outre, des substitutions nucléophiles sur la lactone sont possibles avec des 

nucléophiles de types azotés. Toutefois nous avons eu des difficultés à reproduire la 

cyclisation. 

5. SǇŶthğse d’uŶ dĠƌivĠ ŶiĐotiŶate auto-immoable avec la séquence D-Ala-D-Ala 

AfiŶ d’aǀoiƌ des ŵolĠĐules auto-immmolables comportant la séquence D-Ala-D-Ala, nous nous 

sommes intéressé à la synthèse du dérivé de type lactonique 30, du fait de la lactonisation 

observée avec les dérivés nicotinate précédemment [Figure 142]. 

 

Figure 142 : Dérivé lactonique auto-immolable portant la séquence D-Ala-D-Ala pour la détection de VanX 

 La fonctionnalisation de la position 4 du 2-chloronicotinate de t-butyle 21 aǀeĐ l’aŵide 

de Weinreb 15 de la N-Boc-D-alanine par ortho-lithiation conduit à un dérivé lactonique. 
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SuiǀaŶt le ŵġŵe pƌotoĐole d’oƌtho-lithiation, nous avons procédé à la fonctionnalisation du 

2-chloronicotinate de t-butyle 21 aǀeĐ l’aŵide de WeiŶƌeď 32 du dipeptide N-Boc-D-Ala-D-Ala. 

Pouƌ Đela l’aŵide de WeiŶƌeb 32 du dipeptide N-Boc-D-Ala-D-Ala a été synthétisé. Ainsi, à 

paƌtiƌ de l’aŵide de WeiŶƌeď 15 de la N-Boc-D-Ala que nous avons précédemment synthétisé, 

nous avons procédé à la déprotection de cet amide de Weinreb 15 dans un mélange 

dichlorométhane/TFA (2/1). Puis après évaporation sans étape de purification, le sel de TFA 

de l’aŵide de WeiŶƌeď 31 a été neutralisé avec de la N-méthylmorpholine (1 équivalent). Un 

couplage peptidique a été effectué à partir de cet amide de Weinreb déprotégé (1 équivalent) 

et de la N-Boc-D-Ala (1 équivalent) en présence de N-méthylmopholine (1 équivalent), 1-Éthyl-

3-(3-diŵĠthǇlaŵiŶopƌopǇlͿĐaƌďodiiŵide ;ϭ ĠƋuiǀaleŶtͿ. L’aŵide de WeiŶƌeď 32 du dipeptide 

N-Boc-D-Ala-D-Ala a été obtenu après purification par chromatographie avec un rendement 

d’eŶǀiƌoŶ ϳϬ % [Figure 143]. 

 

Figure 143 : Synthèse de l'amide de Weinreb 32 du dipeptide N-Boc-D-Ala-D-Ala 

Nous aǀoŶs eŶsuite pƌoĐĠdĠ ă l’oƌtho-lithiation du 2-chloronicotinate de t-butyle 21 dans les 

ŵġŵes ĐoŶditioŶs Ƌue pƌĠĐĠdeŵŵeŶt. L’aŵide de WeiŶƌeď 32 a été préalablement 

déprotoné avec le Đhloƌuƌe d’isopƌopǇlŵagŶĠsiuŵ aǀaŶt l’ajout de l’oƌgaŶolithieŶ [Figure 144]. 

Le dérivé lactonique a été obtenu avec un rendement de 30 % après purification par 

Đhƌoŵatogƌaphie. Nous aǀoŶs teŶtĠ d’aŵĠlioƌeƌ le ƌeŶdeŵeŶt de Đette ƌĠaĐtioŶ eŶ 

augŵeŶtaŶt le Ŷoŵďƌe d’ĠƋuiǀaleŶts de l’ĠleĐtƌophile jusƋu’ă ϰ ĠƋuiǀaleŶts, 

malheureusement sans amélioration observable de la conversion. Lors de la réaction de 

dĠpƌotoŶatioŶ de l’ĠleĐtƌophile, il se foƌŵe uŶ gel diffiĐile ă agiteƌ ĐoŶǀeŶaďleŵeŶt paƌ 

l’agitateuƌ ŵagŶĠtiƋue. Le faiďle ƌeŶdeŵeŶt de Đette ŵaŶipulatioŶ pouƌƌait s’eǆpliƋueƌ paƌ la 

gélification du milieu réactionnel. 
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Figure 144 Ortho-lithiation du 2-chloronicotinate de t-butyle 21, avec l'amide de Weinreb 32 de N-Boc-D-Ala-D-
Ala  
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Conclusion et perspectives  
 

 Les tƌaǀauǆ de Đette thğse se situeŶt ă l’iŶteƌfaĐe de la ŵiĐƌoďiologie et de la Đhimie. 

Les travaux en microbiologie ont consisté en des manipulations de génétique. Ces travaux 

nous ont permis de cloner et surexprimer la protéine recombinante VanX. Le clonage a été 

effectué dans deux types de vecteurs donnant respectivement une protéine recombinante 

6xHis-VanX et une protéine recombinante VanX native qui possèdent toutes-deux une activité 

D-Ala-D-Ala dipeptidase. La protéine recombinante VanX native semble avoir une activité 

supérieure à celle de la protéine recombinante 6xHis-VanX. La détermination des constantes 

enzymatiques, à savoir la constante de Michaelis (Km) et la vitesse maximale (Vmax), est la 

meilleure façon de comparer ces deux protéines recombinantes afin de choisir la meilleure 

pƌotĠiŶe ă utiliseƌ pouƌ la suite de l’Ġtude. Ces constantes caractérisent le couple enzyme-

substrat. Lorsque les molécules prochromophores auto-immolables auront été synthétisées, 

la détermination des constantes enzymatiques pour chaque molécule permettra de les classer 

et d’ideŶtifieƌ Đelles Ƌui auƌoŶt les liŵites de dĠteĐtioŶ les plus faiďles de l’aĐtiǀitĠ de VaŶX.  

 QuaŶt auǆ tƌaǀauǆ eŶ Đhiŵie, il a ĠtĠ ƋuestioŶ d’appoƌteƌ la pƌeuǀe du ĐoŶĐept seloŶ 

lequel un dérivé de type 2-ĐhloƌoŶiĐotiŶate d’alkǇle, foŶĐtioŶŶalisĠ eŶ positioŶ ϰ paƌ uŶe D-

alanine protégée, est capable après déprotection de se cycliser. Ainsi deux esters, le 2-

ĐhloƌoŶiĐotiŶate d’ĠthǇle 2 et le 2-chloronicotinate de t-butyle 21 ont été fonctionnalisés en 

position 4 avec une D-alaŶiŶe pƌotĠgĠe. Cette foŶĐtioŶŶalisatioŶ s’est aǀĠƌĠe Đoŵpleǆe eŶ 

raison de la tendance à la cyclisation du système nicotinate. Cette tendance à la cyclisation 

présente une ambivalence : elle pƌouǀe d’uŶe ĐeƌtaiŶe façoŶ l’effiĐaĐitĠ de l’auto-immolation 

du sǇstğŵe paƌ ĐǇĐlisatioŶ ŵais elle augŵeŶte les diffiĐultĠs d’aĐĐğs auǆ iŶteƌŵĠdiaiƌes 

peƌŵettaŶt d’appoƌteƌ la pƌeuǀe du ĐoŶĐept. Ainsi nous avons rencontré beaucoup de 

difficultés dans la reproductibilité de la démonstration du concept. Toutefois nous avons 

poursuivi les manipulations pour synthétiser des molécules auto-immolables comportant la 

séquence D-Ala-D-Ala. Nous avons ainsi obtenu un premier dérivé lactonique pouvant servir, 

au cours des prochaines études, de point de départ pour la synthèse de molécules auto-

immolables prochromophores par des réactions de substitutions nucléophiles sur le carbonyle 

du dérivé lactonique 34 [Figure 145]. AǀaŶt l’iŶǀestigatioŶ de Đes suďstitutioŶs ŶuĐlĠophiles, le 



167 

 

dérivé lactonique 34 obtenu, une fois déprotégé peut servir de première molécule test pour 

la dĠteĐtioŶ de l’aĐtiǀitĠ VaŶX. 

 

Figure 145 : Différentes voies d'accès de prochromophores auto-immolables comportant la séquence D-Ala-D-Ala 

 Le noyau pyridine est un noyau pauvre en électrons comparativement au benzène, du 

fait de l’atoŵe d’azote Ƌui joue uŶ ƌôle dĠsaĐtiǀaŶt paƌ soŶ effet iŶduĐtif attƌaĐteuƌ. DaŶs les 

dérivés nicotiniques fonctionnalisés en position 4, la charge partielle électrophile sur le 

carbonyle de cette position 4 est potentialisée. Ce qui peut expliquer entre autre la difficulté 

de former une cétone dans cette position. Le noyau pyridine pourrait être remplacé par le 

benzène. Avec ce remplacement, deux séries de prochromophores [Figure 146] auto-

immolables pourraient être proposées : 

- une nouvelle famille de dérivés en série benzénique (1), stƌiĐteŵeŶt ideŶtiƋue d’uŶ 

poiŶt de ǀue aŶalogiƋue ă l’eǆĐeptioŶ de l’atoŵe d’azote de la pǇƌidiŶe ă la sĠƌie 

pƌĠĐĠdeŶte, peƌŵettaŶt aiŶsi de ƌĠduiƌe l’ĠleĐtƌophilie de la ĐĠtoŶe eŶ positioŶ ϰ. 

- une autre série (2), cette fois ci basée sur une famille de composés différents, portant 

une gachette D-Ala-D-Ala relié à un système auto-immolable bien connu le carbamate 

d’alĐool paƌa-aminobenzylique lui-même relié à un chromophore.  
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Figure 146 : Systèmes auto-immolables en série benzénique 
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Experimental section, Materials and equipment  
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Experimental section, Materials and equipment 

1. Microbiology 

Appendix 1: Bacterial strains and growth conditions 

In this study the following strains have been used.  

