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Le triéthyle phosphate (TEP -Figure 1), synthétisé par Franz Anton Voegeli en 1848, est le premier
composé organophosphoré (OP) reporté dans la littérature.! Cette découverte a été rapidement occultée
par celle de Philipe de Clermont et Wladimir Moschnin qui, en 1854, ont synthétisé le tétraéthyle
pyrophosphate (TEEP -Figure 1), qui s’est avéré étre le premier inhibiteur organophosphoré de
cholinestérases.? Bien que de nombreux autres OPs aient été synthétisés par la suite, leur véritable essor
n’a eu lieu qu’au 20 siecle en Allemagne. En 1932, Willy Lange et Gerda von Krueger ont décrit la
synthese des diméthyl- et diéthyl- phosphorofluoridate (Figure 1) ainsi que les effets nocifs liés a leur

inhalation.3

? 2 9 0
P /P\ PN P /P\ /P\ N ,P_F
() (I) O O 6 O 6 O R é

) o

Triethylphosphate Tetraethyl phosphate R=Me, Dimethylphosphofluoridate

R= Et, Diethylphosphofluoridate

Figure 1. Premiers organophosphorés synthétisés

L’industrie phytosanitaire allemande décela alors le potentiel des OPs en tant qu’insecticides - avec
comme objectif de rendre le III° Reich moins dépendant des importations alimentaires-* au travers des
travaux de Gerhart Schrader (I.G. Farben, division Bayer — Figure 2) qui découvrit le Tabun (GA) en
1936.5 Cette molécule incolore et inodore se révéla extrémement toxique : non contente de détruire les

parasites, cette substance s’est avérée mortelle pour un grand nombre de mammiferes.

Sous l'égide de I'armée allemande, Schrader poursuivit ses recherches : plus de 2 000 OPs furent alors
synthétisés incluant le paraoxon, le parathion, le Sarin (GB), le soman (GD) et le cyclosarin (GF). L’armée
du gouvernement national socialiste allemand étudia leur utilisation en tant qu’arme chimique sans
pour autant les utiliser a grande échelle lors de la Seconde Guerre Mondiale et ce, malgré leur potentiel
de destruction supérieur a celle des armes chimiques de I'époque (phosgene, gaz moutarde, ypérite...)
et malgré la production de 12 000 tonnes de Tabuns¢ entre 1942 et 1945 (usine de Duhernfurth — Figure
2).

bl ‘ e TSR - W la
Figure 2. A droite, Gerhart Schrader au sein de son laboratoire a 1.G. Farben” ; a gauche vue aérienne de 'usine de Duhernfurth en Pologne

ot furent produit a grande échelle le Tabun*
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Suite a ce conflit mondial et dans un contexte de guerre froide, la recherche a des fins militaires se
poursuivit au sein des puissances mondiales avec le développement du VX par les britanniques? (qui
fut ensuite produit en masse par les américains), du VR (ou VX russe) et des Novichoks par les
soviétiques.® Parallelement, I'industrie phytosanitaire poursuivit son effort de recherche et de nombreux
OP toxiques pour les insectes, mais « moins » toxiques pour les humains furent développés dont le

malathion aux Etats-Unis.10

L’utilisation avérée de ces agents en tant qu’armes chimiques n’arrivera qu’a partir des années 80. En
effet, lors du conflit Iran-Irak (1980-1988), I'armée irakienne utilisa le tabun, le sarin et le cyclosarin
contre les troupes iraniennes (Figure 3), entre 1984 et 1988, mais aussi contre des populations civiles
notamment en mars 1988 a Halabja.!* Lors de la guerre du Golfe (1990-1991), les forces américaines
furent exposés au Sarin et au cyclosarin lors de la destruction des munitions irakiennes a Khamisiyah
et Muhammadiyat.’? A la suite de la défaite de I'Irak en février 1991, une insurrection au sein de la
population eut lieu en mars 1991, écrasée rapidement par le régime en place par I'emploi de 10 a 32

bombes au sarin dans les régions Najaf et Kerbala.2

Figure 3. Soldat iranien équipé d"un masque a gaz lors de la guerre Iran-Irak'3

Devant la menace représentée par ces agents ainsi que leur prolifération, un traité international de
désarmement fut signé a Paris en 1993 (Convention sur I'interdiction des armes chimiques, entrée en
vigueur en 1997).14 Ce premier traité multilatéral interdit la mise au point, la fabrication, le stockage et
l'usage de toute arme chimique comme arme de destruction massive. Elle encourage et vérifie la
destruction des stocks existants des pays qui ont ratifié ce traité (192 pays actuellement) via
I'Organisation pour l'interdiction des armes chimiques (OIAC). Au 1erjanvier 2018, Israél n’a toujours
pas ratifié ce traité malgré son statut de signataire ; 'Egypte, la Palestine, le Soudan du Sud ainsi que la

Corée du Nord ne I'ont toujours pas signé.

Malgré ce traité, certains OPs furent utilisés lors d’attaques terroristes ou de répression de population

civiles. A partir de fin 1993 a 1994, la secte Aum Shinrikyo (« Vérité supréme D’Aum »), dirigée par
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Shoko Ashara, produisit illégalement du VX et du sarin a des fins d’assassinat. En 1994 a Matsumoto,

12 litres de sarin (= 94 moles) furent libérés (8 morts, 600 blessés) et en 1995, environs 11 litres (= 88

moles) sont relachés dans 5 rames de métro a I'heure de pointe (12 morts, 5 500 blessés, Figure 4).1516

Plus récemment, la guerre civile syrienne (2011 a aujourd’hui) fut et est encore le théatre de nombreuses
attaques au sarin par le régime syrien - signataire de la convention sur linterdiction des armes
chimiques depuis 2013 - sur ses populations civiles de 2012 a 2017 notamment en aofit 2013 lors du
massacre de Ghouta?® (502 a 1 845 morts, 3 600 a 9 924 blessés) et en avril 2017 lors du Massacre de Khan
Cheikhoun? (37 a 200 morts, 400 a 557 blessés — Figure 5). Pour 'heure, aucun bilan humain global n’a

été fait, pour des raisons évidentes, il faudra attendre la fin de ce sanglant conflit.

L4 ‘){ _< “.. " § a3 " .‘ .
Sl ey N S . - - o
Figure 5. Les secouristes arrosent les victimes touchées par I'attaque au gaz sarin a Khan Cheikhoun (2017)21
En Février 2017, un NOP fut utilisé a des fins d’assassinat politique. Kim Jong-Nam, demi-frére en exil
du dirigeant actuel nord-coréen, regut au visage du VX a l'aéroport de Kuala Lumpur en Malaisie ; il
mourut des suites de ces projections apres vingt minutes d’agonie (Figure 6).22 Enfin, en mars 2018,
Serguéi Skripal, un ex-agent double d’origine russe, et sa fille sont empoisonné au Novichok dans le

sud du Royaume-Uni.?
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Figure 6. Le déroulement de l'assassinat de Kim Jong-nam?*

Aux risques avérés d’utilisation des OPs comme agent de guerre, s’ajoute la problématique de
I'utilisation massive des OPs dans I’agriculture mondiale. L’emploi de ces agents hautement biocides
sans précaution dans le domaine phytosanitaire est un enjeu majeur de santé publique : il provoquerait
plus de 300 000 cas d’empoisonnement aigiies ou chroniques dans le monde, dont 168 000 cas de suicide,
essentiellement dans les pays en voie de développement (Asie, Afrique et Moyen-Orient).2>? Du fait de
la sélectivité limitée des OPs entre les especes ciblées et non-ciblées?, mais aussi leur présence avérée

dans I'environnement? (air, eau, sol, aliment), leur utilisation est décriée et de plus en plus réglementée,
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leur effets a long terme étant méconnus. En France, seuls 10 OPs restent autorisés pour un usage

phytosanitaire.?

Le mécanisme d’action principal des OPs ainsi que les suites occasionnées par une intoxication aigué
sont bien connus de nos jours. En effets, les neurotoxiques organophosphorés (NOPs) sont des
inhibiteurs irréversibles de l’acétylcholinestérase (AChE), une enzyme ayant un rdle clef dans la
transmission de I'influx nerveux dans les systémes nerveux central et périphérique. En présence d’OPs,
cette estérase est inactivée via la phosphylation irréversible de la sérine catalytique provoquant un large

éventail de manifestations cliniques allant des convulsions a la mort par arrét respiratoire.

A T'heure actuelle, un empoisonnement aux NOPs est contré par 1'administration d"un cocktail de 3
composés : 'atropine (antagoniste des récepteurs muscariniques) permettant de lutter contre les
symptomes cholinergiques, un dérivé des benzodiazépines comme le diazépam traitant les convulsions
et ayant des propriétés anxiolytiques et enfin, un « réactivateur », composé en général a base d'un
nucléophile de type oxime, qui permet de régénérer l’activité catalytique de I’AChE en déphosphylant

la sérine de 'enzyme.?

De nombreux travaux de recherche sur les réactivateurs ont été menés depuis le développement des
NOPs. En 1956, une premiéere famille de réactivateurs est développée : les pyridiniums aldoximes avec
comme figure de proue le pralidoxime (2-PAM, Figure 7).3! Apres plus de 70 ans de recherche, les
réactivateurs les plus efficaces sont toujours des dérivés de pyridiniums aldoximes, notamment les bis-

pyridiniums aldoximes dont fait partie 1’asoxime? (HI-6 — publiée en 1966 - Figure 7).

_OH
® )
N> PN S N7 UNH,
X NO N 2x
2.PAM HI-6

Figure 7. Structure du 2-PAM et du HI-6

Cependant ces réactivateurs présentent de nombreuses limitations, dont leur tres faible capacité a
traverser la barriere hémato-encéphalique (du fait de leur charge permanente) et a réactiver
efficacement les AChEs inhibées par les NOPs dans le systeme nerveux central (SNC). Par ailleurs, leur
efficacité est trés dépendante de la nature du NOP utilisé, et il n’existe pas, aujourd’hui, de réactivateur

universel. Dans ce contexte, le développement de nouveaux réactivateurs efficaces est un réel défi.?

En collaboration avec les équipes du Dr. Florian Nachon (Institut de recherche biomédicale des Armées,
IRBA, a Brétigny/Orge), Dr. Rachid Baati (Université de Strasbourg) et du Dr. Martin Weik (IBS
Grenoble), notre laboratoire travaille depuis une dizaine d’année sur le développement de nouvelles

fonctions réactivatrices et de nouveaux réactivateurs pour les cholinestérases inhibées par les NOPs.
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Ces travaux ont permis de mettre en évidence trois nouvelles fonctions non chargées (Figure 8) capables
d’hydrolyser efficacement les NOPs.3* Suite a ces résultats, afin de cibler les cholinestérases, et
d’augmenter l’affinité de ces oximes pour cette enzyme une fois phosphylée, la fonction 3-
hydroxypyridine aldoxime a été associée a un ligand du site périphérique de I’AChE pour accéder a des
familles de réactivateurs originaux non-chargés présentant des capacités a réactiver les cholinestérases

inhibées pour des composés organophosphorés (VX, Tabun et paraoxon) équivalentes et méme

supérieures a celle des mono- et bis pyridiniums aldoximes.3335-40

OH OH
N N
| 7 N bz N.
N/ PN OH N OH N ~ "OH
0] NH,
Pyridine aldoxime Hydroxamic acid Amidoxime

Figure 8. a-nucléophiles développés au sein de I'équipe

Dans la continuité de ces travaux, afin d‘accéder a des composés possédant une meilleure
biodisponibilité et des données pharmacocinétiques plus favorables que les premiers composés
obtenus, I'objectif de cette these, financée par la Direction Générale de I’Armement (DGA), consiste a
développer des réactivateurs non-chargés comprenant différents ligands aminés associés a une fonction
réactivatrice (Figure 9). Ces travaux s’inscrivent dans le cadre d’un programme ANR Astrid « ReCNS-

AChE » 2013-2017 et d'un programme cogito PHC franco-croate 2015-2017.

Peripheric binding site

N

Reactivating Linker Ligand

function
active site

Figure 9. Principe des réactivateurs synthétisés au sein du laboratoire

Ce manuscrit s’articulera autour de cinqg chapitres. Le premier chapitre sera consacré aux NOPs, leur
mécanisme d’inhibition de I’AChE, les différentes contre-mesures médicales existantes ainsi que 1'état

de I'art en matiere de réactivateurs.