Tableau 9 Bacterial strains and growth conditions 

Strains Using  

Enterococcus faecium van A (+) CNR 15-086 
(CNR entérocoque France) 

source of DNA  

E. coli DH10B (QIAgen): Used for the amplification of the plasmid pQE30 
with the vanX insert and was prepared as 
followed: 
1. Inoculum 1 %: 3 mL bacteria in 300 mL of LB 
medium 
2. Incubation at 37 °C for 4 h 30, OD = 0.5 
3. Successive washing at 2,200 x g for 10 min: 
twice with sterile distilled water and twice with 
10 % glycerol 
4. Freezing at -ϴϬ °C ϭϬϬ ʅL tuďes. 

Escherichia coli M15 pREP4 (QIAgen) Used for the over-expression of the VanX protein 
tagged 6-Histidines and was prepared as 
followed:  
1. Inoculum 1 %: 1.5 mL bacteria in 150 mL of LB 
medium 
2. Incubation at 37 °C for 3 h, OD = 0.57 
3. Successive washing at 2,200 x g for 10 min: 
twice with SDW and twice with 10 % glycerol 

4. Freezing at -ϴϬ °C ϭϬϬ ʅL tuďes. 
Escherichia coli OŶe Shot MaĐhϭ ™ -T1R 
chemo-competent cells (Invitrogen) 

Used for the amplification of pET SUMO with 
the vanX insert. 

Escherichia coli BL21 (DE3) One Shot (Invitrogen) Used for over-expression and cleavage of 
VanX native. 

 

Bacterial growh was monitored at 37 °C with shaking, during a certain time depending on the 

type of manipulation, tranforming or over-expression.  

Appendix 2: Different bacterial culture mediums were used:  

LB medium: Tryptone 10 g/L, Yeast Extract 5 g/L, NaCl 5 g/L. 
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BHI medium:  beef heart (infusion from 250g), 5 g/L ; calf brains (infusion from 200 g), 12.5 

g/L ; disodium hydrogen phosphate, 2.5 g/L ; D(+)-glucose, 2 g/L ; peptone, 10 g/L 

S.O.C medium: 2 % Tryptone ; 0.5 % Yeast Extract ; 10 mM NaCl ;2.5 mM KCl ; 10 mM MgCl2 ; 

10 mM MgSO4 ; 20 mM glucose. 

Appendix 3: Solutions prepared and buffers 

All buffers used are from associated kit used and were supplied by the seller 

Phosphate buffer are prepared with Sigma Aldrich Phosphate buffered saline tablet. 

D-Ala-D-Ala 62 Mm : 1029 mg of D-Ala-D-Ala (Sigma-Aldrich) in 10.29 mL D2O 

ZnCl2 16 mM : 86 mg of ZnCl2 in 4 mL D2O, then 1/10 dilution in D2O was done 

Annexe 4: Used oligonucleotides 

All primers were synthesized by Sigma-Aldrich, France 

Tableau 10 : Primers used 

Primers  SeƋueŶĐes ;5’ 3’Ϳ Melting 

temperature 

Using 

vanX-sacI-F  GGGGTGGAGCTCATGGAAATAGGATTTACTTTTTTAG  74.3 Amplification of 
vanX for cloning into 
pQE30 vector vanX-salI-R CAACGGGTCGACGTTTATTTAACGGGGAAATCAAAATAG  78.3 

pQE30-F TGCCACCTGACGTCTAAGAA  63.5 Verification of 
insertion and ligation 
into pQE30 vector pQE30-R CCAGCTGAACGGTCTGG  65.1 

vanX-F ATGGAAATAGGATTTACTTTTTTAG  56.8 Amplification of 
vanX for cloning into 
pET SUMO vector vanX-R TTATTTAACGGGGAAATCAAAATAG  61.8 

SUMO-F AGATTCTTGTACGACGGTATTAG  58 Verification of 
insertion and ligation 
into pET SUMO 
vector 

T7-R TAGTTATTGCTCAGCGGTGG  62.7 

Appendix 5 : PCR programs and sequencing 

All the PCR programs were performed by using a programmable thermal cycler Bio Rad 96 and 

checked by gel electrophoresis (agarose 1.5 g for 150 mL of TAE 1X buffer, 100 V, 200 mA, 50 

min or 100V, 300 mA, 1 h 30). DNA amplification was performed in 50 µL reaction volume 
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containing 10 µL of 5X buffer, 4 µL of 25 mM MgCl2, 2 µL of dNTP mix (5 mM each), 1 µL of 

Primer Forward (20 µM), 1 µL of Primer Reverse (20 µM), 0.2 µL of Taq polymerase, 2 µL of 

DNA (1-10 ng) and 29.8 µL of sterile distilled water.The nucleotides sequences were analyzed 

with Nucleotide BLAST programs available on the website of National Center for 

Biotechnology Information: https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi. 

PCR 1 

Initial denaturation, 98 °C, 3 min 

Denaturation 98 °C, 20 sec 

Annealing 54 °C, 20 sec   30 cycles 

Extension 72 °C, 40 sec 

Final extension 72 °C, 5min 

PCR 2 

Initial denaturation, 94 °C, 5 min 

Denaturation 94 °C, 30 sec 

Annealing 54 °C, 30 sec   30 cycles 

Extension 72 °C, 1 min 

Final extension 72 °C, 5 min 

PCR 3 

Initial denaturation, 98 °C, 3 min 

Denaturation 98 °C, 20 sec 

Annealing 52 °C, 20 sec   34 cycles 

Extension 72 °C, 40 sec 

Final extension 72 °C, 5min 

PCR 4 

Initial denaturation, 94 °C, 10 min 

Denaturation 94 °C, 30 sec 

Annealing 52 °C, 30 sec   30 cycles 

Extension 72 °C, 1 min 

Final extension 72 °C, 5min 

 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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Appendix 6: Used plasmid vectors  

pQE30 vector 289 

The pQE30 vector belongs to the pDS family of plasmids. This vector permits high-level 

expression of 6xHis-tagged proteins in E. coli based on the T5 promoter transcription–

translation and has the following features in common with the other pQE vectors: 

Tableau 11 : pQE30 

Feature Benefit 

Optimized promoter–operator element T5 
promoter and two lac operator sequences  

T5 promoter recognized by the E. coli RNA 
polymerase.  
lac operator increase lac repressor binding 
and ensure efficient repression of the 
powerful T5 promoter. 

RBSII Synthetic ribosomal binding site  Allows high translation rates. 
6xHis-tag  Coding sequence either 5' or 3' to the cloning 

region, and allowing purification of 
recombinant fusion protein on metal-
chelating resin. 

Multiple cloning site and translational stop 
codons in all reading frames  

Allow convenient preparation of expression 
constructs  

Two strong transcriptional terminators: t0 
from phage lambda, and T1 from the rrnB 
operon of E. coli,  

Prevent read-through transcription and 
ensure stability of the expression construct. 

AŵpiĐilliŶ ƌesistaŶĐe geŶe oƌ β-lactamase 
gene (bla)  

Allows selection of plasmid in E. coli. 

ColE1 Origin of replication. 
 

pREP4 plasmid289 

The pREP4 plasmid is derived from pACYC and contains the p15A replicon; it constitutively 

expresses the lac repressor protein encoded by the lacI gene and confers kanamycin 

resistance. pREP4 present in the host cells ensures the production of high levels of the lac 

repressor protein which binds to the operator sequences and tightly regulates recombinant 

protein expression. The pREP4 plasmid is compatible with all plasmids carrying the ColE1 

origin of replication, and is maintained in E. coli in the presence of kanamycin at a 

concentration of 25 µg/ml.  
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pET SUMO vector272 

The pET SUMO vector uses a small ubiquitin-like modifier (SUMO) to allow expression, 

purification, and generation of native proteins in E. coli. SUMO fusions may increase the 

expression of recombinant proteins and enhance the solubility of partially insoluble proteins. 

In addition, the tertiary structure of the SUMO protein is specifically recognized and cleaved 

by a SUMO Protease for the production of native protein. The linearized pET SUMO vector has 

single 3´ deoxythymidine (T) residues which allow PCR inserts to ligate efficiently into the 

vector. The pET SUMO vector is designed to facilitate cloning of PCR products for regulated 

expression in E. coli and has the following features:  

Tableau 12 : pETSUMO 

Feature Benefit  

T7 promoter Allows high-level, IPTG-inducible expression of 
the recombinant protein in E. coli strains 
expressing the T7 RNA polymerase. 

lac operator (lacO) Binding site for lac repressor that serves to 
reduce basal expression of your recombinant 
protein. 

Ribosome binding site Optimally spaced from the TA Cloning® site for 
efficient translation of PCR product. 

N-terminal 6xHis tag Allows purification of recombinant fusion 
protein on metal-ĐhelatiŶg ƌesiŶ ;i.e. PƌoBoŶd™ 
or Ni-NTA). In addition, allows detection of 
recombinant protein with the Anti-HisG 
Antibodies. 

SUMO ORF Enhances recombinant protein expression and 
solubility and allows cleavage by SUMO 
Protease to produce native protein. 