Le deuxieme chapitre sera consacré a la synthese et aux évaluations biologiques de réactivateurs non-
chargés dérivés de la tétrahydroisoquinoléine, de la morpholine et de la diéthylamine en ligand du site

périphérique déja développés au sein du laboratoire (Figure 10).
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Figure 10. Structure générale des réactivateurs non-chargés resynthétisés

Dans la continuité de ce chapitre 2, la conception de nouveaux réactivateurs incorporant différentes
amines cycliques ainsi que leurs évaluations biologiques seront présentées en détail dans le chapitre 3

(Figure 11).

HO | XN
CINENENY A W AN

Linker
Reactivating Ligand

function

f f f R.
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' ' N |

! ! ~ P

heterocycles
Figure 11. Structure générale des réactivateurs non-chargés incorporant différentes amines cycliques

Nous aborderons ensuite dans le chapitre 4 I'élaboration et I'évaluation in vivo de réactivateurs non-

chargés comportant un motif carbohydrate pour un passage actif de la BHE (Figure 12).

HO | N
HON N/

Linker
Reactivating Carbohydrate
function
HO | x
HON N/
Linker Linker
Reactivating Ligand Carbohydrate
function

Figure 12. Structure générale des réactivateurs non-chargés pour un passage actif de la BHE

Enfin, avant de conclure et d’énoncer les perspectives de ces travaux de recherche, un cinquieme
chapitre sera consacré au développement de nouveaux réactivateurs non-chargés incorporant de
nouvelles fonctions réactivatrices notamment le thiadiazole-5-carboxaldoximes comme nouvelle

fonction réactivatrice (Figure 13).
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Figure 13. Structure générale des réactivateurs portant le thiadiazole-5-carboxaldoximes en tant que fonction réactivatrice
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CHAPITRE 1 : L’'EMPOISONNEMENT AUX NOPS, UNE

PROBLEMATIQUE TOUJOURS D’ACTUALITE






I. Les neurotoxiques organophosphorés
I.1. Généralités

Les organophosphorés sont des molécules organiques contenant un phosphore pentavalent. Dérivés
d’acide orthophosphorique ou thiophosphorique, ils comportent une structure commune : une liaison
phosphoryle (P=0) ou thiophosphoryle (P=S), un groupe partant (CN, F, OR, SR ...) et deux substituants

de nature variable (alkoxy, alkyle, aryl, amine, thioalkyle) selon la classe du composé (Figure 14).

X=0,S
| | R!= alkoxy
R3 ‘Z;P\R1 R? = alkoxy, alkyl, aryl, amine, thioalkyl
R R? = leaving group (F, OR, SR, CN ...)

Figure 14. Structure générale des organophosphorés

Du fait de la grande diversité des structures, mais aussi de leur position relative sur 'atome de
phosphore, il n’existe pas de classification universelle. Cependant, 13 grandes familles peuvent étre

mises en évidence (Tableau 1).

Phosphoryles (P=0)

Phosphate Phosphonate Phosphinate Phosphorothioate Phosphorotrithioate
s-substituté
[§) o] 0 o O
] ] | ] ]
IRUOR " \"OR P ISR ~N'SR
RO OR RO \R RO~ \éR RO™ NG RS SR
Phosphonothioate Phosphoramidate Phosphorothioamidate Phosphorofluoridate Phosphonofluoridate
i i i i i
P R Po, R Py /P"”fOR /P”"‘R
~N'SR N~ \/OR ‘v \/OR N F
ROT NG N NoR N Nea OR OR
R R
Thiophosphoryles (P=S)
Thiophosphate Phosphorodithioate Thiophosphonate Thiophosphoramidate
S S S S
I I I I
~Pror sk ~Pror R, ~™ior
RO OR RO OR RO R \,}j \OR
R

Tableau 1. Structure générale des organophosphorés 41

L’acces synthétique a ces composés a été possible grace a la contribution de nombreux chimistes de
renom (Alexander Williamson, Karl August Michaelis, Alexander Arbusov)! et a permis de synthétiser
plusieurs milliers d’OPs depuis la fin du 19¢me siecle. Seule une cyanotoxine, ’anatoxin-a(S), isolée en

1991 de la cyanobactérie Anabaena flosaquae, est d’origine naturelle (Figure 15).%2

Anatoxin-a(S)

Figure 15. Structure de I'anatoxin-a(S)
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Les organophosphorés sont essentiellement utilisés en tant qu’agents neurotoxiques ou phytosanitaires.
Cependant, de nombreuses industries (plasturgie, textile, électronique...) utilisent des OPs en tant que
retardateur de flamme (en 2006, 20% étaient des OPs), d’agent plastifiant, anti-mousse, fluidifiant
(Figure 16).#* De manieére plus anecdotique, certains OPs ont été utilisés en médecine vétérinaire
(anthelminthique et ectoparasiticide)* et humaine notamment pour le traitement du glaucome ou de la

bilharziose# (Figure 16).

o ™o cl Bu. _P___Bu
6] (0] CI) (o)
\[ \Bu

Cl
Tris(2-chloroethyl) phosphate Tri-n-Butyl phosphate
TCIPP TNBP
flame retardant plasticizer, fluidizer,
plasticizer anti-foam agent
o ¢l @ .-
i Cl P NN\ N
~n~- P (O
(0] CI) Cl O I
20 b, r
Metrifonate Phospholine
treatment of bilharzia glaucoma

Figure 16. Applications diverses des OPs

I.2. Les pesticides organophosphorés

Le TEPP, synthétisé en 1834 par Philipe de Clermont et Wladimir Moschnin, est le premier OP a avoir
été utilis€ comme pesticide. Cependant sa forte toxicité et son instabilité ont conduit au développement
d’autres composés au travers des recherches menées par Gerhard Schrader (Figure 1.3). Ce n’est qu’a
partir de 1950 que la production mondiale s’intensifia grace a leur efficacité mais aussi en raison de la
restriction d'usage, des 1970, de nombreux organochlorés tres utilisés comme le

dichlorodiphényltrichloroéthane (DDT - Figure 17).45
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Figure 17. Exemples de pesticide OP synthétisés de 1850 a 1960, et structure du DTT.

Bien moins persistants dans I'environnement que les organochlorés, les pesticides OPs ne sont pas sans
danger. En raison de leur manque de sélectivité entre les espéces ciblées et non-ciblées?, mais aussi de
leur présence avérée - ainsi que celle de leurs métabolites - dans l'environnement? (air, eau, sol,
aliment), leur usage est décrié et tres réglementé, leur effets a long terme étant méconnus. Leur
utilisation domestique et industrielle imprudente, mais aussi leur détournement a des fins de suicide
provoqueraient plus de 300 000 intoxications chaque année.2>2” A noter que ce chiffre est largement

sous-estimé par manque de données épidémiologiques fiables.

Au sein de I'Europe, la mise sur le marché d’un pesticide est encadrée par I'Union Européenne depuis
une directive de 1993 (CE n°1107/2009). Ainsi, la France, second consommateur de pesticides en Europe,
n’autorise que dix pesticides OPs (Figure 18). Nonobstant les réglementations existantes concernant les
résidus sur les denrées alimentaires (CE n° 396/2005 - limite maximale réglementaire - non cumulatif),

il n’y a aucune disposition prise pour limiter les concentrations résiduelles dans I'air et les sols.
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Figure 18. Structures des insecticides OPs autorisés en France

I.3. Les neurotoxiques de guerre

Toujours au travers des recherches menées par Gerhard Schrader puis par les puissances mondiales
(USA, UK, URSS, Chine) durant la guerre froide, les NOPs sont classés en 3 familles : les agents G, les
agents V et les agents « Novichok ».4647 ]Is sont caractérisés par leur résistance a I'hydrolyse accrue en

comparaison a celles des pesticides OPs.

Les agents G (G pour « German ») ont été développés entre 1936 et 1949 et sont bien connus dans le
monde de par leur utilisation volontaire sur des populations lors de conflits armés et attentats (Iran-
Irak, Japon, Syrie). On compte, parmi cette classe d’agents, le sarin (GB), le soman (GD), le cyclosarin
(GF) et le Tabun (GA - Figure 19). IIs se présentent a température ambiante, sous la forme de liquide
incolore, inodore, sans saveur et tres volatil ce qui augmente le risque d’exposition par inhalation et par

voie percutanée. IIs sont, cependant, peu persistants en raison de leur hydrolyse rapide dans

I'environnement.

: 3 L : i O
FANAN P. PANAN P

NC™ I''N o F O PN

F7h0 I

~_O0 | I F1 0

Tabun (GA) Sarin (GB) Soman (GD) Cyclosarin (GF)
1936 1938 1944 1949

Figure 19. Structure des agents G

Les agents V (V pour « Victory », « Venomous » ou « Viscious » selon les sources), ont été développés

apres 1950 et comptent parmi eux, le VX, le VG, le VR (VX russe),* le VE, le CVX (VX chinois) et le VM
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(Figure 20). Peu de donnés sont disponibles sur ces agents a 1'exception du VX. IIs se présentent sous la
forme de liquides beaucoup moins volatils que les agents G, incolores, inodores et tres persistants

entrainant une contamination durable des surfaces (peau, vétements, sols...).
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Figure 20. Structures des agents V

Les Novichoks (« nouveau venu » en russe) ont été développés par les soviétiques dans un contexte de
course a I’armement entre 1970 et 1990. L’objectif était d’avoir un arsenal chimique indétectable, plus
stir a manipuler, ne rentrant pas dans le cadre du traité d’interdiction des armes chimiques et ayant un
pouvoir destructeur supérieur aux agents de guerre déja connus (10 fois plus puissant que le VX). IIs se
composeraient de deux composés compartimentés non toxiques qui, apres mélange, généreraient le
neurotoxique sous la forme d’une poudre fine facilement dispersable. Actuellement, les structures
chimiques sont peu connues: les moins puissants ont été publiés en tant que pesticide. Quelques
structures de NOP ont été décrites, dans la littérature par Vil Mirzayanov, un chimiste russe exilé aux
Etats-Unis, qui aurait travaillé sur ces molécules (Figure 21).94 Ce serait un agent de ce type qui aurait
été utilisé lors de la tentative d’empoisonnement de I'ex agent double russe Sergei Skripal en mars

2018.2350

Novochok
(active form)

R O
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R__o cl R O\P/CIO N
‘b_p o+ - —O — > R _P___N F
l J:O/P F /[\l F " J:o/ \F N= \)\O ||: (o) Y
R cl F Cl Cl
R=H,R'=H, A-230 Novichok-#
R=H, R'=Me, A-232 Novichok-5
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Figure 21. Structure générale des Novichoks et leur génération?

Dans le Tableau 2 sont résumés quelques caractéristiques de ces NOPs. Leurs propriétés physico-

chimiques (volatilité pour certains et persistance pour d’autres) en font des composés extrémement
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dangereux. Si leurs syntheses sont relativement simples, leurs purifications et leurs manipulations sont
extrémement délicates et nécessitent un personnel qualifié, militaire ou assimilé, respectant les regles
fixées par I'OIAC. Les syntheses des OPs ne sont autorisées uniquement qu’a des fins de recherche sur
les contre-mesures médicales. L’ensemble des manipulations sur les NOPs, que j’exposerai ci-apres, ont
été réalisés par l'Institut de Recherche Biomédicale des Armées (Brétigny-sur Orge, France) et par

I'« Institute for Medical Research and Occupational Health » (Zagreb, Croatie).

Agent Volatilité a 25°C T2 a20°C, LDso percutané LCtso inhalation
(mg/m3) pH=7 (h) (mg/kg) (mg.min/m3)
Tabun (GA) 610 85 14-22 150 *
Sarin (GB) 22000 39-41 25-28 50 - 100
Soman (GD) 3900 80-83 18* 70 *
VX 10.5 1 000 0.086 * 5-15 (aérosol)

Tableau 2. Données physico-chimiques et toxicologiques sur I’Homme d’agent innervant (LCtso : concentration létale par inhalation ; *

valeur exprimée comme LDLo : dose minimale létale)>?