SUMO Forward priming site Allows sequencing of the insert 
TA Cloning®site ;ϱ′ T-overhangs) Allows ligase-mediated cloning of Taq-amplified 

PCR products. 
T7 Reverse priming site Allows sequencing of the insert. 
T7 transcription termination region Sequence from bacteriophage T7 which allows 

efficient transcription termination. 
Kanamycin resistance gene Allows selection of the plasmid in E. coli. 
pBR322 origin of replication (ori) Allows replication and maintenance in E. coli. 
ROP ORF Interacts with the pBR322 origin to facilitate 

low-copy replication in E. coli. 
lacI ORF Encodes lac repressor that binds to the T7 lac 

promoter to block basal transcription of the 
gene of interest and to the lacUV5 promoter in 
the host chromosome to repress transcription 
of T7 RNA polymerase. 
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Appendix 7: SDS-PAGE analysis 

Samples were analyzed with 12% SDS-PAGE electrophoresis (Novex® 12 % Tris-Glycine Gel, 10 

wells of 1mm) for 2 h at an intensity of 20 mA and a voltage of 90 V. Samples were half diluted 

in the following deposition buffer (2X): 0.125 M Tris-HCl, pH 6.8; 20 % Glycerin; 4 % β-

mercaptoethanol; 2 g/L of bromophenol blue; 40 g/L of SDS. The migration buffer that has 

been used is Tris-Glycine 1X (Novex® Running Buffer Tris-Glycine). The gel was incubated in 

Coomassie staining solution (2.75 g Coomassie dye, 250 mL ethanol, 50 mL acetic acid, 250 mL 

H2O) for 30 min to 2 h with gentle shaking. Then, the gel was agitated gently in destaining 

solution (400 mL ethanol, 100 mL acetic acid, 500 mL H2O) until the background became clear 

(30 min-2 h). 

Appendix 8 : Cloning, over-expession and purification of VanX-6His-tag from pQE30 
over-expression system 

The DNA of E. faecium vanA(+) CNR 15-086 (CNR enterocoque, France) was extracted using 

the NuĐliSeŶs™ EasǇ Mag fƌoŵ BioMeƌieuǆ® ;FƌaŶĐeͿ. Fƌoŵ this DNA, the PCR aŵplifiĐatioŶ of 

vanX, the gene of interest, was carried out using vanX-sacI-F and vanX-salI-R primers harboring 

restriction enzymes sites and Q5 High-Fidelity DNA Polymerase as polymerase. The PCR 1 

program was used. 

Then the PCR product was purified with « QIAquick gel extraction » kit (Qiagen, Courtaboeuf, 

France). The pQE30 vector was extracted by using the « QIAgen QIAprep spin miniprep » kit 

(Qiagen, Courtaboeuf, France). Both PCR product and pQE30 vector were digested by sacI and 

SalI, restriction enzymes (New England Biolabs, Evry, France) at 37 °C during 30 min in 

CutSmart buffer (New England Biolabs® Inc.), then the restriction enzymes were inactivated 

at 65 °C during 20 min. The digested products were purified using a commercially available kit 

of purification « QIAgen minElute Reaction cleanup » kit (Qiagen, Courtaboeuf, France), prior 

to ligation. The ligation was carried out with T4 DNA ligase (Roche®) as followed: Plasmid/PCR 

product (1/10), 16 °C, 30 min; 65 °C, 15 min. The ligation was checked by PCR 2 program with 

pQE30-F and pQE30-R as primers. Electrocompetent E. coli DH10B were transformed with the 

ligation mix. After transformation, the electrocompetent cells were immediately taken up in 

LB medium and cultured at 37 °C with shaking for 1 h. Cells were then plated on LB agars with 

aŶtiďiotiĐs ;aŵpiĐilliŶ ϭϬϬ ʅg/ŵLͿ aŶd iŶĐuďated at ϯϳ ° C foƌ Ϯϰ to ϰϴ h. CloŶes ǁeƌe theŶ 



176 

 

isolated, to ǀeƌifǇ the pƌeseŶĐe of the pQEϯϬΩvanX construct by PCR 2 program with pQE30-

F and pQE30-R primers. Then the pQEϯϬΩǀaŶX ĐoŶstƌuĐt ǁas eǆtƌaĐted aŶd eleĐtƌopoƌatioŶ, 

cloning steps were performed with competent M15 pREP4 cells on LB plates containing 

aŵpiĐilliŶ ϭϬϬ ʅg/ŵL aŶd kaŶaŵǇĐiŶ Ϯϱ ʅg/ŵL. The positiǀes ĐloŶes ǁeƌe ĐheĐked ďǇ PCR 2 

program with pQE30-F and pQE30-R primers. The PCR product was sent to GATC Biotech 

soĐietǇ ;CoŶstaŶĐe, GeƌŵaŶǇͿ foƌ DNA seƋueŶĐiŶg. The Mϭϱ pREPϰ pQEϯϬΩvanX cells were 

gƌoǁŶ iŶ liƋuid BHI ;aŵpiĐilliŶ ϭϬϬ ʅg/ŵL aŶd kaŶaŵǇĐiŶ Ϯϱ ʅg/ŵͿ to OD600 = 0.5-0.8, and 

expression of vanX gene was induced by addition of IPTG (1 mM). After 4 h of growth at 37 °C, 

cells were collected by centrifugation at 5,000 x g, 4 °C, for 15 min. Purification of VanX-6xHis 

tag was carried out with the « Ni-NTA Fast Start (Qiagen S.A, France) » kit. The recombinant 

VanX-6xHis tag binds with high selectivity and affinity to the Ni-NTA, thanks to the 6xHis tag. 

Pure VanX-6xHis tag protein was concentrated on microcon® Device 10K by centrifugation 

with a 25 mM phosphate buffer (pH 7.4) (once at 14,000 x g, 15 min, 4 °C; once at 1,000 x g, 3 

min, 4 °C). Then the protein concentration was determined by using Bradford protein essay or 

by measuring with « NanoDrop One » apparatus. Then the recombinant VanX-6xHis was 

lyophilized (University of Caen, France) and frozen at -80 °C for enzymatic studies. From over-

expression steps to purification steps, aliquots were frozen at -20 °C for SDS-PAGE analysis. 

Enzymatic activity of VanX-6xHis tag was carried out as followed: 2-ϱ ʅg of lǇophilized VaŶX 

was brought into contact with 200 ʅl of ϭϲ ŵM ZŶCl2 previously dissolved in D2O, ϭϬϬ ʅl of 

phosphate buffer 25 mM for 5 min at 37 ° C; then 7.26-ϭϬϬ ʅL of ϲϮ ŵM D-Ala-D-Ala were 

added and incubated for 18-24 h at the same temperature. An NMR spectrum of 1H (400MHz, 

D2O) was performed to ensure the disappearance of the dipeptide D-Ala-D-Ala with the 

appearance of the amino acid D-Ala.266  

The recombinant VanX-6xHis did not allow complete hydrolysis of the dipeptide. After having 

identified the probable cause of this partial activity, we decided to synthesize a recombinant 

protein VanX without the 6xHis tag 

Appendix 9: Cloning, over-expression and purification from pET SUMO Protein 
Expression System  

DNA of E. faecium vanA(+) CNR 15-086 was amplified PCR 3 program using vanX-F, vanX-R 

primers and « GoTaq® G2 flexi DNA polymerase » (Promega) enzyme which is a full-length 

foƌŵ of TaƋ DNA polǇŵeƌase aŶd possesses ϱ′→ϯ′ eǆoŶuĐlease aĐtiǀitǇ. The puƌifiĐatioŶ of the 
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PCR product was carried out by a « QIAquick PCR Purification (Qiagen) » kit (Quiagen, 

Courtaboeuf, France). To set up ligation a 1/1 ratio of pET SUMO (Invitrogen)/ vanX was used 

as folloǁed: Ϯ ʅl of PCR pƌoduĐt ;Ϯϴ Ŷg / ʅlͿ, ϭ ʅl ligatioŶ ďuffeƌ ϭϬX ;ϲϬ ŵM Tƌis-HCl, pH 7.5, 

60 mM MgCl2, ϱϬ ŵM NaCl, ϭ ŵg/ŵl ďoǀiŶe seƌuŵ alďuŵiŶ, ϳϬ ŵM β-mercaptoethanol, 1 

mM ATP, 20 mM dithiothƌeitol, ϭϬ ŵM speƌŵidiŶeͿ, Ϯ ʅL pET SUMO ǀeĐtoƌ ;Ϯϱ Ŷg / ʅLͿ, ϰ ʅL 

sterile water, 1 µL T4 DNA Ligase (4.0 Weiss units), Incubation overnight at 15 °C. The ligation 

ŵiǆ ǁas tƌaŶsfoƌŵed iŶ OŶe Shot MaĐhϭ ™ -T1R competent cells following the procedure of 

the ChaŵpioŶ™ pET SUMO PƌoteiŶ EǆpƌessioŶ SǇsteŵ ŵaŶuel.272 The resulting clones were 

analyzed by PCR 4 program with SUMO-F and T7-R primers. The positive clones were used for 

the eǆtƌaĐtioŶ of the pET SUMOΩvanX construct by using the « GeneJET Plasmid Miniprep » 

kit. The pET SUMOΩvanX construct was transformed into E. coli BL21 (DE3) competent cells.272 

Before any step of over-expression of the recombinant protein, PCR 4 program was carried 

out on the E. coli BL21 (DE3) clones. The PCR product was sent to GATC Biotech society for 

DNA sequencing. Gene coding the recombinant protein expression needs to be induced by 

IPTG (1 mM) at OD600 [0.4-0.6]. The SUMO-VanX-6xHis tag was purified using the « Ni-NTA 

Fast Start» kit (Qiagen S.A,  France), then concentrated (Thrice at 14,000 g, 4 °C, 15 min) and 

dialyzed (Once at 14,000 g, 4 °C, 3 min) through microcon® 30K with the adequate buffer for 

SUMO protease cleavage. The SUMO protein was cleaved by SUMO protease in an adequate 

buffer (20 mM Tris-HCl; pH 7.6; 150 mM NaCl; 1mM dithiothreitol (freshly added). The native 

VanX was recovered after ultrafiltration with microcon® 10K devices (10,000 x g, 10 min, 4 °C) 

and was concentrated on microcon® 10K by several centrigugations with a 25 mM phosphate 

buffer (pH 7.4) (thrice at 10,000 x g, 15 min, 4 °C; once at 1,000 x g, 2 min, 4 °C). The 

concentration was determined by « NanoDrop One » apparatus and the native VanX was 

frozen at -80 °C for enzymatic studies. Enzymatic studies were carried out by modifying the 

procedure of Ming-Lung Hsieh et al. for qualitative activity of the native VanX.266 The correct 

sequence of VanX was identified by protein sequencing (MALDI-TOF MS-MS, University of 

Caen, France). 
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2. Chemistry 

Reactants and reagents: All commercially available compounds were used as received without 

further purification.  

Water and air sensitive reactions were performed under inert atmosphere, using dry solvents 

and all glassware were oven-dried and flushed with nitrogen prior to use. Syringes and needles 

were purged with nitrogen prior to use. 

Column chromatography was performed on silica gel (60 Å, 0.063-0.2 mm). 

IR spectra were recorded on KBr discs 

1H, 13C NMR spectrometer  

1H and 13C spectra were recorded, respectively, at 400 MHz and 100 MHz with a Joel Lambda 

400 NMR spectrometer or Bruker Avance 400 spectrometer. CDCl3 or CD3OD or CD3CN or 

DMSO-d6 or D2O were used as solvents. 1H and 13C ĐheŵiĐal shifts ;ɷͿ aƌe Ƌuoted iŶ ppŵ 

relative to residual peaks as appropriate. The coupling constant (J) are given in Hertz (Hz). The 

NMR signals were designated as follows: s (singulet), d (doublet), t (triplet), q (quartet), p 

(pentalet), h (heptuplet), m (multiplet), or a combination of the above.  

Melting point were automatically determined with Stuart SMP50 automatic melting point 

equipement. 

High resolution mass spectra were performed at 70 eV by electronic impact (HRMS/EI), or by 

electrospray on a Bruker maXis mass spectrometer or on a Q-TOF Micro WATERS (HRMS/ESI). 

X-ray diffraction experiments were performed with PHOTON II detector–monochromatized 

Mo Kα ƌadiatioŶ oŶ a Bƌukeƌ-D8 Quest diffractometer at 150K. Program used to solve 

structure: SHELXS97.[419]. Program used to refine structure: SHELXL97.[420]. 
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Preparation of TMPMgCl.LiCl288,290 

 

 

A dry and nitrogen flushed 100 mL Schlenk-flask, equiped with a magnetic stirring bar, was 

charged with a freshly titrated iPrMgCl.LiCl (30 mmol, 1 equiv. 1.25 M in THF). 2,2,6,6-

tetramethylpiperidine (TMPH) (32.25 mmol, 1.05 equiv.) was added dropwise at 25 °C and 

stirred at the same temperature for 48h. The TMPMgCl.LiCl solution was titrated by using 

benzoic acid (61 mg, 0.5 mmol) in dry THF (1 mL) and 4-(phenymazo)diphenylamine as an 

indicator (colour change from yellow to purple). A concentration of 1 M in THF was obtained.  

 

Typical procedure for magnesiation and electrophilic trapping of ethyl 2-chloronicotinate 

TP1286 

A nitrogen-flushed round bottom flask was charged with ethyl 2-chloronicotinate 2 (1 equiv. 

in THF). The solution was cooled to -40 °C, TMPMgCl.LiCl (2 equiv.) was added dropwise. The 

mixed was stirred at the same temperature for 2 h and the chosen electrophile pre-

deprotonated or not (1.25 equiv.) was slowly added at -40 °C. After stirring for 30 min the 

reaction was allowed to reach room temperature and was stirred for another 2 h.  

 

Typical procedure for deprotonation of the electrophile TP2 287 

A nitrogen-flushed round bottom flask, was charged with the chosen electrophile (1 equiv.) in 

dry THF. The solution was cooled at -10°C and iPrMgCl (1 equiv. in THF) was added dropwise. 

The reaction was stirred at the same temperature for 15 min.  
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Preparation of LiTMP278 

 

 

A nitrogen-flushed round bottom flask, was charged with 2,2,6,6-tetramethylpiperidine (2.2 

equiv. in THF). The solution was cooled to -78 °C and n-BuLi (2.1 equiv. 2.5 M in THF) was 

added dropwise. The reaction was allowed to warm up to 0 °C and then recool to -78 °C for 

the lithiation. 

Preparation of CuCN.2LiCl solution291 

CuCN.2LiCl solution (1.0 M in THF) was prepared by drying CuCN (3.59 g, 40 mmol) and LiCl 

(3.39 g, 80 mmol) in a Schlenk tube under vacuum at 140 °C for 5 h. After cooling, 40 mL of 

dry THF was added and stirring was continued until all salts were dissolved. 

 

Typical procedure for lithiation and electrophilic trapping of tert-butyl 2-chloronicotinate 

TP3 

To tert-butyl 2-chloronicotinate 21 (2 equiv. in THF), a fresh LiTMP (2.1 equiv in THF) solution 

was added dropwise at -78 °C and the reaction was left to stir for 1 h. Then the chosen pre-

deprotonated electrophile was added dropwise. The reaction was allowed to warm from -78 

°C to -20 °C for 2 h. A solution of HCl 1 M was added to the mixture and extracted with ethyl 

acetate.  

 

Typical procedure for nucleophile additions on 12 TP4 

In a sealed tube were introduced 22 (1 equiv.) and the chosen nucleophile (2 equiv.) in THF. 

The mixture was stirred at 50 °C for 3-5 h. 
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Synthesis of a pyridine derivative substituted in position 4 by protected D-Alanine 

N-Phtaloyl D-Alanine 

 

Schema 1 : Ortho-metalation of ethyl 2-chloronicotinate 2 with N-phthaloyl-D-alanine 

Boc-D-Alanine 

  

Schema 2: Ortho-metalation of ethyl 2-chloronicotinate 2 with N-Boc-D-alanine 
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Schema 3 : Ortho-metallation of tert-butyl 2-chloronicotinate 21 
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(R)-2-(1,3-dioxoisoindolin-2-yl)propanoic acid 3 

 

 

 

To phthalic anhydride (1.49 g, 10 mmol) in 30.00 mL of toluene, D-alanine (0.90 g, 10 mmol) 

was added, with 0.10 mL of triethylamine. The solution was refluxed 5 h at 120 °C and 

evaporated under reduced pressure. Water was added and the mixture was acidified with 

hydrochloric acid (1M). After filtration, washing with water of the precipitate N-phtaloyl-D-

alanine 3 (2.02 g, 9.21 mmol) was obtained as a white solid. 

 

1H NMR (400 MHz, Chloroform-dͿ ɷ ϵ.ϵϱ ;s, ϭHͿ, ϳ.ϴϰ ;dd, J = 5.5, 3.1 Hz, 2H), 7.71 (dd, J = 5.5, 

3.0 Hz, 2H), 4.99 (q, J = 7.4 Hz, 1H), 1.67 (d, J = 7.4 Hz, 3H). 

13C NMR (101 MHz, Chloroform-dͿ ɷ ϭϳϰ.ϵ, ϭϲϳ.ϱ, ϭϯϰ.Ϯ, ϭϯϭ.ϳ, ϭϮϯ.ϱ, ϰϳ.ϰ, ϭϱ.ϭ. 

mp : 144-146 °C 

Spectral and analytical data are in agreement with those previously reported.292  

  

Aspect: White solid  

Chemical Formula: C11H9NO4 

Molecular Weight: 219.20 

Yield: 92% 
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(R)-2-(1,3-dioxoisoindolin-2-yl)propanoyl chloride 4293 

 

 

 

To N-phthaloyl-D-alanine 3 (1.02 g, 4.66 mmol) in 30 mL of toluene, were added some drops 

of dimethylformamide and oxalyl chloride (0.89 g, 7 mmol). The mixture was allowed to stir 2 

h at 90 °C. the solvent was removed under reduce pressure to afford N-phathaloyl-D-alanine 

chloride 4 (1.19 g, 5.04 mmol) as an orange oil. 

 

1H NMR (400 MHz, Chloroform-dͿ ɷ ϳ.ϵϮ ;dd, J = 5.5, 3.1 Hz, 2H), 7.79 (dd, J = 5.5, 3.0 Hz, 2H), 

5.16 (q, J = 7.2 Hz, 1H), 1.78 (d, J = 7.2 Hz, 3H). 

Only the 1H NMR spectrum was determined, just to ensure the difference between the 

carboxylic acid and the acyl chloride derivative. 

  

Aspect: orange oil  

Chemical Formula: C11H8ClNO3 

Molecular Weight: 237.64 

Yield: 100% 
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Methyl (R)-2-(1,3-dioxoisoindolin-2-yl)propanoate 6  

 

 

 

To N-phthaloyl-D-alanine 3 (1.00 g, 4.56 mmol) in 30 mL of methanol, oxalyl chloride (2 equiv.) 

was dropwise added at 0 °C. The mixture was allowed to stir overnight. The solvent was 

removed under reduce pressure. After purification on silica gel column, methyl (R)-2-(1,3-

dioxoisoindolin-2-yl)propanoate 6 was obtained as a colourless oil. 

 

1H NMR (400 MHz, Chloroform-dͿ ɷ ϳ.ϴϮ ;dd, J = 5.4, 3.1 Hz, 2H), 7.71 (dd, J = 5.5, 3.0 Hz, 2H), 

4.94 (q, J = 7.3 Hz, 1H), 3.70 (s, 3H), 1.66 (d, J = 7.3 Hz, 3H). 

13C NMR (101 MHz, Chloroform-dͿ ɷ ϭϳϬ.Ϭ, ϭϲϳ.Ϯ, ϭϯϰ.ϭ, ϭϯϭ.ϳ, ϭϮϯ.ϯ, ϱϮ.ϲ, ϰϳ.Ϯ, ϭϱ.ϭ. 