Avec comme objectif de faciliter les recherches sur les contre-mesures médicales, plusieurs équipes ont
travaillé sur I'élaboration de substituts possédant des toxicités comparables aux véritables OPs, mais

présentant des propriétés physico-chimiques moins problématiques.

I.4. Substituts de NOPs, une alternative viable pour la recherche.

Cette partie sera consacrée uniquement aux substituts liés a I'intoxication par les OPs sur I’AChE dans
le cadre du développement de contre-mesures médicales (sont donc exclus les analogues

chromophores, fluorophores, radiomarqués ...).

Les organophosphates (pesticides) constituent une possibilité de premier choix dans l'étude des
intoxications aux OPs comme le DFP (DiisopropylFluoroPhosphate) - synthétisé par Gerhard Schrader
entre 1938 et 1944 - qui est utilisé par un grand nombre de chercheurs en tant qu’analogue du sarin ainsi
que le DCP (DiethylChloroPhosphate) mimant le soman et le DCNP (DiethylcyanoPhosphonate), son
analogue simulant le tabun (Figure 22).5 Cependant ils se révelent tres toxiques sans pour autant
donner les adduits identiques sur la sérine de 'AChE que les véritables toxiques, ni simuler la

caractéristique méme des NOPs, a savoir, leur pouvoir anticholinergique irréversible (Cf partie II de ce

chapitre).
F71o0 cI”ioT NC™ 107
o] oj W
DFP DCP DCNP

Figure 22. Structures des substituts historiques
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D’autres pesticides peuvent étre utilisés comme le Parathion mais, doivent d’abord étre activés par le

cytochrome P450 afin de générer le Paraoxon, métabolite actif, rendant le modele moins viable in vivo.

Des substituts comme le BIMP (Bis(IsopropylMethyl)Phosphonate - analogue du sarin - Figure 23) et le
BPMP (Bis(PinacolylMethyl)Phosphonate — analogue du soman - Figure 23) sont les premiers analogues
reportés dans la littérature, et synthétisés par I'équipe de Masataka Nagao (investi lors de I’attentat de
Tokyo dans I’analyse chimique des échantillons de sang des victimes).545 Ils présentent une toxicité et
une activité anticholinergique semblable a leurs homologues. Toutefois, le BIMP reste tres toxique et ne
peut pas étre stocké (hydrolyse). En 2006 un autre analogue du sarin, le INMP ou NIMP (Isopropyl
Nitrophenyl Methyl Phosphonate), est reporté dans la littérature comme beaucoup plus stable que le

BIMP mais peu de données ont été rapportées.’

L’équipe de Charles Mioskowski décrit, en 2000, I'utilisation du PhX en tant qu’analogue du VX. Cette
molécule présente une toxicité plus faible que son homologue mais son activité anticholinergique est

moindre et réversible (Figure 23).575

] 9 (\)\ II
P PS PP P\ N
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<A oo
BIMP BPMP INMP PhX

Figure 23. Structures des substituts de Nagao et de Mioskowski

En 2012 et 2016, Chambers et al. ont publiés sept substituts du VX, sarin et cyclosarin : les NIMP
(Nitrophenyl Isopropyl Methyl Phosphonate), PIMP (Phthalimidyl Isopropyl Methyl Phosphonate),
NEMP (4-Nitrophenyl Ethyl Methyl Phosphonate)) NEDPA (4-Nitrophenyl Ethyl Dimethyl
PhosphorAmidate), NCMP (Nitrophenyl Cyclohexyl Methyl Phosphonate), TEMP (3,5,6-Trichloro-2-
pyridinyl Ethyl Methyl Phosphonate) et TIMP (3,5,6-Trichloro-2-pyridinyl Isopropyl Methyl
Phosphonate - Figure 24).%% A l'exception du NEPDA, tous présentent des capacités inhibitrices

équivalentes aux NOPs tout en étant non volatils donc plus faciles a manipuler.
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Figure 24. Structures des analogues de NOPs développés par Chambers

La comparaison entre les différents substituts peut se faire par leur ICso ou par la constante bimoléculaire
d’inhibition ki sur I'’AChE. Celle-ci est plus pertinente car elle traduit I'affinité et la cinétique d’action
des molécules, permettant ainsi de juger de la potentielle utilisation in vivo. En raison de la grande
variété des tissus, des matrices utilisées mais aussi la méthode d’évaluation choisie (ICs ou ki) ainsi que

le manque de données (non publiées), il est tres difficile de comparer les différents analogues (Tableau

3).
Matrice Cerveau de rat AChE extraite Références
d’erythrocytes
Substituts ICso ki ICso ki
DFP (sarin) - 0.382 +0.086 150 * 1.243+0.153  Coban 2016;
INMP (sarin) - - 15 - Meek 2012;
_ Ohta 2006
NIMP (sarin) 22+1 1.67 +0.08 43 09420211 Njjjjima 1999;
PIMP (sarin) 36+0.5 2102 +0.149 35 - Worek 2004
TIMP (sarin) - 0.67 +0.081 - -
* AChE issue d’erythrocytes de boeuf
BPMP (soman) - - 480 * -
NCMP (cyclosarin) - 12.045 +0.174 - 6.027 + 0.201 OPs ki (h-Erythrocyte)
NEMP (VX) 8+0.2 3.976 +0.096 13 1.586 +0.214 Sarin 27
Soman 92
TEMP (VX) - 2.967 +0.155 - - VX 120
NEDPA (tabun) 1328 +61 - 2274 - Cyclosarin 490
Tabun 7.4

Tableau 3. Evaluation de la toxicité d’analogues de NOP (ki en uMmin™; ICs0 en nM ; h : humain)5456,59-61

Malgré leur faible ki, les NIMP, PIMP, NEMP et NCMP peuvent constituer une bonne alternative a leur
homologue NOPs. Par ailleurs, les NIMP, PIMP, NEDPA et NEMP ont été synthétisés au sein du
laboratoire par le Dr. Catherine Gomez (post-doctorante, contrat avec I'IRBA), et présentent I’avantage

de donner le méme groupement phosphonyle sur la sérine de I'enzyme que leurs analogues.
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IL. Les Cholinestérases, cibles de choix des neurotoxiques organophosphorés

Découvertes en 1932, les cholinestérases sont de la famille des a/f hydrolases a sérine, catalysant
I'hydrolyse d’esters de choline (acétylcholine, butyrylcholine) en acide carboxylique et en choline.6263
Le systeme nerveux possede deux cholinestérases : I'acétylcholinestérase®* (AChE, EC. 3.1.1.7) et la
butyrylcholinestérases5 (BChE, EC. 3.1.1.8). Elles se différencient par leur affinité avec leur substrat
préférentiel et par leur localisation (Tableau 4). La numérotation des acides aminés, dans cette partie,

correspond a celle de I'enzyme humaine (sauf indication contraire).

Tissue Masse de tissue (g) BChE (mg) AChE (mg)
Plasma 3500 16 0.003
Foie 1400 - 1 500 13 0.10
Peau 4000 - 5000 7 0.77

Muscle 3500 6 2.3

Intestin gréle 800 - 900 4 0.14
Poumons 400 3 0.06
Cortex cérébral 1200 3 0.46
Estomac 300 1.8 0.05
Rate 150 - 200 1 0.05
Rein 130 - 160 1 0.02
Cervelet 150 0.8 0.25
Coeur 300 0.6 0.06
Bulbe rachidien 20-25 0.085 0.08
Thyroide 20 0.0085 0.002
Total 58 4.37

Tableau 4. Distribution de I’AChE et de la BChE dans le corps humain 66

II.1. L’acétylcholinestérase, une enzyme clef de I'influx nerveux
I1.1.1. Role de I'acétylcholinestérase

L’acétylcholinestérase se retrouve principalement a la surface des cellules érythrocytaires, au niveau
des jonctions neuromusculaires et dans I'espace intersynaptique des neurones cérébraux.?” Elle catalyse
I'hydrolyse de I'acétylcholine (ACh), un neuromédiateur entrant en jeu dans la transmission de I'influx
nerveux (Figure 25), synthétisé dans les synapses via I'acétyl-coenzyme A.% En effet, lorsqu’un potentiel
d’action arrive au niveau de la membrane présynaptique, ' ACh est libérée (<500 mM)® par un
mécanisme d’exocytose. Cette molécule va alors se fixer sur les récepteurs muscariniques et nicotiniques
(dits cholinergiques) présents au niveau de la membrane postsynaptique permettant ainsi la
propagation de I'influx nerveux. Pour terminer ce phénomene, I’ACh est rapidement hydrolysée dans
la fente synaptique par I'’AChE en choline et acide acétique (acétate), ces derniers seront a posteriori (et
en partie) récupérés et recyclés par le neurone présynaptique. Par ailleurs, I’AChE a une affinité presque
exclusivement spécifique pour son substrat naturel (ACh) et son hydrolyse est tres rapide : le taux de

roulement (turnover) de I'enzyme est d’environ 25 000 molécules de neurotransmetteurs par seconde.”
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Figure 25. Représentation schématique de la transmission nerveuse (M : muscarinique ; a4-p2 et a7 : nicotinique)’0

Outre son activité catalytique, I' AChE est impliquée aussi dans la différentiation hématopoiétique, dans
le développement musculaire, la croissance et le maintien des synapses et le déreglement de son activité

est une des conséquences observée de la maladie d’Alzheimer.”!

I1.1.2. Considérations structurales de I’AChE

Sussman ef al. ont résolu pour la premiere fois en 1991 la structure 3D de I’AChE avec I'étude de
monocristaux de I'enzyme issus de Torpedo Califonica (TcAchE — Figure 26 - gauche).”2 Par la suite, les
structures cristallographiques des AChEs d’autres espéces vertébrées (souris, drosophile, Electrophorus
Electricus) ont également été décrites.”>75 Quant a la structure cristallographique de ’AChE humaine,
elle a été initialement obtenue sous la forme d’un complexe avec la toxine fasciculine-2 (FAS) qui la
stabilise et permet sa cristallisation (Figure 26 - droite).”® L’ensemble de ces études ont permis de

éterminer de facon précise la conformation de I’enzyme et son fonctionnement.
dét de f 1 f tion de I'enzy t fonct t
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Figure 26. Structure tridimensionnelle de la TcAChE native (a gauche — code PDB 1EA5) et de la hRAChE-FAS (a droite -code PDB 1B41)

D’un point de vue structural, composée de 535 acides aminés, ' AChE est une enzyme ellipsoidale
(dimensions : 45 x 60 x 65 A) composée d’un feuillet 3 mixte central et de 12 brins, entouré de 14 hélices
a. Taylor et Radi¢ ont mis en évidence trois régions essentielles: le site catalytique (ou site d’acylation),

le site périphérique et une gorge hydrophobe reliant les deux sites (Figure 27).7

aromatique relie ces deux sites. En jaune, le site catalytique et en bleu, le site cation-m)
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I1.1.2.1. Le site catalytique
Le site catalytique de l'acétylcholinestérase comporte quatre sous-unités :
- Le site estérasique ou se trouve la triade catalytique,
- Le trou oxyanionique qui active I'ester et stabilise de I'état de transition,
- La poche acyle qui stabilise la chaine aliphatique,
- Le site cation-mt dans lequel se fixe I'ammonium quaternaire de I’ACh.

Le site estérasique contient la triade catalytique, formée par trois résidus : une sérine (Ser203), une
histidine (His447) et un glutamate (Glu334) responsable de I'hydrolyse du neurotransmetteur ACh. En
effet, le systeme histidine-glutamate exacerbe la nucléophilie de la sérine qui va s’additionner sur I'ester
du substrat, I'intermédiaire tétraédrique étant stabilisé par le trou oxyanionique. Apres départ de la
choline, I'intermédiaire acyle-enzyme obtenu est hydrolysé via I'intervention a nouveau de cette triade

et d’'une molécule d’eau pour régénérer la sérine et libérer de I’acide acétique (Figure 28).78
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Figure 28. Hydrolyse de I’ACh par la triade catalytique de I’ AChE — mécanisme simplifié
Le trou oxyanionique - grace a ses résidus glycines (Glyl21 & 122) et alanine (Ala204) - permet
I'activation de l'ester de I’ACh via des liaisons hydrogene entre 1’amine et 'oxyanion, ainsi que la

stabilisation de I'intermédiaire réactionnel tétraédrique.”

La poche acyle, constituée des résidus Trp236, Phe295 et Phe297, accueille la partie alkyle de I’ACh

(méthyle) et la stabilise par interactions de Van der Waals.%

Enfin, le site cation-m, avec ses résidus aromatiques (Trp86, Tyr337, Phe338) oriente et stabilise le

substrat vers le site d’acylation via des liaisons cation-m avec I'ammonium de I’ACh. &

I1.1.2.2. La gorge aromatique hydrophobe

La gorge hydrophobe est constituée essentiellement de résidus aromatiques (Phe, Tyr, Trp) soit 40% de
la chaine peptidique qui la compose.®> Avec une profondeur de 20 A et un diameétre moyen de 5 A, cette

gorge étroite relie le site catalytique au site périphérique et oriente les substrats.2
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I1.1.2.3. Le site périphérique

Le site périphérique ou « Peripheral Anionic Site » (PAS), dont la structure differe tres peu selon les
especes, se situe a l'entrée de la gorge aromatique hydrophobe et est majoritairement constitué de
résidus aromatiques (Trp286, Tyr72, Tyr124, Tyr341) mais aussi de résidus non-aromatiques (Asp74,
Glu285).83 Ces résidus bénéficient d’une flexibilité et donnent une forte affinité pour différents types de
ligands. En effet, des études de mutagénese et structurales ainsi que des tests de liaison suivis par
fluorescence ont démontré que le PAS assure une premiere liaison des ligands a 'enzyme via des

interactions cation-7t et Tt-77.8384

Le site périphérique joue un rdle important lors de I'hydrolyse de 'ACh: il participe a une
communication croisée avec le site d’acylation. Ce mécanisme est basé sur une interaction entre les
résidus Trp286 et Trp86. En effet, lorsque le Trp286 interagit avec I’ammonium du substrat (cation-m),
le Trp86 modifie sa position induisant des changements conformationnels de 'enzyme au niveau du
site catalytique.® Cette régulation allostérique permet un contrdle de la vitesse d’hydrolyse en fonction
de la concentration présente en l'acétylcholine : lorsque la quantité de substrat est faible, la vitesse
d’hydrolyse augmente ; lorsque le substrat est présent en exces, 'enzyme est inhibée et la vitesse

d’hydrolyse diminue.8¢

I1.2. La butyrylcholinestérase, une enzyme non-spécifique

Découverte en 1935,8 la butyrylcholinestérase (BChE, EC 3.1.1.8) est une cholinestérase non-spécifique
présente en faible concentration dans le SNC mais treés abondante au niveau plasmique (4 mg/1 soit 47
nM).66 Cependant, il est a noter que tous les individus ne possedent pas de BChE active sans aucunes
conséquences sur leur viabilité.” On retrouve cette enzyme dans de nombreux tissus notamment dans

le foie (Tableau 4). Elle est 10 a 13 fois plus abondante que ’AChE dans le corps humain.

I1.2.1. Roles biologiques

Cette enzyme n’étant pas exprimée chez certains individus, la BChE a longtemps été considérée comme
non-essentielle (elle n’a pas de role neurologique critique) et des études sur ses roles biologiques

commencent a peine a émerger.
La BChE est une enzyme détoxifiante : elle est capable d’hydrolyser une grande variété d’esters naturels
ou synthétiques (butyryl-, succinyl- et acétyl- choline mais aussi 1'aspirine, la cocaine??, I'héroine®) et

des médicaments comme le bambuténol®! et le suxaméthonium?.
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En raison de son action non-spécifique, la BChE peut se substituer a I’AChE pour hydrolyser I'’ACh. En
effet, Lockridge et al. ont démontré que des souris knockout du gene de I’ AChE (ayant un niveau normal
de BChE) survivent sans AChE, mais décedent lorsqu’elles sont traitées avec un inhibiteur spécifique
(version oxygénée du chlorpyrifos, un pesticide OP).% Par ailleurs, dans des stades avancés de la

maladie d’Alzheimer, la BChE est capable de prendre le relai de I'’AChE.%

En outre, la BChE, tout comme I’AChE, est inhibée, de maniere irréversible, par les NOPs. Elle peut

donc piéger les NOPs mais aussi étre utilisée comme bio-épurateur (Cf partie II).

Aussi, la BChE régule les taux de ghréline (Figure 29),%9 une hormone de 28 acides aminés (dont une

serine estérifiée) impliquée dans la croissance, I’alimentation, mais aussi le comportement (mémoire,

stress).%”
Aj
Acylated S3gnrelin
H4388che
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Figure 29. Simulation dynamique de la hBChE interagissant avec la ghréline.9”

Enfin, la BChE agirait comme « scavenger » de peptides riches en région polyproline, protégeant ainsi

les cellules des interactions non-régulées.os-100
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I1.2.2. Considérations structurales de la BChE

Peripheral "~._
Anionic Site

; wummguu m g

Figure 30. Structure tridimensionnelle de la BChE (a gauche code pdb 1PO0I) et schéma simplifié (a droite)10!

Constituée de 602 acides aminés (Figure 30), la BChE a une structure proche de I'AChE (54%
d’homologie de séquence entre la hBChE et TcAChE - Figure 31) ainsi que le méme arrangement des
ponts disulfures.2 Aussi, son site actif comporte comme pour I’ AChE un site catalytique, un site cation-
7t et une gorge de 20 A de profondeur. Cependant, elle différe par le volume de la poche catalytique
(500 A contre 300 A pour I’AChE) mais aussi par la nature de certains résidus clefs.ss

hAChE hBChE

Ala277

Trp286 Tyf”ﬁ’ Asn68
fyr124 ." Gin1g Asp70
L Val288
Phe297 Tyr3a1 a § Tyrs32

Phe338 Tyrml, Phe329
Phe29 Leu286 Ala328 .
Trp236 Trp231 } =
Trp86 Trp82
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-
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7 & Tyr128
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Ser224
Figure 31. Sites actifs de la hRAChE (droite, pdb 4EY4) et de la hBChE (gauche, pdb 1P0I) en présence d’ACh et de BCh.1% En magenta la

poche Acyle, en cyan la triade catalytique et trou oxyanionique, en jaune le site cation—t, en vert le PAS, les sphéres rouges représente les
molécules d’eau.
Au niveau du site catalytique, la triade comporte les mémes résidus que pour I’AChE (Ser198, His438,
et Glu325 pour la "BChE) ainsi que pour le trou oxyanionique avec deux glycines (Gly116, Gly117) et

une alanine (Ala199). La différence se situe au niveau de la poche acyle. L’AChE possede deux résidus
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aromatiques (Phe295 et Phe297) qui limitent le degré de liberté du substrat et lui conferent un role plus
spécifique tandis que, dans la BChE, ces résidus aromatiques sont remplacés par une leucine (Leu286)
et une valine (Val288). Ces résidus aliphatiques permettent a la BChE d’accepter de plus grandes

molécules et expliquent la plus faible sélectivité vis-a-vis des substrats.!®

Au niveau de la gorge, six des quatorze résidus aromatiques qui délimitent la gorge du site actif de
"’ AChE sont remplacés par des résidus aliphatiques augmentant ainsi le volume du site actif de la BChE
(200 A). Ce remplacement est aussi responsable de la plus faible sélectivité de la BChE envers différents

substrats.105

Enfin, des différences notables existent au niveau du site périphérique. En effet, les trois résidus
aromatiques de la hAChE (Tyr72, Tyr124, Trp286) sont remplacés par deux résidus portant une fonction
amide (GIn119, Asn68) et un résidu aliphatique (Val277) diminuant I'affinité de la BChE avec les ligands
du site périphérique. Seuls deux résidus, 1’Asp70 et la Tyr332 de la BChE interagissent avec
I’ammonium quaternaire des esters de choline. Par ailleurs, I'architecture tridimensionnelle de la BChE

est controlée par une liaison hydrogene entre ces deux acides aminés. 10,106,107

I1.3. L’inhibition de I’AChE et conséquences dramatiques

Les NOPs sont principalement absorbés par inhalation et/ou par contact. Ces molécules hautement
lipophiles traversent toutes les barrieres biologiques et interagissent avec un certain nombre de
récepteurs'® dans les systémes centraux et périphériques (Figure 32). Cependant, leur toxicité est
essentiellement due a linhibition irréversible des cholinestérases et plus précisément de

I’acétylcholinestérase a laquelle cette partie sera dédi€e.
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Figure 32. Le devenir des NOPs dans l'organisme des mamiféres5?

I1.3.1. Un mécanisme d’inhibition irréversible

Les NOPs interagissent semblablement avec 'enzyme que son substrat naturel. En effet, lors d’une
exposition aux NOPs, un complexe de Michaelis-Menten se forme entre I'enzyme et I'organophosphoré,
permettant a ce dernier d’atteindre le site actif. La sérine 203, dont la nucléophilie est exacerbée par
I’action conjointe de I'histidine 447 et du glutamate 334, attaque le phosphore qui est électrophile. Apres

départ d'un groupement partant (X) porté par le phosphore, I'enzyme est phosphylée (Figure 33).100

%,
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Figure 33. Phosphylation de ’AChE

Contrairement a I'enzyme acétylée par I'ACh, I'enzyme phosphylée est stable: I'enzyme est dite
empoisonnée. La déphosphylation par une molécule d’eau est un processus tres lent, beaucoup plus
que la déacylation. En effet, I'eau n’est pas suffisamment nucléophile pour régénérer I'enzyme; et de

plus, I'histidine 447 ne peut pas l'activer car 'attaque est, soit génée par un encombrement stérique et
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donc elle ne peut atteindre la molécule d’eau (cas du soman)™?, soit 'histidine 447 serait positionnée
dans une conformation non favorable induite par la présence des groupements sur le phosphore (cas

du VXetdu Tabun).111.112

Cependant, un phénomene de réactivation spontanée peut se produire pour certains OPs et la vitesse
dépend essentiellement du NOP utilisé (Tableau 5).113-11¢ Mise a part le VX, le VR et les ethyl-,

methylparaoxon, la réactivation spontanée est inexistante. Cette inhibition est donc considérée comme

irréversible.
OPs Vieillissement t » (h) Réactivation spontanée t 1 (h)

VX 36,5 33,0
Sarin 3,0 Inexistante

VR 138,6 17,8
Soman 0,1 Inexistante
Cyclosarin 7,0 Inexistante
Fenamiphos 138,6 Inexistante
Tabun 19,3 Inexistante

Methyl paraoxon 3,7 0,7

Ethyl paraoxon 31,5 31,5
DFP 3,1 Inexistante

Tableau 5. Demi-vie des processus de réactivation spontanée et de vieillissement de 'OP-AChE (h-érythrocyte, conditions : 37°C, pH =7.4 ;

valeurs exprimées initialement sous la forme de constantes cinétiques k de Ter ordre) 61

De plus, un second processus peut avoir lieu selon la nature de I'adduit OP-AChE. Grace a I’assistance
de I'histidine catalytique, le dérivé organophosphoré peut se dé-alkyler « spontanément », par perte de
la seconde chaine alkyle, ce qui produit un acide phosphonique, adduit extrémement stable : c’est le
phénomene dit de vieillissement (« aging » - Figure 34).1"” La stabilité finale de cet adduit est due au
pont salin formé entre I'oxyanion de I'adduit dé-alkylé et le résidu His447 protoné mais aussi a
I'oxyanion qui empéche l'approche de tout nucléophile chargé négativement par répulsion

électrostatique.2
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Figure 34. Vieillissement de I’AChE

Comme pour la réactivation spontanée, la vitesse de vieillissement dépend de I'OP impliqué (Tableau
5). LAChE inhibée par le soman est I'adduit oi1 ce phénomene est le plus prononcé (t »= 6 min). Cette
spécificité a été expliquée par une étude des cristaux de I'enzyme phosphylée conjointement a une étude

de simulation dynamique QM/MM (mécanique quantique moléculaire). En Effet, Weik et al. ont réussi
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a obtenir la structure cristalline par diffraction des rayons X de I'enzyme phosphylée soman-TcAChE et
I'ont comparée avec la structure des VX-TcAChE et tabun-mAchE. La différence réside essentiellement
dans le positionnement de l'histidine catalytique.!® Dans le cas du VX-TcAChE et tabun-mAChE,
I'histidine catalytique change de position drastiquement afin de se stabiliser et d’éviter les interactions
défavorables. Au contraire, dans le cas du soman-TcAChE, I'histidine catalytique (His440- pour
I'enzyme de torpille) n’est que treés légérement réorientée (~0.8 A) sans qu'il 'y ait de perturbation au
sein de la triade catalytique. Cette absence de changement conformationnel expliquerait la différence

de cinétique observée lors du vieillissement.