Spectral data are in agreement with those previously reported.294 

  

Aspect: Colourless oil  

Chemical Formula: C12H11NO4 

Molecular Weight: 233.22 

Yield: 60% 
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Methyl (tert-butoxycarbonyl)-D-alaninate 9295 

 

  

 

 

To a solution of Boc-D-alanine (5.00 g, 26.00 mmol) in DMF (40 mL), K2CO3 (7.33 g, 53.00 

mmol) and methyl iodide (6.85 mL, 1.10 mmol) were added. The solution was stirred for 16 h 

and diluted with EtOAc (20 mL). The organic layer was washed with water (30 mL) and brine 

(30 mL), dried over MgSO4 and evaporated in vacuum. The residue was purified on silica gel 

column (CH to CH/EtOAc (9/1)) to afford 9 (4.2 g, 20.67 mmol) as a colourless oil. 

 

1H NMR (400 MHz, Chloroform-dͿ ɷ ϱ.ϮϬ ;d, J = 7.8 Hz, 1H), 4.19 (p, J = 7.3 Hz, 1H), 3.62 (s, 

3H), 1.32 (s, 9H), 1.26 (d, J = 7.3 Hz, 3H). 

13C NMR (101 MHz, Chloroform-dͿ ɷ ϭϳϯ.ϴ, ϭϱϱ.ϭ, ϳϵ.ϲ, ϱϮ.ϭ, ϰϵ.ϭ, Ϯϴ.Ϯ, ϭϴ.ϰ. 

Spectral data are in agreement with those previously reported.295 

Aspect: colourless oil 

Chemical Formula: C9H17NO4 

Molecular Weight: 203.24 

Yield: 80% 
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Tert-butyl (R)-(1-(methoxy(methyl)amino)-1-oxopropan-2-yl)carbamate 15 

 

 

N,O-dimethylhydroxylamine hydrochloride (1.03 g, 10.60 mmol) and N-methylmorpholine 

(2.33 mL, 10.60 mmol) were added to Boc-D-Alanine (2.00 g, 10.60 mmol) in DCM (20 mL) at 

-10 °C. Then 1-(3-dimethylaminopropyl)-3-ethylcarbodiimide (EDCI) (1.86 mL, 10.60 mmol) 

was added. After stirring at the same temperature during 2 h, the reaction was allowed to stir 

at room temperature overnight. Then, the reaction was quenched with cooled HCl 1M (10 

mL), extracted with DCM (3X10 mL). The combined organic phases were washed with 

saturated NaHCO3 and dried over MgSO4. After filtration, evaporation of the solvent under 

reduced pressure and purification on silica gel column (DCM 100%) 15 was obtained (2.00g, 

8.61 mmol) as white solid.  

 

1H NMR (400 MHz, Chloroform-dͿ ɷ ϱ.Ϯϲ ;d, J = 8.6 Hz, 1H), 4.56 (p, J = 7.3 Hz, 1H), 3.66 (s, 

3H), 3.09 (s, 3H), 1.32 (s, 9H), 1.19 (d, J = 7.0 Hz, 3H). 

13C NMR (101 MHz, Chloroform-dͿ ɷ ϭϳϯ.ϲ, 155.1, 79.3, 61.5, 46.4, 32.0, 28.3, 18.5. 

RX (ORTEP) Crystal size: 0.42X0.41X0.18mm, Crystal system monoclinic, space group, P21, a = 

ϵ.ϵϭϵϬ ;ϲͿ Å, ď = ϲ.ϭϬϬϲ ;ϯͿ Å, Đ = ϭϬ.ϴϲϮϱ ;ϲͿ Å, β = ϭϬϱ.ϵϲϰ ;ϮͿ°, V = ϲϭϯ.ϵϲ ;ϲͿ Åϯ, Z = ϰ, 

calculated density = 1.221 g/cm3, µ = 0.094 mm–ϭ, RiŶt = Ϭ.Ϭϰϰ, R[FϮ>Ϯσ;FϮͿ] = Ϭ.Ϭϯϱ, ǁR;FϮͿ 

= 0.079, S = 1.06, Flack parameter 0.2 (4) determine using 1295 quotients. 

mp: 153-155 °C  

Spectral and analytical data are in agreement with literature.296 

  

Aspect: White solid  

Chemical Formula: C10H20N2O4 

Molecular Weight: 232.28 

Yield: 80% 
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Ethyl 2-chloronicotinate 2 

 

 

 

 

To 2-chloronicotinic acid (5.00 g, 32.00 mmol) in 100 mL of EtOH, thionyl chloride (4.64 mL, 

64.00 mmol) was added dropwise at 0 °C. The mixture was stirred overnight at room 

temperature. EtOH was evaporated, the residue was purified by silica gel column (CH to 

CH/EtOAc (9/1)) to afford 2 (5.00 g, 27.00 mmol) as a colourless oil. 

 

1H NMR (400 MHz, Chloroform-dͿ ɷ ϴ.ϱϬ ;dd, J = 4.8, 2.0 Hz, 1H), 8.14 (dd, J = 7.7, 2.0 Hz, 1H), 

7.32 (dd, J = 7.7, 4.8 Hz, 1H), 4.41 (q, J = 7.2 Hz, 2H), 1.40 (t, J = 7.1 Hz, 3H). 

13C NMR (101 MHz, Chloroform-dͿ ɷ ϭϲϰ.Ϯ, ϭϱϭ.ϲ, ϭϰϵ.ϲ, ϭ40.0, 126.9, 122.1, 61.9, 13.9. 

Spectral data are in agreement with those previously reported.297 

Aspect: colourless oil 

Chemical Formula: C8H8ClNO2 

Molecular Weight: 185.61 

Yield: 84% 
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(3'R)-4,8'-dichloro-3'-methyl-2',3'-dihydro-1'H,3H-spiro[furo[3,4-c]pyridine-1,4'-

[2,7]naphthyridine]-1',3-dione 14 

 

 

According to TP1 the metalation of ethyl 2-chloronicotinate 2 (0.50 g, 2.69 mmol in 10 mL THF) 

was achieved. The methyl ester 9 of N-Boc-D-alanine (0.68 g, 3.36 mmol) pre-depronated 

according to TP2, was added dropwise. An 1 M aqueous HCl solution (17 ml) was added, then 

the solution was extracted with EtOAc (3X20 mL). After three days 14 (0.08 g, 2.28 mmol) was 

obtained as a white solid by slow crystallization from EtOAc. 

 

IR (KBr): ʆ ϯϮϮϴ ;NHͿ, ϯϮϭ1, 3090, 1792 (C=O), 1683 (C=O), 1580, 1406, 1036, 965, 722. 

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6Ϳ ɷ ϴ.ϴϰ ;s, ϭH, NHͿ, ϴ.ϳϰ ;d, J = 5.2 Hz, 1H, Ar-H), 8.53 (d, J = 5.1 

Hz, 1H, Ar-H), 7.45 (d, J = 5.1 Hz, 1H, Ar-H), 7.43 (d, J = 5.2 Hz, 1H, Ar-H), 4.48 (q, J = 6.7 Hz, 1H, 

CH), 0.82 (d, J = 6.7 Hz, 3H, CH3). 

13C NMR (101 MHz, DMSO-d6Ϳ ɷ ϭϲϰ.ϯ, ϭϲϬ.ϲ, ϭϱϳ.ϯ, ϭϱϱ.Ϭ, ϭϱϮ.ϱ, ϭϰϵ.ϵ, ϭϰϵ.Ϯ, ϭϰϴ.ϲ, ϭϮϭ.Ϭ, 

119.0, 118.6, 117.7, 83.4, 51.3, 13.1. 

mp: 280-281 °C 

HRMS/ESI calcd for C15H10N303Cl2 [M + H]+ = 350.0099, found 350.0099. 

  

Aspect: White solid 

Chemical Formula: C15H9Cl2N3O3 

Molecular Weight: 350.16 

Yield: 17% 
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Tert-butyl 8-chloro-4-hydroxy-3-methyl-1-oxo-2,7-naphthyridine-2(1H)-carboxylate 18 

 

 

 

The metalation of ethyl 2-chloronicotinate 2 (0.50 g, 2.69 mmol) was achieved according to 

TP1. The Weinreb amid 15 of N-Boc-D-alanine (0.78 g, 3.36 mmol) pre-depronated according 

to TP2, was added dropwise. An 1 M aqueous HCl solution (17 mL) was added, then the 

solution was extracted with EtOAc (3X20 mL). The combined organic layers were dried over 

MgSO4 and evaporated in vacuum. The residue was purified by silica gel column (DCM to 

DCM/EtOAc (8/2)) and 18 (0.02 g, 0.06 mmol) was obtained as a yellow powder. 

 

1H NMR (400 MHz, Chloroform-dͿ ɷ 8.43 (d, J = 5.5 Hz, 1H, Ar-H), 7.69 (d, J = 5.6 Hz, 1H, Ar-H), 

2.38 (s, 3H, CH3), 1.64 (s, 9H, t-Bu). Signal due to the OH is missing. 

13C NMR (101 MHz, Chloroform-dͿ ɷ ϭϱϳ.Ϯ, ϭϱϮ.ϲ, ϭϱϬ.Ϯ, ϭϰϵ.ϲ, ϭϰϯ.ϴ, ϭϮϵ.ϵ, ϭϮϵ.ϯ, 116.5, 

114.6, 87.7, 27.6, 27.1. 

HRMS/ESI in progress 

  

Aspect: Yellow powder 

Chemical Formula: C14H15ClN2O4 

Molecular Weight: 310.73 

Yield: 10% 
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Tert-butyl 2-chloronicotinate 21259 

 

 

 

In a round bottom flask at 0°C under nitrogen were introduced 2-Chloronicotinic acid (12.83 

g, 81.00 mmol), THF (200 mL), some drops of DMF and oxalyl chloride (14 mL, 16.30 mmol). 