Différents mécanismes ont été proposés mais I'étude QM/MM rapportée par I'équipe de Zhang n’en
valide qu'un seul (Figure 35).1'8 D"une part, le vieillissement est favorisé lorsque le Glu199 du site cation-
7, vicinal a la gorge, est protoné ce qui est en accord avecles résultats de mutagéneses dirigées effectuées
par I'équipe de Weik. Le mécanisme consiste, dans un premier temps en la scission de la liaison Ca-O
(E activation = 14.5 kcal/mol). La charge du carbocation généré est distribuée sur Ca et Cf3, le phosphonate
obtenu est stabilisé par un pont salin avec I'histidine catalytique qui est légerement décalée (1.08 + 0.32
A). Enfin, aprés migration du méthyle, le carbocation est hydrolysé pour donner le 2,3-diméthylbutan-

2-ol en accord avec les données expérimentales rapportées dans la littérature.®
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Figure 35. Mécanisme de vieillissement du soman-TcAChE™S

A cejour, il n’existe aucun antidote capable de régénérer I'enzyme vieillie.!'8120 Par ailleurs, une étude
QM/QQ et DFT a montré que 'utilisation d’agents alkylants de 1’acide phosphonique pour inverser ce

processus est impossible dans I'enzyme du fait d"une barriere d’activation beaucoup trop importante. 12!
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Face a cette impasse, il est donc nécessaire d’agir avec des molécules efficaces avant que le vieillissement

n’ait lieu.

I1.3.2. Une inhibition aux lourdes conséquences

On distingue trois phases apres I'exposition : la phase cholinergique aigué, le syndrome intermédiaire
ainsi que le syndrome neurotoxique retardé. L’effet de l’exposition chronique aux NOPs ne sera pas

traité du fait de I'absence de données épidémiologiques.

I1.3.2.1. La phase cholinergique aigué

L’empoisonnement de I’AChE entraine une accumulation d’ACh, qui induit une sur-stimulation des
récepteurs cholinergiques (nicotiniques et muscariniques — Figure 36) qui se généralise a I'ensemble du
systéeme nerveux. Immédiatement apres I'exposition, trois types de symptomes cliniques peuvent alors
se manifester de maniere plus ou moins sévere suivant le degré d’intoxication : les symptomes

muscariniques, nicotiniques et centraux.>
Cholinergic Receptor Activation
I LOWER l I HIGHER I

Ataxia, Hypotonus Fasciculations, Tremors
Hyposecretion Excessive Secretions
Paralytic ileus Vomiting, Diarrhea

Urinary Retention “NORMAL” Incontinence

A Sympathetic Cardiac Tone Receptor A Parasympathetic Cardiac Tone

Acetylcholinest

Signaling

Figure 36. L'acétylcholinestérase et I'activation des récepteurs cholinergiques??

Les symptomes muscariniques se traduisent par un myosis, une bradycardie, une hypersécrétion
(bronchorrhée, sialorrhée, diarrhée), des vomissements, des bronchospasmes et une incontinence

urinaire.

Les symptomes nicotiniques, apparaissant de maniere plus tardive, associent une mydriase, une
tachycardie, une bronchodilatation, de I'hypertension, des sueurs et une faiblesse musculaire (parésie

puis paralysie).

Les symptdmes centraux, découlant de la surexcitation neuronale, se caractérisent par un trouble du
comportement (agitation, confusion, léthargie), des convulsions, et, dans les cas les plus graves, un

coma, voire le déces.
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I1.3.2.2. Le syndrome intermédiaire

Le syndrome intermédiaire (ou syndrome de type 2) concerne essentiellement les intoxications
volontaires aux OPs. Il intervient 24 a 96 h apres la phase cholinergique aigué. Il se manifeste par une
faiblesse marquée de la musculature squelettique proximale - incluant les muscles de la respiration et
du cou — ainsi qu’une paralysie du nerf cranien. Sans prise en charge médicale adéquate, le déces est
inévitable.’? La pathogénese de ce syndrome n’est pas connue avec certitude, cependant il s’agirait d'un

blocage non-dépolarisant post-jonctionnel conséquence de la suractivité cholinergique.>

I1.3.2.3. Le syndrome neurotoxique retardé

Si l'individu suivit, celui-ci sera victime du syndrome neurotoxique retardé (OPIDN pour OP-Induced
Deleyed Neuropathy). Dépendant de I’OP utilisé, ce syndrome survient 2 a 5 semaines apres 'intoxication
aigué initiale.”* Il s’agit d’'une neuropathie sensitivomotrice distale a prédominance motrice :
paresthésies des extrémités, ataxie et paralysie flasque des jambes évoluant secondairement vers une
hypertonie spastique.’?> La récupération est partielle et lente, elle dépend de la sévérité du syndrome et
ne concerne que les nerfs sensoriels. Ce syndrome n’est pas dii I'empoisonnement des AChEs mais a
I'inhibition des Neuropathy Target Esterase (NTE).!% En effet, cette enzyme hydrolyse la
phosphatidylcholine, un phospholipide essentiel dans la constitution des membranes cellulaires (30%
du poids sec du cerveau, 15 % du poids sec des nerfs).’2” L’accumulation de phosphatidylcholine

provoque une altération de la sécrétion constitutive qui est nécessaire au bon fonctionnement cellulaire.

Face a ces syndromes graves, une prise en charge rapide est nécessaire et des contre-mesures médicales

ont été développées.

I1.4. Les contre-mesures médicales existantes : un arsenal imparfait

Les conséquences d'une intoxication sont graves, d’ou la nécessité d’utiliser des remedes efficaces.
Différents moyens ont donc été étudiés : la prophylaxie (enzymatique ou chimique), la décontamination,
et les traitements pharmacologiques d'urgence (symptomatique et étiologique). Des méthodes de
décontamination et de préventions de la pénétration des NOPs dans 1'organisme (topiques, lotions)

existent mais ne seront pas présentées dans ce manuscrit.
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I1.4.1. La prophylaxie

La prophylaxie consiste en 'administration de substances dans le but d’empécher le neurotoxique
d’accéder a sa cible, ici I’ AChE. Le prétraitement chimique consiste a administrer un ligand de la cible
biologique a protéger tandis que le prétraitement enzymatique vise le piégeage du NOP avant qu’il

n’atteigne sa cible (Bioscavengers - Figure 37).
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Figure 37. Les différentes méthodes de prophylaxie'?s

I1.4.1.1. Les prétraitements neuroprotecteurs chimiques

En cas de pré-alerte chimique par NOP, notamment dans le cadre militaire, une administration
préventive d’inhibiteur de 'AChE est indiquée. Ces inhibiteurs réversibles vont protéger de maniere
provisoire la sérine du site actif de I'enzyme. La nature de ces inhibiteurs est variée, on distingue

cependant les inhibiteurs covalents et non-covalents.

Initialement utilisé pour le traitement symptomatique de la myasthénie (une maladie neuromusculaire
auto-immune), le bromure de pyridostigmine est actuellement utilisé dans les armées occidentales'?
dont I’Armée Francaise (Mestinon®, 30 mg toutes les 8 heures pendant 10 jours au maximum — Figure
38).1% Cette molécule est un inhibiteur pseudo-irréversible de I’AChE : elle se lie a la serine catalytique
et forme un carbamate hydrolysable par I’eau présente dans le site d’acylation.’s! Cependant, sa charge
permanente ne permet pas son passage de BHE, elle n"agit que sur les AChE présentes dans le sang ou
les jonctions neuro-musculaires (30% de protection) réduisant son effet protecteur contre les effets

centraux des NOPs.132 En outre, cette substance a de nombreux effets secondaires et est suspectée dans
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le syndrome de la guerre du Golfe.133134 Par ailleurs, méme si cette molécule ne passe pas la BHE, elle

induit indirectement des troubles cognitifs.

Afin d’attendre le SNC, la pyridostigmine a été associée a d’autres substances anticholinergiques
comme le trihexyphénidyle et benactyzine (PANPAL - Figure 38), cocktail utilisé par I’Armé Tcheque.
Malheureusement, ces substances allongent la liste des effets secondaires (hallucination,
dépendance...).!3135 D’autres carbamates ont été étudiés seuls ou en associations avec d’autres

anticholinergiques sans pour autant aboutir a une autorisation de mise sur le marché (Figure 38).13413
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Figure 38. Structure des molécules PANPAL et de la physostigmine, un autre carbamate étudié.

Certains médicaments utilisés dans le traitement de la maladie d’Alzheimer ont été testés en tant que
neuroprotecteurs (Figure 39).137-14 Capables de traverser la BHE, ces inhibiteurs de I’AChE sont non-
covalents (sauf la Rivastigmine) et réversibles. Modulant aussi I'activité des récepteurs nicotiniques, la
galantamine est le moins toxique de ces candidats et le plus prometteurs (capacité de protection prouvée
sur les cobayes exposés a 2 LDso de soman et de sarin). Pourtant, son efficacité sur I’ensemble des NOPs

mais aussi selon la voie d’exposition reste a prouver. 131141142
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Figure 39. Structures des médicaments anti-Alzheimer testés comme neuroprotecteur des OPs

Ces prétraitements neuroprotecteurs induisent de sérieux effets secondaires et nécessitent une expertise
médicale pour le dosage (équilibre protection/inhibition), illustrant I'inadéquation de cette approche
médicamenteuse préventive. Une approche alternative a donc été étudiée: les bioépurateurs (ou

« bioscavengers » en anglais).

I1.4.1.2. Les bioépurateurs

I1.4.1.2.1. Principe des bioépurateurs

De nombreuses enzymes et protéines participent aux défenses naturelles contre les NOPs.'> Les
bioépurateurs s’appuient sur ces propriétés : le principe consiste a piéger les NOPs dans le sang avant

que ceux-ci n’atteignent I’AChE.
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Des bioépurateurs naturels présents dans la peau, les tissus et le sang, détoxifient ou réagissent avec les
NOP permettant une protection lors d’exposition faible. Par exemple, la " BChE du plasma (= 50 nM) est
capable de piéger de nombreux NOPs, mais son taux d’expression est variable et elle peut méme étre
silencieuse chez certains individus;'# la carboxylesterase (CaE) présente dans différents tissus, atténue
la toxicité des NOPs, mais elle n’est pas présente dans le plasma;!4514¢ 'albumine plasmique est tres
abondante mais n’hydrolyse que tres lentement les NOPs;'¥” la paroxonase (PON) présente dans le
plasma hydrolyse aussi un grand nombre de NOPs mais a une préférence stérique pour les moins

toxiques.148

Face a ces limites, I’administration d’un bioépurteur exogene a été étudiée. Ces bioscavengers doivent
produire une réaction rapide, irréversible et universelle a tous les NOPs. En outre, le bioscavenger doit
protéger a hauteur d’au moins 5 x LDsoet doit, autant que faire se peut, étre non-toxique en 1’absence

de NOPs (pas de iatrogénese ni de perturbation métabolique) .128.134149

On distingue trois types de bioscavengers selon leur type de fonctionnement : stcechiométrique,

pseudo-catalytique et catalytique.

I1.4.1.2.2. Bioépurateurs steechiométriques

Un bioscavenger stcechiométrique est une enzyme qui immobilise, voire hydrolyse une seule molécule
de NOP avant d’étre elle-méme inhibée, nécessitant une administration massive d’enzymes dans

I'organisme.

L’exemple le plus avancé est celui de la ' BChE plasmatique, cette enzyme étant circulante et elle-méme
une cible privilégiée des NOPs. En effet, I'utilisation de cette enzyme a été examinée dans de
nombreuses études sur de nombreuses especes animales in vitro et in vivo mais aussi sur 'Homme
(phase clinique I - NCT00333515, NCT00333528, NCT00744146).% Les résultats sont tres prometteurs :
en fonction des espéces et des agents de guerre utilisés, cette enzyme peut augmenter la LDso des NOPs

d’un facteur allant jusqu’a 8 (Tableau 6).

. NOP hBChE (plasma) . o
Espece Type Voie Dose(mg/kg) Type Voie Dose (mg/kg) Survie  Références
Guinea pig GD SC 0.165(55LD=s) | Pré¢ IM Nd * 10/10  Saxena 2011
Guinea pig VX SC 0,072 (8 LDso) Pré 1M Nd * 8/10 Saxena 2011
Guinea pig VX PC 0,740 (10 LDso) | Post IM 24,2 4/4  Mumford 2011
Cynomolgus Monkey ~GD  SC  0.038 (55LD=0) | Pré IM 28.2 4/6 Lenz 2005

Tableau 6. Evaluations de la h-BChE placentaire dans différents organismes (IM : intramusculaire, SC : sous cutanée, PC : percutanée ; *

dose protégeant de 8 x LD50 des NOPs) 150-153
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Concernant l'étude d’innocuité sur 'Homme, "administration de forte dose n’induit aucun effet
secondaire. Cependant, 'acces a la h'BChE en grande quantité n’est pas simple. Différentes sources de
production notamment via I'utilisation d’organismes génétiquement modifiés (butyrylcholinestérase
humaine recombinante - r-hiBChE)!5-1€ ont été étudiées mais aucune n’est viable économiquement
(Tableau 7), malgré le développement de méthode de purification tres efficace comme I'Hupresin®161.162

produite par la société CHEMFORASE. 63

Enzyme Organisme Quantité Références
hBChE Plasma humain 3.5 mg/L Grunwald 1997
r-hBChE Cellules CHO 5-40 mg/L Ilyushin 2013
r-hBChE Lait de chevres transgéniques 1-5g/L Huang 2007
r-hBChE Lait de souris transgéniques 0.1-1.8 g /L Huang 2007
r-hBChE Drosophile 4 mg/L Brazzolotto 2012
r-hBChE (tétramérique) Cellule CHO 70 mg/L Terekhov 2015
r-hBChE Vers a soie 1.5-35mg/L ~ Wei 2000
r-hBChE Riz transgénique 1.6 mg/L Corbin 2016

Tableau 7. Quelques exemples de production de hBChE recombinante.154-160

De plus, la butyrylcholinestérase humaine recombinante (r-ZBChE) a un temps de résidence beaucoup
plus faible que 'hBChE issue du plasma. La stabilisation via des modifications sur I'enzyme (ajout de
polyproline, PEGylation, polysialysation, conjugaison avec I'albumine)!5616+-167 et méme 1’encapsulation
de I'enzyme!’® ont minimisé ce probleme sans pour autant que le temps de résidence n’égale celui de la

hBChE plasmique.

Afin de contourner ces problemes, la possibilité d’accroitre I'expression naturelle de I'enzyme via des
thérapies géniques a été étudiée et une preuve de concept a été faite sur la souris.!**17! Toutefois, les
contraintes réglementaires et industrielles (production de vecteurs et de transgenes dans des conditions
standardisées et contrdlées, évaluation précise du rapport bénéfice-risque) freinent cette recherche.
Comme illustration de ce point, a ce jour, seuls deux médicaments fondés sur la thérapie génique sont
sur le marché et ceux-ci sont indiqués dans le cadre de pathologies rares, non-traitable par la

pharmacologie classique.172173

L’AChE a aussi été envisagés comme bioscavenger du fait de sa réactivité quatre fois plus rapide que
celle de la BChE avec les NOPs.%174176 Cependant, son manque de stabilité dans le sang freine son
développement. Afin d’augmenter cette stabilité, 1'utilisation de nanoparticules permet le relargage de

I’enzyme en continu dans le sang permettant des durées d’action allant jusqu’a plusieurs jours.177.178
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Malgré ces avancées, ces deux bioépurateurs restent stcechiométriques. Si, la production de protéines
recombinantes a partir d’animaux ou de plantes modifiés génétiquement a été grandement améliorée,
le modele économique reste inadéquat, d’ot1 I'idée de les associer a des agents chimiques capables de

les régénérer, voire de les modifier génétiquement pour un fonctionnement totalement catalytique.

11.4.1.2.3. Bioépurateurs pseudo-catalytiques

Un bioscavenger pseudo-catalytique hydrolyse une seule molécule de NOP mais cette enzyme est
régénérée par la présence stoechiométrique d'un agent chimique (réactivateur). L’efficacité de ce
systéme repose essentiellement sur la capacité de I'agent chimique a réactiver I'enzyme. L’utilisation
de I’AChE en combinaison avec un réactivateur a été étudiée mais I'efficacité de ce systeme est limitée
par le vieillissement de 'enzyme.!# Ce probleme a été contourné par le développement d’un mutant de
I’ AChE par I'équipe de Zrinka Kovarik.” Ce mutant utilisé en combinaison avec différents réactivateurs

permet une meilleur protection contre le soman et le VX.17

Etant donné l'avancée de la h'BChE comme bioscavenger, son utilisation en pseudo-catalytique se
révelerait d'un grand intérét, notamment pour limiter les quantités a injecter. Malheureusement, les
réactivateurs de I’AChE ne sont pas aussi efficaces pour la BChE en raison des différences structurales
présentes au niveau du site actif des deux enzymes (Cf Partie 11.2.2).180-182 Cependant, de nouvelles
classes de réactivateurs spécifiques ou duaux (agissant sur I’ AChE et la BChE) émergent au travers des
travaux de différentes équipes dont la notre.38179183-185 Malgré cela, le développement d'un bioscavenger

totalement catalytique est nécessaire, mais n’est pas encore abouti.

I1.4.1.2.4. Bioépurateurs catalytiques

Un Bioscavenger catalytique est un systeme biologique (enzyme ou anticorps monoclonal
« catalytique ») qui hydrolyse un grand nombre de molécules de NOPs. De ce fait, pour un équivalent
molaire, le bioscavenger catalytique donnerait une protection bien supérieure a celle d"un bioscavenger
stoechiométrique. En raison d'une plus faible dose a injecter, le développement de bioépurateurs

catalytiques pourrait s’avérer étre une technologie moins cofiteuse.
L’efficacité d'un bioscavenger catalytique est étudiée au travers de deux facteurs :

- Le taux de roulement (turnover catalytique) kat : c’est le nombre de conversions de molécules
de substrat (ici les NOPs) catalysées par site catalytique en une seconde ; plus ka: est grand, plus

la réaction est rapide.
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- La constante de Michaelis-Menten Kn traduisant I'affinité du substrat avec 'enzyme : plus Ku
est faible, plus 'enzyme a une forte affinité avec le substrat.

. BT . . keat . . ,

On exprime Iefficacité catalytique par le ratio —— : plus ce ratio est important, plus l'enzyme est

efficace. Trois familles ont été étudiées et modifiées génétiquement pour cette application : les

cholinestérases (ChEs), les paraoxonase (PONs) et les Phosphotriesterases (PTEs - Tableau 8).52128134149

La plus importante classe d’enzymes efficaces contre les NOPs caractérisées a ce jour est celle des
phosphotriestérases (PTEs). Les phosphotriestérases sont des enzymes bactériennes extrémement
efficaces mais naturellement absente de I'organisme humain.’86187 Des études de mutations de PTEs ont
été développées permettant une hydrolyse tres rapide des agents les plus toxiques.!87-1% En outre des
études in vitro et in vivo en pré- et post-exposition ont démontré leur efficacité.!”!-1% Cependant, elles
peuvent provoquer une iatrogénese. Pour pallier ce probleme, I'enzyme a été encapsulée ou modifiée
chimiquement pour limiter ainsi les réactions immunitaires tout en améliorant la stabilité de ces

enzymes et leur cycle de vie biologique. 11517819

Idéalement, afin d’éviter les problemes de iatrogénese, utiliser une enzyme déja présente dans
'organisme serait plus adéquat. Naturellement, les cholinesterases (ChEs) ont aussi été étudiées. Entre
1995 et 2006, plus de 60 mutants différents de ' AChE et de BChE ont été obtenus. Seul le G117H (mutant
de la BChE) affiche une efficacité améliorée avec un kat de I'ordre de la minute mais elle reste sujette au
vieillissement.52195-197 En outre, ce mutant n’est pas completement « auto-régénérant » : la déphosylation
de l'enzyme est lente. Pour permettre cette «auto-régénération » via la déstabilisation de la
phosphylsérine, des mutations génétiques consistant au transfert de la boucle de liaison acyle de la
BChE du cochon sur 'humaine ont été effectuées, sans pour autant afficher une efficacité globale

intéressante.14

La PON-1 est une enzyme produite dans le foie que I'on retrouve dans le sang ayant des capacités
d’hydrolyse octroyant une véritable protection face aux OPs dont le paraoxon (dont elle tire son nom).!
Néanmoins ses capacités d’hydrolyse sont moins bonnes pour les agents les plus toxiques. 19200 Certains
mutants ont permis de contourner cette limite sans pour autant arriver a un bioscavenger universel 200201
En revanche, I'expression, la stabilité ainsi que la purification de ces enzymes rendent la production aux
normes GMP tres difficile. 202205 La thérapie génique permettant leur expression dans l’organisme

pourrait étre utilisée a condition de surmonter les questions éthiques.2%

Dans le Tableau 8 sont résumés les efficacités catalytiques des enzymes abordées dans ce paragraphe.
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Enzymes HhPON1(Q192) rPON1 (IIG1) hBChE P. diminuta P. diminuta PTE
NOPs (G117H) PTE (H257Y/L303T)
Paraoxon 6.8 x 10° - 5.7 x 103 2 x 10° Nd
DFP 4 x 104 - 5.2 x 103 5.8 x 108 4.5 x 107
Tabun - 2.6 x 106 - - -
Sarin 9.1x 105 9.5 x 106 1.6 x 102 4.8 x 106 1.2x 108
Soman 2.6 x 106 6.4 x 107 - 6 x 10° 3 x 1096
Cyclosarin - 8.4x 107 - 5x 10° 4.8x10°
VX Nd 1.43 102 1.5 x 103 4x 104 -

Tableau 8. Efficacité catalytique (keat/Km, M1 min-') de différentes enzymes naturelles et mutantes sur différents NOPs (P. :

Pseudomonas)5?

Outre les enzymes, les anticorps monoclonaux catalytiques ou « abzyme » (contraction des mots
enzyme et anticorps en anglais) ont aussi été étudiés pour leur application en tant que bioscavenger
catalytique. Le principe consiste a immobiliser les OPs et a les hydrolyser. Cependant, leur activité
catalytique est extrémement lente et leur spécificité est trop restreinte pour un usage médical pratique

malgré leur production devenue plus aisée a notre époque.52149207

Pour conclure, il n’existe pas actuellement de mesure préventive efficace d’ou la nécessité d'utiliser des

traitements pharmacologiques d’urgence.

I1.4.2. Traitements pharmacologiques d'urgence

En cas d’absence ou d’échec du prétraitement, il est nécessaire d’appliquer un traitement
pharmacologique afin de lutter contre les symptémes dus a l'intoxication et réactiver ’AChE
empoisonnée. Le traitement conventionnel consiste en l’administration conjointe d’atropine, de
Diazépam (ou Avizafone, sa prodrogue) et d'un réactivateur de ’AChE.%0 Par ailleurs, I'’Armée
Francaise a développé une version d’auto traitement initialement destiné aux combattants (a disposition
depuis 2015 dans le milieu médical).28 Fabriquée par la Pharmacie Centrale des Armées (Ineurope®),
cette version consiste en un auto-injecteur bi-compartimenté (molécules lyophilisées d"un c6té, eau dans
un second compartiment - Figure 40).2° L’injection se fait par voie intramusculaire renouvelable 1 fois
avant prise en charge médicale. Ce cocktail de molécules permet un traitement symptomatique partiel

mais aussi étiologique. Il doit étre administré le plus rapidement possible.
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Figure 40. Seringue Ineurope® et son mode d’emploi?®

L’atropine, un alcaloide tropanique (Figure 41), est un antagoniste cholinergique qui agit en se fixant
aux récepteurs muscariniques de 'AChE du SNC. Elle permet de limiter certains symptomes
muscariniques, a savoir la bradycardie, les hypersécrétions, les vomissements ainsi que les
bronchospasmes.2® L'effet de I'atropine n’est que partiel : méme si elle stimule la respiration, la
neurotransmission musculaire n’est pas rétablie. En effet, I'atropine ne se lie pas efficacement aux
récepteurs nicotiniques. Mais, administrée a de fortes doses (jusqu’a obtention des signes

d’atropinisation adéquate), elle provoque un effet nicotinique antagoniste.2!!