After stirring the reaction for 2 h at room temperature, the solvent was evaporated to afford 

a yellow oil. 200 mL of THF were added and the mixture was cooled at -10°C. t-BuOK (11.00 g, 

98.00 mmol) was introduced portionwise and the reaction was stirred at room temperature 

for 2 h. After evaporation under reduce pressure, 200 mL of saturated Na2CO3 were added 

and the solution was then extracted with EtOAc (3X200 mL). The combined organic layers 

were dried over MgSO4 and evaporated. The residue was purified by silica gel column ( CH to 

CH/EtOAc ( 8/2)) to afford tert-butyl 2-chloronicotinate 21 as a colourless oil (12.19 g, 57.05 

mmol).  

 

1H NMR (400 MHz, Chloroform-dͿ ɷ ϴ.ϯϬ ;dd, J = 4.8, 2.0 Hz, 1H), 7.91 (dd, J = 7.7, 2.0 Hz, 1H), 

7.16 (dd, J = 7.7, 4.8 Hz, 1H), 1.44 (s, 9H). 

13C NMR (101 MHz, Chloroform-dͿ ɷ ϭϲϯ.ϲ, ϭϱϭ.Ϭ, ϭϰϵ.ϭ, ϭϯϵ.ϲ, ϭϮϴ.ϲ, ϭϮϮ.Ϭ, ϴϯ.Ϭ, Ϯϳ.ϴ. 

Spectral data are in agreement with those previously reported.259 

  

Aspect: colourless oil 

Chemical Formula: C10H12ClNO2 

Molecular Weight: 213.66 

Yield: 97.5 % 
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Tert-butyl4-(1-((R)-1-((tert-butoxycarbonyl)amino)ethyl)-4-chloro-3-oxo-1,3-

dihydrofuro[3,4-c]pyridin-1-yl)-2-chloronicotinate 35 

 

 

According to TP3 the metalation of tert-butyl 2-chloronicotinate 21 (0.50 g, 2.34 mmol) was 

achieved. The methyl ester 9 of N-Boc-D-alanine (0.95 g, 4.68 mmol) pre-depronated 

according to TP2, was added dropwise. An 1 M aqueous HCl solution (23 mL) was added, then 

the solution was extracted with EtOAc (3X20 mL). The combined organic layers were dried 

over MgSO4 and evaporated in vacuum. The residue was purified by silica gel column (CH to 

CH/EtOAc (5/4)) and 35 (0.106 g, 0.20 mmol) was obtained as a white solid. 

 

1H NMR (400 MHz, Chloroform-dͿ ɷ ϴ.ϱϰ ;d, J = 5.3 Hz, 1H, Ar-H(monocycle)), 8.48 (d, J = 5.4 

Hz, 1H, Ar-H (bicycle)), 7.74 (slarge band, 1H, Ar-H(monocycle)), 7.56 (d, J = 5.4 Hz, 1H, Ar-H 

(bicycle)), 4.83 (dq, J = 8.9, 6.9 Hz, 1H, CH), 4.56 (d, J = 9.3 Hz, 1H, NH), 1.69 (s, 9H, t-Bu), 1.25 

(d, J = 6.9 Hz, 3H, CH3), 1.17 (s, 9H, t-Bu (NHBoc)). 

13C NMR (101 MHz, Chloroform-dͿ ɷ ϭϲϰ.ϭ, ϭϲϰ.Ϭ, ϭϲϬ.ϰ, ϭϱϰ.ϲ, ϭϱϯ.Ϯ, ϭϱϬ.ϰ, ϭϰϵ.ϱ, ϭϰϵ.ϰ, 

144.8, 128.6, 119.2, 118.5, 118.0, 89.6, 85.4, 80.6, 52.9, 28.1, 27.8, 16.6. 

HRMS/ESI in progress 

  

Aspect: White solid 

Chemical Formula: C24H27Cl2N3O6 

Molecular Weight: 524.40 

Yield: 17% 
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Tert-butyl((R)-1-((R)-4-chloro-1-(methoxy(methyl)amino)-3-oxo-1,3-dihydrofuro[3,4-

c]pyridin-1-yl)ethyl)carbamate 22 

  

 

 

 

 

According to TP3 the metalation of tert-butyl 2-chloronicotinate 21 (0.50 g, 2.34 mmol in 10 

mL of dry THF) was achieved. The Weinreb amid 15 of N-Boc-D-alanine (1.09 g, 4.68 mmol) 

pre-depronated according to TP2, was added dropwise. An 1 M aqueous HCl solution (17 mL) 

was added, then the solution was extracted with EtOAc (3X20 mL). The combined organic 

layers were dried over MgSO4 and evaporated in vacuum. The residue was purified by silica 

gel column (DCM to DMC/EtOAc (8/2)) and 22 (0.47 g, 1.26 mmol) was obtained as a white 

solid.  

IR (KBr): ʆ ϯϯϳϬ ;NHͿ, ϯϬϵϳ, ϮϵϵϬ, ϮϵϰϬ, ϭϳϵϬ ;C=OͿ, ϭϳϳϵ ;C=OͿ, ϭϱϵϳ, ϭϱϭϵ, ϭϰϬϵ, ϭϮϱϬ, 

1165, 969. 

1H NMR (400 MHz, Chloroform-dͿ ɷ ϴ.ϱϴ ;d, J = 5.1 Hz, 1H, Ar-H), 7.57 (d, J = 5.0 Hz, 1H, Ar-H), 

4.58 (dq, J = 9.6, 6.8 Hz, 1H, CH), 4.46 (d, J = 9.5 Hz, 1H, NH), 3.48 (s, 3H, NOMe), 2.59 (s, 3H, 

NMe), 1.27 (d, J = 2.0 Hz, 12H, CH3+t-Bu). 

13C NMR (101 MHz, Chloroform-dͿ ɷ ϭϲϰ.ϲ, ϭϱϳ.ϳ, ϭϱϰ.ϳ, ϭϱϯ.Ϭ, ϭϰϵ.ϭ, ϭϮϭ.ϳ, ϭϭϴ.ϳ, ϭϬϮ.ϳ, 

80.4, 60.9, 48.4, 37.3, 28.2, 16.2.  

RX (ORTEP) Crystal size: 0.53x0.37x0.12mm. Formula 2(C16H22ClN305),H2O, molecular weight 

761.65, Crystal system monoclinic, space group, P21, a = 9.5070 (6) Å, b = 16.8513 (12) Å, c = 

ϭϮ.ϭϵϬϱ ;ϴͿ Å, β = ϵϱ.ϱϴϭ;ϯͿ°, V = ϭϵϰϯ.ϳ ;ϮͿ Åϯ, Z = ϰ, ĐalĐulated deŶsitǇ = ϭ.ϯϬϭ g/Đŵϯ, µ = 

0.229 mm–ϭ, RiŶt = Ϭ.ϬϯϬ, R[FϮ>Ϯσ;FϮͿ] = Ϭ.Ϭϯϯ, ǁR;FϮͿ = Ϭ.Ϭϴϯ, S = ϭ.Ϭϯ. FlaĐk paƌaŵeteƌ 

−Ϭ.Ϭϯϲ ;ϭϬͿ deteƌŵiŶe usiŶg ϰϳϬϲ ƋuotieŶts ;Parsons, Flack and Wagner, Acta Cryst B69 

(2013), 249-259). 

mp : 115-117 °C 

HRMS/ESI calcd for C16H23N305Cl [M + H]+ = 372.1326, found 372.1328.  

Aspect: White solid 

Chemical Formula: C16H22ClN3O5 

Molecular Weight: 371.82 

Yield: 54% 
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1-(4-chloro-1-(methoxy(methyl)amino)-3-oxo-1,3-dihydrofuro[3,4-c]pyridin-1-yl)ethan-1-

aminium trifluoroacetate 23 

 

 

The compound 22 (0.054 g, 0.15 mmol) was deprotected in a mixture of DCM/TFA (2 v/1 v) in 

30 min at room temperature. The completion deprotection was checked by LCMS. After 

evaporation 23 (0.06 g, 0.15 mmol) was obtained as brown oil. 

 

1H NMR (400 MHz, Chloroform-d) ɷ 10.19 (s, 3H, NH3
+), 8.82 (d, J = 4.8 Hz, 1H, Ar-H), 7.59 (d, 

J = 5.1 Hz, 1H, Ar-H), 3.90 (q, J = 6.8 Hz, 1H, CH), 3.70 (s, 3H, NOMe), 2.46 (s, 3H, NMe), 1.61 

(d, J = 6.8 Hz, 3H, CH3). 

13C NMR (101 MHz, Chloroform-d) ɷ 163.68, 160.95 (q, J = 41.2 Hz, COTFA), 156.38, 155.18, 

151.40, 120.55, 120.12 – 115.84 (m CF3), 113.83, 100.56, 60.28, 54.14, 35.68, 13.74. 

HRMS/ESI : in progress. 

  

Aspect: brown oil 

Chemical Formula: C13H15ClF3N3O4 

Molecular Weight: 385.72 

Yield: 100% 
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8-chloro-3-methyl-2,7-naphthyridine-1,4-diol 24 

 

 

The basic treatment of 23 (0.1 g, 0.26 mmol) was carried out with saturated K2CO3, the 

solution was neutralized to pH=6, then extracted with EtOAc. The organic phase was dried 

over MgSO4 and evaporated in vacuum to afford 24 (0.01 g, 0.06 mmol) as red oil. 

 

1H NMR (400 MHz, Chloroform-dͿ ɷ ϴ.ϳϱ ;d, J = ϱ.Ϭ Hz, ϭHͿ, ϳ.ϰϭ ;d, J = ϱ.Ϭ Hz, ϭHͿ, Ϯ.ϭϳ ;s, 

3H). Signals due to the OH are missing 

HRMS/ESI : in progress. 