Le diazépam (ou l’Avizafone sa prodrogue - Figure 41), est une benzodiazépine, il limite les symptomes
centraux, et permet de lutter contre les convulsions découlant de la surexcitation neuronale.?’2 En effet,
les benzodiazépines sont des agonistes allostériques des récepteurs GABA4, capables de bloquer I'influx
nerveux. Malheureusement, un état de mal réfractaire dii a la désactivation des récepteurs GABA 4 peut
advenir. En parallele de cette désactivation, le nombre et I'activité des récepteurs N-Methyl D-Aspartate
(NMDA) augmentent, perpétuant la suractivité neuronale. L’administration en suplément de Kétamine,
seul antagoniste de ce récepteur a étre autorisé sur le marché, peut bloquer I'influx nerveux et donc les
crises 213218 Cependant cette adminstration supplémentaire de kétamine doit étre faite sous controle

médical, car le dosage est tres délicat, et les effets secondaires potentiels nombreux.

Le réactivateur va régénérer I’AChE inhibée en libérant sa sérine phosphylée par les NOPs. Trois
réactivateurs sont utilisés dans le monde : la pralidoxime (mondialement utilisée par plusieurs pays
dont la France, le Japon le Royaume-Uni et les Etats-Unis), I'obidoxime (Allemagne, Norvege, Finlande,

Pays-Bas), et I'asoxime ou HI-6 (République Tcheque, Slovaquie, Suede, Canada - Figure 41).219-221
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Figure 41. Structures des remedes d’urgences

Les réactivateurs seront présentés en détail dans la partie suivante. Toutefois, il est important de noter
des a présent que ces réactivateurs ont de nombreux inconvénients dont leur spectre d’action étroit : il

n’existe pas de molécule universelle pour le traitement des intoxications a tous les NOPs.

L’arsenal des contre-mesures reste donc tres imparfait d’ou la nécessité de développer de nouveaux

réactivateurs originaux.

ITI. La réactivation de l'acétylcholinestérase empoisonnée

L’inhibition de I’AChE par les NOPs entraine de nombreux effets graves et les moyens actuels ne
permettent pas de contrer de maniere efficace les conséquences de cet empoisonnement. L’action sur
I'enzyme inhibée est donc essentielle, I'utilisation d’un nucléophile fort — le réactivateur - permet la
déphosphylation de la sérine catalytique régénérant ainsi 'enzyme. La structure du réactivateur
comprend généralement une fonction aldoxime. D’autres fonctions ont aussi été développées. Cette

partie aura donc comme objectif de présenter les réactivateurs de référence ainsi que leurs limites.

Différents parameétres peuvent permettre de caractériser 1'efficacité des réactivateurs, les premiers, plus
faciles a déterminer étant leurs parametres cinétiques de réactivation de I'enzyme in vitro (IIL.1). Nous

verrons que pour l’évaluation de leur activité in vivo, il est possible de définir un «indice de

. . LD éacti /1 \ .
protection » (« Protecting Index » - PI- PI = —= (OLI;”E“C”"MEW)). Cette valeur est assez délicate a manier,
50 (OP)

car elle dépend de différents parametres, dont I'espece animale sur laquelle elle est déterminée, mais
aussi la formulation du réactivateur, le toxique utilisé lui-méme (OP ou simulant), le mode
d’administration, mais surtout le cocktail utilisé, car cet indice est parfois calculé pour le réactivateur
seul, parfois en présence d'une ou deux autres molécules pharmacologiquement actives (en particulier
I'atropine, a différentes concentrations, et le diazépam). De plus, le taux de survie ne prend pas non
plus en compte la « qualité de vie » des animaux ayant survécu, 1’état des survivants pouvant étre tres

variable suivant la contre-mesure médicale administrée, et ce parametre n’est que trés rarement précisé
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dans les publications. Nous donnerons donc, lorsque cette donnée est disponible, cet indice de

protection, tout en restant prudent sur son interprétation.

II1.1. Mécanisme de la réactivation

Le processus de réactivation de I'acétylcholinestérase par les oximes a été longtemps étudié et est bien
connu de nos jours.® Cette réactivation de I'AChE se fait en deux étapes. D’abord, un complexe
Mickaelis-Menten se forme entre I’ AChE phosphylée ([EP]) et le réactivateur. Ensuite, 1'oxime (sous la
forme d’oximate a pH physiologique) s’additionne sur le résidu phosphylé et une élimination

subséquente permet de libérer la sérine de la triade catalytique (Figure 42).

N u® l}l u
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Figure 42. La réactivation de '’AChE - un mécanisme en deux étapes (Nu : oxime)

Contrairement a une réaction chimique classique, la réactivation ne se compare pas en termes de taux
de réactivation en un temps imparti; il est nécessaire d’étudier la cinétique de maniere approfondie

pour avoir de véritables éléments de comparaison entre les différents réactivateurs (Figure 43).

k;

Ka
[EP] + [OX] [EP - OX] [E] +

| T

kr2

[POX]

Figure 43. Equation cinétique simplifiée de la réactivation ([EP] : enzyme phosphylée ; [OX] : oxime ; [POX] : résidu phosphyloxime ; [E] :
enzyme native)??2

Cette réactivation est caractérisée par deux constantes cinétiques, dépendant notamment de I'OP

incriminé. La constante Kb, exprimée en concentration molaire, correspond a la constante de

dissociation du complexe [EP - OX]. Plus cette constante est faible, plus I'enzyme phosphylée a une forte

affinité envers I'oxime. La constante kr, exprimée en min-, est la constante de vitesse de la réaction de

déplacement de I'adduit phosphyle par I'oxime. Plus cette constante est forte, plus la réaction est rapide.

Dans le cas d'une réactivation complete et lorsque [OX] >> [EP]o, une constante kos de pseudo-ordre 1
peut alors étre définie. ks est la constante de vitesse de réactivation observée a une concentration
d’oxime donnée (Figure 44).61222223

k, [0X]
Kp + [0X]

kobs -
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Figure 44. Equation de pseudo-ordre 1 lorsque [OX] >>[EP]o

Dans le cas ou [OX] << Kb, cette équation se simplifie pour donner une constante d’ordre 2, k2 qui traduit
in fine lefficacité de 1'oxime. Plus cette constante est importante, plus le réactivateur est efficace pour

un OP donné (Figure 45).

Figure 45. Equation simplifiée d’ordre 2 lorsque [OX] << Kp

Les trois constantes présentées ci-dessus (Kb, kr et k2) sont importantes pour déterminer le potentiel des
réactivateurs de ' AChE empoisonnée, et serviront dans la suite de cette thése d’élément de comparaison
des différents réactivateurs, si elles sont disponibles. Pour les réactivateurs les plus connus, les données
cinétiques ont été recalculées par I'équipe du Dr. Florian Nachon afin de disposer d’un point de

comparaison défini et précis.

Cependant, il est difficile de comparer les valeurs de ces constantes d’un laboratoire a I'autre. En effet,
lors des tests de réactivation in vitro, la valeur de k«2 peut varier en fonction de I'origine, de la séquence
exacte (séquences tronquées ou enzymes plus ou moins glycosylées), du mode de préparation et de la
méthode de purification de 'AChE. De plus, lors des tests de réactivation in vivo, les études sont
réalisées sur différentes espeéces et avec des protocoles différents, rendant épineuse la comparaison des
données obtenues entre elles, et, a fortiori, I'extrapolation a I'homme. De plus, ces cinétiques de
réactivation peuvent se complexifier sil’on tient compte de I’ensemble des réactions possibles au niveau
de l'enzyme : I'oxime phosphylée est elle-méme un neurotoxique organophosphoré, elle peut re-
phosphorylée I'enzyme, ou une enzyme proche. Il s’agit du phénomene dit de recapture (II1.2.3.3). Elle
peut également, ce qui est plutot favorable, hydrolyser directement des NOPs circulants. Enfin,
I’ensemble des données cinétiques doivent également tenir compte de la réaction de vieillissement de

I'enzyme, elle-méme liée au NOP utilisé.

III1.2. Les réactivateurs actuels
IIL.2.1. Historique

La premiere molécule identifiée pour sa capacité réactivatrice fut sans nul doute 'hydroxylamine ainsi
que les acides hydroxamiques étudiés par Irwin Wilson en 1951 (Figure 46).242> Malgré leur caractere
nucléophile supérieur a I'eau, la cinétique de réactivation ne permettait pas un usage pragmatique de
ces molécules. En 1955, un grand nombre de pyridiniums aldoximes dont la pralidoxime (2-PAM) furent

synthétisés.?4226-229
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Figure 46. Molécules synthétisées par Wilson avant la découverte de la 2-PAM

Entre 1956 et 1958, la découverte de I'affinité spécifique des dérivés d’azotes quaternaires (en particulier
les pyridiniums) pour ’AChE combinée a I'efficacité des oximes en tant que a-nucléophile (molécule
comportant deux hétéroatomes liés directement I'un a l’autre et possédant chacun au moins une paire
d’électrons libres induisant une répulsion électronique, exacerbant la nucléophilie du composé) ont

conduit au développement des cétoximes et des aldoximes.230-233

En 1956, au Japon, la 2-PAM fut utilisée sur 'homme lors d’empoisonnements accidentels au

parathion.23

Les efforts de recherche se concentrerent alors sur le développement de réactivateurs plus efficaces que
la 2-PAM : les bis-pyridiniums aldoxime (Figure 47). En 1958, furent respectivement rapportées les
syntheses du trimedoxime (TMB-4 — E. Pziomek) et son analogue le méthoxime (MMB-4 — F.
Hobbiger).2>27 L’obidoxime (LiiH-6) est le réactivateur le plus utilisé en Europe, synthétisé par A.
Liittringghaus en 1964, dont Iefficacité a été étudiée sur des patients empoisonnés par des pesticides.?8
Par la suite, de nombreuses oximes ont été synthétisées donnant naissance a deux bis-pyridiniums non

symétriques : le HI-6 en 1968 et le HLO-7 en 1986.29240
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Figure 47. Structures des réactivateurs historiques
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Parallelement a cet essor des bis-pyridiniums aldoximes, de 1979 a 1988, d’autres aldoximes portées par

des hétérocycles ou des a-oxo-oximes ont été décrites (Figure 48) mais n’ont pas été développées plus

avant en raison de leurs faibles capacités de réactivation.24-24
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Figure 48. Structures des réactivateurs développés avant 1990 mais abandonnés

Les dérivés de pyridiniums aldoximes ont longtemps été les réactivateurs les plus efficients in vitro et

in vivo, mais présentent un certain nombre de limites qui seront abordées dans la partie suivante.

I11.2.2. Efficacité des réactivateurs de référence

II1.2.2.1. Réactivation in vitro

Afin d’évaluer leur capacité de réactivation, I'équipe de Franz Worek a testé ces oximes in vitro sur

I'acétylcholinestérase inhibée par différents agents V et G (Tableau 9).220251
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Oxime Agent Ko (uM) kr (min') kr2 (mM* min)

2-PAM VX 28,1 0,215 7,7
Sarin 27,6 0,25 9,1
Tabun 706 0,01 0,01
Cyclosarin 3159 0,182 0,06
Obidoxime VX 27,4 0,893 32,6
Sarin 31,3 0,937 29,9
Tabun 203 0,046 0,23
Cyclosarin 582 0,39 0,68
HI-6 VX 11,5 0,242 21,04
Sarin 50,1 0,677 13,51
Tabun %] (%) (%]
Cyclosarin 123 2,75 22,41
HLG-7 VX 7,8 0,49 62,8
Sarin 242 0,849 35,1
Tabun 106,5 0,02 0,19
Cyclosarin 17,9 1,663 92,9
TMB-4 VX %] (%] (%]
Sarin ND ND ND
Tabun 111 0,1 0,9
Cyclosarin 343 0,21 0,62
MMB-4 VX 241,9 0,328 1,36
Sarin 78,4 0,18 2,3
Tabun 1252 0,011 0,008
Cyclosarin 370,6 0,85 2,29

Tableau 9. Constantes cinétiques des réactivateurs de référence obtenues lors de la réactivation in vitro de I'hAChE inhibée par différents

NOPs (@ : pas de réactivation ; bleu : Worek et al, 2012 ; en noir : Worek et al. 2007)0251

De ces données, plusieurs observations peuvent étre faites :

Aucune de ces oximes n’est a large spectre : aucune n’est capable de réactiver I'ensemble des
NOPs testés et la cinétique varie fortement selon le NOP utilisé ;

La réactivation du Tabun-hAChE est tres faible voire inexistante pour toutes les oximes testées ;

TMB-4 est le plus efficace de la série pour le Tabun-hAChE mais aucune réactivation n’est
observée pour le VX ou le Sarin ;

La 2-PAM est la moins efficace des oximes présentées en comparaison avec les autres oximes ;

Les oximes les plus efficientes sont I'obidoxime, le HI-6, le MMB-4 et le HL6-7 (I'obidoxime est
d’ailleurs celle utilisée par les armées allemandes, car elle présente, malgré une efficacité encore

limitée sur le tabun, le spectre le plus large).