Aspect: red oil 

Chemical Formula: C9H7ClN2O2 

Molecular Weight: 210.62 

Yield: 20% 
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Tert-butyl((1R)-1-(4-chloro-1-hydroxy-3-oxo-1,3-dihydrofuro[3,4-c]pyridin-1-

yl)ethyl)carbamate 25 

 

 

 

The basic treatment of 22 (0.2 g, 5.38 mmol) was carried out with NaOH 5M (1,6 mL) in 1.6 

mL of MeOH and stir for 15 min. The acid formation was monitored by LCMS. Then the mixture 

was acidified to pH 2 with HCl 1M and extracted with EtOAc three times. The combined organic 

phases were dried over MgSO4. After filtration, evaporation of the solvent under reduced 

pressure and purification on silica gel column (CH/EtOAc (8/2) to Acetone) the lactol 25 was 

obtained as colourless oil.  

 

IR (KBr): ʆ ϯϯϮϭ ;OHͿ, ϮϵϴϬ ;NHͿ, Ϯϵϯϭ, Ϯϴϰϳ, ϭϳϭϰ ;C=OͿ, ϭϲϬϬ ;C=OͿ, ϭϰϮϴ, ϭϯϲϴ, ϭϭϲϰ, ϭϬϱϮ, 

758. 

1H NMR (400 MHz, Acetonitrile-dϯͿ ɷ ϴ.ϲϱ ;d, J = 5.0 Hz, 1H, Ar-H), 7.64 (d, J = 5.1 Hz, 1H, Ar-

H), 5.40 (s, 1H, NH), 4.26 (dq, J = 9.1, 6.9 Hz, 1H, CH), 1.29 (s, 9H, t-Bu), 1.25 (d, J = 7.0 Hz, 3H, 

CH3). Signal due to the OH is missing. 

13C NMR (101 MHz, Acetonitrile-dϯͿ ɷ ϭϲϱ.ϭ, ϭϲϬ.ϰ, ϭϱϲ.ϳ, ϭϱϲ.ϲ, ϭϱϱ.Ϯ, ϭϰϵ.Ϭ, ϭϮϮ.ϭ, ϭϭϵ.ϲ, 

80.4, 52.6, 28.5, 15.5. 

HRMS/ESI : in progress. 

  

Aspect: Colourless oil 

Chemical Formula: C14H17ClN2O5 

Molecular Weight: 328.75 

Yield: 24% 
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Tert-butyl((1R,2R)-1-(2-chloro-3-(isobutylcarbamoyl)pyridin-4-yl)-1-hydroxy-1-

(methoxy(methyl)amino)propan-2-yl)carbamate 26 

 

 

 

According to TP4, nucleophile addition of isobutylamine was achieved with 22 (0.63 g, 1.7 

mmol) and isobutylamine (0.34 mL, 3.4 mmol) as starting materials. The amide 26 was 

obtained after purification by silica gel column (CH to CH/EtOAc (8/2)) as a pink oil. 

 

IR (KBr): ʆ ϮϮϵϴ ;OHͿ, ϮϵϲϮ ;NHͿ, Ϯϵϯϰ ;NHͿ, Ϯϴϳϰ, ϭϳϰϳ ;C=OͿ, ϭϳϭϯ ;C=OͿ, ϭϲϮϮ, ϭϱϮϲ, ϭϯϲϳ, 

1167, 901. 

1H NMR (400 MHz, Chloroform-d) ɷ 8.29 (d, J = 5.1 Hz, 1H, Ar-H), 6.64 (d, J = 5.1 Hz, 1H, Ar-H), 

6.54 (t, J = 5.9 Hz, 1H, NHi-Bu), 4.65 (d, J = 9.5 Hz, 1H, NHBoc), 4.45-4.60 (m, 1H, OH), 3.45 (s, 

3H, NOMe), 3.42 – 3.30 (m, 3H, CH2 i-Bu, and OH), 2.62 (s, 3H, NMe), 1.94 (hept, J = 6.7 Hz, 

1H, CH i-Bu), 1.39 (s, 9H, t-Bu), 1.08 (d, J = 6.9 Hz, 3H, CH3), 0.99 (d, J = 6.7 Hz, 6H, CH3 i-Bu). 

13C NMR (101 MHz, Chloroform-d) ɷ 169.9, 156.5, 156.5, 155.0, 154.6, 106.4, 104.9, 104.4, 

80.1, 60.6, 48.9, 48.2, 36.8, 28.5, 28.4, 20.4, 16.5. 

HRMS/ESI : in progress. 

  

Aspect: Pink oil 

Chemical Formula: C20H33ClN4O5 

Molecular Weight: 444.96 

Yield: 40% 
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Tert-butyl(1-(7-chloro-3-hydroxy-2-oxo-2,3-dihydro-1H-pyrrolo[2,3-c]pyridin-3-

yl)ethyl)carbamate 29 

 

 

 

According to TP4, nucleophile addition of ammoniac hydroxide was done with 22 (0.1 g, 2.82 

mmol) and aqueous ammonia (0.04 mL, 5.65 mmol) as starting materials. The lactame 29 was 

obtained after purification by silica gel column (CH to CH/EtOAc (9/1)) as a colourless oil. The 

NMR spectra revealed two diastereoisomers (2:1) because of the two asymmetric centers. 

 

IR (KBr): ʆ ϯϯϰϳ ;OHͿ, Ϯϵϴϭ ;NHͿ, Ϯϴϱϱ, ϭϳϳϵ ;C=OͿ, ϭϲϴϱ ;C=OͿ, ϭϲϬϬ, ϭϱϮϵ, ϭϭϲϯ, ϭϬϴϬ, ϵϭϯ. 

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6Ϳ ɷ ϵ.Ϭϲ ;s, ϮH, NH ĐǇĐliĐͿ, ϴ.ϵϮ ;s, ϭH, NH ĐǇĐliĐͿ, ϴ.ϱϴ ;d, J = 5.0 

Hz, 1H, Ar-H), 8.50 (d, J = 5.0 Hz, 2H, Ar-H), 7.60 (d, J = 5.0 Hz, 1H, Ar-H), 7.57 (d, J = 5.0 Hz, 2H, 

Ar-H), 6.85 (d, J = 9.6 Hz, 2H, NHBoc), 6.73 (d, J = 9.5 Hz, 1H, NHBoc), 6.70 (s, 1H, OH), 6.67 (s, 

2H, OH), 4.22 – 4.11 (m, 2H, CH), 3.96 – 3.84 (m, 1H, CH), 1.36 (s, 9H, t-Bu), 1.19 (d, J = 6.9 Hz, 

6H, CH3), 1.09 (s, 18H, t-Bu), 1.02 (d, J = 6.9 Hz, 3H, CH3). 

13C NMR (101 MHz, DMSO-d6Ϳ ɷ ϭϲϱ.ϭ, ϭϲϰ.ϯ, ϭϲϬ.ϵ, ϭϲϬ.Ϭ, ϭϱϱ.Ϯ, ϭϱϰ.ϲ, ϭϱϮ.ϳ, ϭϱϭ.ϴ, ϭϰϱ.ϰ, 

144.4, 124.4, 124.2, 118.7, 118.5, 88.6, 87.3, 78.0, 77.5, 51.7, 49.7, 28.2, 27.9, 15.9, 15.0. 

HRMS/ESI calcd for C14H19N304Cl [M + H]+ = 328.1064, found 328.1062. 

  

Aspect: Colourless oil 

Chemical Formula: C14H18ClN3O4 

Molecular Weigh : 327.77 

Yield: 64% 
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Synthesis of a pyridine derivative substituted in position 4 by protected D-Alanine-D-Alanine 

 

 

Schema 4 : Synthesis of lactone heterocyle carrying a D-Ala-D-Ala sequence 
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(R)-1-(methoxy(methyl)amino)-1-oxopropan-2-aminium 2,2,2-trifluoroacetate 31 

 

 

 

In a round bottom flask the tert-butyl (R)-(1-(methoxy(methyl)amino)-1-oxopropan-2-

yl)carbamate 15 (4.43 g, 23.00 mmol) was introduced and 63 mL of DCM and 21 mL of TFA 

were added. The completion of the reaction was checked by TLC. The solvents were removed 

in vacuum and the residue was washed with toluene (3X20 ml). The product was then 

crystallized in cyclohexane to afford 31 as white crystals. 

IR (KBr): ʆ ϯϮϱϮ ;NHͿ, ϯϬϴϭ, ϯϬϬϮ, ϮϵϱϬ, ϭϳϮϯ ;C=OͿ, ϭϲϰϲ (C=O), 1213, 732 (CF), 719, 689 

1H NMR (400 MHz, Chloroform-dͿ ɷ ϳ.ϰϭ ;s, ϯH, NH3
+), 4.92 (p, J = 7.0 Hz, 1H, CH), 3.76 (s, 3H, 

NOMe), 3.23 (s, 3H, NMe), 1.42 (d, J = 6.9 Hz, 3H, CH3). 

13C NMR (101 MHz, Chloroform-dͿ ɷ ϭϳϭ.ϰ, ϭϱϲ.ϱ ;Ƌ, J = 37.5 Hz, COTFA), 115.8 (q, J = 287.5 Hz, 

CF3), 61.9, 46.6, 32.3, 18.1. 

mp : 91-92 °C 

HRMS/ESI : in progress. 

  

Aspect: White crystals 

Chemical Formula: C7H13F3N2O4 

Molecular Weight: 246.19 

Yield: 100% 
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Tert-butyl((R)-1-(((R)-1-(methoxy(methyl)amino)-1-oxopropan-2-yl)amino)-1-oxopropan-2-

yl)carbamate 32 

 

 

 

31 (9.84 g, 40 mmol) and N-methylmorpholine (13.2 mL, 120 mmol) were added to Boc-D-

Alanine (7.57 g, 40 mmol) in DCM (200 mL) at -10 °C. Then 1-(3-dimethylaminopropyl)-3-

ethylcarbodiimide (EDCI) (7.02 mL, 40 mmol) was added. After stirring at the same 

temperature for 2 h, the reaction was allowed to stir at room temperature overnight. Then, 

the solvent was removed in vacuum. Then, a cooled aqueous 1 M HCl (150 mL) was added on 

the residue, this solution was extracted with EtOAc (3X150 mL). The combined organic phases 

were washed with saturated NaHCO3, brine and dried over MgSO4. After filtration, evaporation 

of the solvent under reduced pressure and purification on silica gel column (CH/EtOAc (8/2) 

to CH/EtOAc (5/5)) 32 was obtained (10 g, 32.96 mmol) as a translucent gum.  

 

IR (KBr): ʆ ϯϲϬϬ ;NHͿ, ϯϯϭϴ ;NHͿ, ϮϵϴϬ, Ϯϵϯϰ, ϭϳϬϬ ;C=OͿ, ϭϲϱϰ ;C=OͿ, ϭϱϮϵ ;C=OͿ, ϭϯϱϳ, ϭϮϰϵ, 

1171. 

1H NMR (400 MHz, DMSO-dϲͿ ɷ ϳ.ϵϱ ;d, J = 7.6 Hz, 1H, NH), 6.88 (d, J = 7.9 Hz, 1H, NH), 4.74 – 

4.64 (m, 1H, CH), 4.04 – 3.92 (m, 1H, CH), 3.72 (s, 3H, NOMe), 3.10 (s, 3H, NMe), 1.37 (s, 9H, 

t-Bu), 1.19 (d, J = 7.0 Hz, 3H, CH3), 1.14 (d, J = 7.2 Hz, 3H, CH3). 

13C NMR (101 MHz, DMSO-dϲͿ ɷ ϭϳϮ.ϲ, ϭϳϮ.ϰ, ϭϱϱ.Ϭ, ϳϴ.Ϭ, ϲϭ.Ϯ, ϰϵ.3, 44.5, 31.8, 28.2, 18.2, 

17.2. 

HRMS/ESI calcd for C13H25N305Na [M + Na]+ = 326.1692, found 326.1695. 

  

Aspect: Translucent gum 

Chemical Formula: C13H25N3O5 

Molecular Weight: 303.36 

Yield: 82% 
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Tert-butyl((R)-1-(((R)-1-((R)-4-chloro-1-(methoxy(methyl)amino)-3-oxo-1,3-

dihydrofuro[3,4-c]pyridin-1-yl)ethyl)amino)-1-oxopropan-2-yl)carbamate 34 

 

 

 

According to TP3 the metalation of tert-butyl 2-chloronicotinate 21 (0.50 g, 2.34 mmol) was 

achieved. The Weinreb amid 32 of D-alanine-D-Alanine (1.42g, 4.68mmol) pre-depronated 

according to TP2, was added dropwise. An 1 M aqueous HCl solution (17 ml) was added, then 

the solution was extracted with EtOAc (3X20 mL). The combined organic layers were dried 

over MgSO4 and evaporated in vacuum. The residue was purified by silica gel column 

(CH/EtOAc (8/2) to CH/EtOAc (5/5)) and 34 (0.36 g, 1.26 mmol) was obtained as a white solid. 

 

IR (KBr): ʆ ϯϯϭϮ ;NHͿ, ϮϬϴϬ, ϮϬϰϬ, ϭϳϴϰ ;C=OͿ, ϭϲϴϰ ;C=OͿ, ϭϲϰϯ ;C=OͿ, ϭϱϮϵ, ϭϮϰϵ, ϭϭϲϵ, 

1042, 970. 

1H NMR (400 MHz, Chloroform-d) ɷ 8.60 (d, J = 5.0 Hz, 1H, Ar-H), 7.61 (d, J = 5.1 Hz, 1H, Ar-H), 

6.76 – 6.60 (m, 1H, NH), 4.97 – 4.78 (m, 2H, NH+CH), 4.01 – 3.87 (m, 1H, CH), 3.42 (s, 3H, 

NOMe), 2.64 (s, 3H, NMe), 1.40 (s, 9H, t-Bu), 1.20 (d, J = 6.9 Hz, 3H, CH3), 1.04 (d, J = 7.1 Hz, 

3H, CH3). 

13C NMR (101 MHz, Chloroform-d) ɷ 172.2, 164.6, 157.6, 155.8, 153.3, 149.3, 121.7, 118.1, 

102.6, 80.6, 60.8, 50.0, 46.6, 37.2, 28.4, 17.6, 15.9. 

mp : 137-139.00 °C  

HRMS/ESI : in progress. 

  

Aspect: White solid 

Chemical Formula: C19H27ClN406 

Molecular Weight: 442.90 

Yield: 30% 
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DĠteĐtioŶ de la ƌĠsistaŶĐe à la vaŶĐoŵǇĐiŶe paƌ ŵise eŶ ĠvideŶĐe d’uŶe aĐtivitĠ D-Ala-D-

Ala dipeptidase 

Les antibiotiques de la famille des glycopeptidiques ont été utilisés intensivement chez l'homme et 
l'aŶiŵal depuis leuƌ autoƌisatioŶ. L’utilisatioŶ ŵassiǀe de la ǀaŶĐoŵǇĐiŶe eŶ ŵilieu hospitalieƌ, et de 
l’aǀopaƌĐiŶe Đoŵŵe faĐteuƌ de ĐƌoissaŶĐe daŶs l’Ġleǀage iŶteŶsif a iŶduit uŶe pƌessioŶ de sĠleĐtioŶ et 
l’ĠŵeƌgeŶĐe d’Enterococcus faecium résistant aux glycopeptides. Selon l'OMS, Enterococcus faecium 
résistant à la vancomycine représente une menace pour la santé publique mondiale. Des méthodes de 
détection de la résistance aux glycopeptides existent mais elles sont lentes et/ou coûteuses. La 
présente étude vise à la découverte d'une méthode rapide de détection de la résistance à la 
vancomycine qui permettrait une prise en charge précoce et l'isolement du patient, limitant ainsi 
l’eǆpaŶsioŶ de la ƌĠsistaŶĐe. Le ĐoŶĐept de la ŵĠthode pƌoposĠe s’appuie suƌ la dĠteĐtioŶ de la 
résistance à la vancomycine par mise en évidence de l'activité dipeptidase D-Alanine-D-Alanine de 
VanX en libérant un chromophore. Pour apporter la preuve de concept de cette méthode, deux esters, 
le 2-ĐhloƌoŶiĐotiŶate d’ĠthǇle et le Ϯ-chloronicotinate de tert-butyle ont été fonctionnalisés en position 
4 avec une D-alanine N-pƌotĠgĠe. Cette foŶĐtioŶŶalisatioŶ s’est aǀĠƌĠe Đoŵpleǆe eŶ ƌaisoŶ d’uŶe foƌte 
teŶdaŶĐe ă la ĐǇĐlisatioŶ du sǇstğŵe ŶiĐotiŶate, Ƌui pƌouǀe d’ailleuƌs l’effiĐaĐitĠ de l’auto-immolation 
du système que nous proposons. Suivant le même protocole de fonctionnalisation du 2-
chloronicotinate de tert-butyle, un premier dérivé furopyridinone avec la séquence D-Ala-D-Ala a été 
obtenu. Après déprotection, cette molécule peut servir de première molécule-test pour la détection 
de l’aĐtiǀitĠ VaŶX. Elle peut ĠgaleŵeŶt seƌǀiƌ de piǀot pouƌ la sǇŶthğse d’autƌes ŵolĠĐules pƌo-
chromophores auto-immolables. Un clonage de la protéine VanX a été effectué dans deux types de 
vecteurs donnant respectivement une protéine recombinante 6xHis-VanX et une protéine 
recombinante VanX native qui possèdent toutes deux une activité D-Ala-D-Ala dipeptidase. 

Mots clés : Vancomycine, antibiorésistance, Enterococcus faecium, système auto-immolable. 

Detection of vancomycin resistance through D-Alanine-D-Alanine dipeptidase activity 

Glycopeptide antibiotics have been used intensively in humans and animals since they have been 
approved. Emergence of glycopeptide resistant Enterococcus faecium has been ascribed to a selective 
pressure due to the increasing use of vancomycine in hospitals and avoparcin as a growth promoter in 
intensive livestock. Vancomycin resistant Enterococcus faecium represents a serious and increasing 
threat for world public health according to WHO. Glycopeptides resistance detection methods do exist, 
however they are slow and/or expensive. The present study aims at discovering a much faster method 
that would allow early medical care and isolation of the patient, thus limiting the dissemination of the 
resistance. The concept of the proposed method is based on the detection of vancomycin resistance 
through the evidencing of a D-Alanine-D-Alanine dipeptidase activity of VanX by releasing a 
chromophore. To demonstrate the concept of this method, ethyl 2-chloronicotinate and tert-butyl 2-
chloronicotinate were functionalized with an N-protected D-alanine. This functionalization has proven 
to be complex due to a strong tendency towards cyclization of the nicotinate system, which moreover 
proves the effectiveness of the self-immolation of the system that we offer. Following the same 
functionalization protocol with tert-butyl 2-chloronicotinate, a first furopyridinone derivative with a D-
Ala-D-Ala sequence was obtained. After deprotection, this molecule can be used to detect VanX 
activity. It can also serve as a pivot for synthesis of self-immolable pro-chromophoric molecules. 
Cloning and over-expression of the VanX protein was carried out in two types of vectors giving 
respectively a recombinant protein 6xHis-VanX and a recombinant native protein VanX which both 
possess D-Ala-D-Ala dipeptidase activity. 

Keywords: Vancomycin, antimicrobial resistance, Enterococcus faecium, Self-immolative systems. 