Ces données correlent avec les résultats in vivo, sauf exception.

II1.2.2.2. Relations structure-activité

L’efficacité dépend de la réactivité de I'oxime et de son interaction avec 'enzyme inhibée. D’autres

facteurs entrent en compte dans ce processus.

L’oximate est 1'espeéce active lors du processus de déphosphylation. De ce fait, il est important que le

pKa de I’oxime soit compatible avec le pH physiologique. Toutefois, 1'oxime ne doit pas étre totalement
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déprotonée : le cofit énergétique de désolvatation de I'oximate est trop important rendant la réactivation
moins favorable. Les résultats expérimentaux ont montré que la gamme idéale de pKa pour I'oximate

se situe entre 7.3 et 8.33252
Aussi de récentes études suggerent que deux résidus jouent un role important lors de la réactivation :

- L’histidine catalytique (His447) assistée par une molécule d’eau permet la déprotonation de
I’oxime et donc I'augmentation de sa nucléophilie (Figure 49- gauche);253-25
- Le glutamate 202 (résidu du site cation-m) stabilise 1'adduit phosphylé (dans le cas du sarin)

dans une conformation qui permet I'approche de I'oxime (Figure 49 - droite).25

L’importance du résidu Glu202 a été rationalisée par des études computationnelles.?72% L’ AChE n'est
donc pas caractérisée par une triade catalytique mais par un quatuor de résidus (Ser203, His337, Glu334
et 202). Le role des deux glutamates dans le voisinage de Ser203 est d'égale importance. La réactivation
peut se produire avec l'oxime entrant dans le site actif dans ses deux états de protonation. Mais
l'occurrence de la réactivation dépend de 1'état de protonation du quatuor, et en particulier du Glu202.
Le modele suivant d’états protoniques est nécessaire pour la réactivation : oxime déprotonée, His447

doublement protonée, Glu202 protoné et Glu334 non protoné.

Enfin, les résidus du site périphérique et les bis-pyridiniums interagissent via des interactions de type

-1t et cation-mt, améliorant ainsi I’affinité de ces réactivateurs pour I'enzyme phosphylée (Figure 49).25

sarin
adduct

Glu202 1
- E202

Figure 49. A gauche, vu du site actif du HL6-7-tabun-mAChE (en magenta) et du HI-6-fenamiphos-mAchE(en vert);33 A droite,

conformation du HI-6-sarin-mAChE illustrant I'approche de I'oxime?6
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I11.2.2.3. Réactivation in vivo

Concernant les évaluations in vivo, iln'y a pas de consensus a ce sujet, beaucoup de parametres rentrent
en compte et les études ne sont pas normalisées. De ce fait, il existe différents moyens d’estimer
Iefficacité in vivo.

Toutefois, Wilhelm et coll. ont publié¢ en 2014 une étude menée sur le cochon d’Inde (guinea pig).260 Cette
étude permet véritablement de comparer ces pyridiniums oximes sur un large panel de NOPs. Les
parameétres pris en compte sont la survie aux NOPs, I'évaluation de qualité de vie et l'activité
cholinergique relative dans le sang (RAacie). Tous ces parametres sont mesurés 24 h apres 1'exposition
aux différents NOPs (dose injectée en IM correspondant a la LDss). La dose d’oxime injectée est

équimolaire a celle des NOPs a I'exception du TMB-4 du fait de sa toxicité intrinseque.

Concernant le test de survie a t + 24h (Figure 50), le MMB-4, le HL6-7 et le HI-6 se démarque par un
effet notable sur la létalité de maniere homogene selon le NOP utilisé. A 1'exception du cyclosarin,
I'obidoxime reste relativement efficace. A contrario, le TMB-4 est trés peu efficace, a I'exception d'une
intoxication par le tabun, ce qui correspond aux observations faites in vitro. La 2-PAM a un effet sur la
mortalité tres hétérogene ce qui confirme 1'obsolescence de son utilisation. 1l est a noter qu’aucune de

ces oximes n’a eu d’impact lors de I'exposition au soman lors de cette étude (données non-illustrées).

Mortalité aprés 24 h
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MMB-4 DMS HL&-7 DMS Obidoxime C1 HI-6 DMS 2-PAM C1 TMB-4 Br contréle
Figure 50. Taux de moralité des cobayes au bout de 24 h

Afin d’étudier I'état clinique des cobayes (guinea pigs), I'évaluation de la « qualité de vie » a été mesurée
(« Quality of Life assessement » - QOL - Figure 51 - gauche). Cet indice permet une évaluation clinique

objective : plus I'indice est important plus les symptomes cliniques d’intoxication observés sont graves.
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Le MMB-4, le HI-6, le HL5-7 et I'obidoxime protegent le mieux des symptdmes de neurotoxicité et la 2-
PAM a une protection partielle dépendant de 'OP. Enfin, le TMB-4 offre une protection trés incomplete
voire nulle. Ces protections peuvent étre directement corrélées a I'activité cholinergique résiduelle, et
donc aux pourcentages des cholinestérases inhibées RAache (Figure 51 - droite). En effet, le MMB-4, le
HI-6, le HL6-7 et I'obidoxime permettent une réactivation notable de I’AChE dans le sang par rapport

a l'absence de traitement (contrdle) traduite par une faible inhibition résiduelle de lactivité

cholinergique.
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Figure 51. Indice d’évaluation de qualité de vie a +24 h (a gauche) — Pourcentage d’inhibition de I'activité relative de I’AChE dans le sang a

+24h (a droite)

Au-dela de la réactivation des AChEs, les oximes ont des effets pharmacologiques directs qui seront

abordées dans la partie suivante.

I11.2.2.4. Autres effets pharmacologiques

Certaines études in vivo montrent que 'effet antidote des oximes ne peut s’expliquer uniquement par la
réactivation de I’AChE.261-26 Par exemple, lors de I'évaluation du HI-6 sur des primates empoisonnés
par du soman,2#265 il n’y a pas ou peu de réactivation. Cependant un effet pharmacologique positif a
été observé, effet dont le mécanisme est donc indépendant de la réactivation. Afin de mieux comprendre
ce phénomene, Melchers et coll. ont démontré lors d'une étude in vivo et in vitro sur I'hippocampe du

rat, que le HI-6 aurait un effet direct sur I'activité des récepteurs GABA du CNS.26¢6

De nombreuses études mettent en exergue I'effet des oximes sur le systeme nerveux (Tableau 10).265

Chapitre 1: L’empoisonnement aux NOPs, une problématique toujours d’actualité 80



Processus / cibles

Effets

Sources

Synthese des Inhibition Clement 1979
neurotransmetteurs
Libération des Altération Clement 1979 ; Kloog 1986 ; Van Helden 1996
neurotransmetteurs ; Melchers 1991 ; Kloog 1986 ; Aas 1996.
Récepteurs post-synaptiques Inhibition des récepteurs Lundy 1979 ; Kirsch 1981; Su 1983; Alkondon
nicotiniques 1988.
Inhibition = des  récepteurs Kuhnen-Clausen 1983 ; Amitai 1980 ; Valdes
muscariniques 1985 ; Reithmann 1991.

Modulation allostérique des
récepteurs muscariniques

Kloog 1985 ; Henis 1989 ; Ellis 1992; Tucek
1995 ; Reithmann 1991.

Récupération de la choline

Inhibition

Clement 1979.

Récepteurs pré-synaptiques  Inhibition des récepteurs Kuhnen-Clausen 1983 ; Jydvin 2005.
nicotiniques
Inhibition des  récepteurs Kirsch 1981 ; @ydvin 2005.
muscariniques

Tableau 10. Exemple d’effet pharmacologique des pyridiniums oximes autres que la réactivation de I’AChE 267-284

Outre leurs effets sur le systéeme nerveux, les oximes pourraient participer a '’hydrolyse des NOPs, elles

ont des effets anticonvulsifs et stimulent la respiration.221285

II1.2.2.5. Pharmacocinétique des pyridiniums oximes

L’acces aux données pharmacocinétiques pour les réactivateurs est difficile dans la littérature ouverte

cependant quelques résultats ont été publiés (Tableau 11 - Tableau 12).

Oxime 2-PAM C1 Obidoxime Cl HI-6 C1
Dose 12.5 13.2 2.5-10 3.5+0,45h! 7 7
(mg/kg)
Hommes Volontaire Patient Volontaire Patient Volontaire Patient
Injection ™M ™M M v ™M M
tiza 9.4 9.6 - - 12 15
tmax 34.4 33.0 20 - 27 31
tize 174.4 148.9 82,8 129 64 120
Références Jovanovi, 1989 Sidell, 1970 Eyer, 2003 Clement, 1995 Kusic, 1991

Tableau 11. Quelques données pharmacocinétiques sur I’'Homme (ti12a : demi-vie d’absorption, tine : demi-vie d'élimination ; tmax : temps ou

la concentration est maximale )285-289

Le pic de concentration est atteint entre 20 et 30 minutes pour ces trois oximes. Cependant, la différence
se situe au niveau de la vitesse d’élimination. En effet, le HI-6 est plus rapidement éliminé que
I'obidoxime ou le 2-PAM. Dans le cas de patients réellement intoxiqués par des pesticides, la vitesse
d’élimination est sensiblement allongée. Cela est di au disfonctionnement du systeme rénal.2®
Concernant le MMB-4 et le HL6-7, il n’y a pas de données dans la littérature ouverte. Cependant, sur le
cochon, I'élimination du MMB-4 est plus lente comparée au 2-PAM (ti2 e= 157.6 vs 86.8 min).2!
Cependant, cette vitesse d’élimination rapide nécessite une administration répétée de I'oxime afin de

contrer la persistance de certains NOPs.2?
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A partir des volumes apparents (ratio entre la quantité de la substance active administré et la
concentration réellement présente dans le compartiment étudié - Tableau 12), la distribution des
pyridiniums aldoximes est bien connue et est tres réduite : elle se fait essentiellement dans le liquide
extracellulaire, a I'exception du 2-PAM qui est capable de pénétrer les hématies (processus lent dont le

temps de demi vie est de 4.5 h).»2

Dans le cas d’intoxication aigiie, le volume de distribution apparente change. Ce changement notable
peut étre expliqué par I'interaction des oximes avec les glycosaminoglycanes (présents dans les tissus
conjonctifs) par liaisons ioniques, créant un « sous-compartimentement », ralentissant le relargage des
oximes dans le systeme circulatoire.23-2% En effet, dans le cas d'un patient empoisonné au parathion,
traité 12 jours a I'obidoxime et décédé 15 jours apres 'intoxication, la concentration de 1’oxime était 100

fois plus importante dans les cartilages que dans le plasma.2®

Oxime 2-PAM Obidoxime HI-6 HL6-7 MMB-4
Espece Homm'e .HonTme, Homm.e .HorrTme, Homm.e Chien Chien Cochon
volontaire intoxique volontaire intoxique volontaire
Vdss (1kg?) 0,7 2,77 0,17 0,85 0,25 0,25 0,26 0,361
L, Sidell, Willems, Sidell, Bentur, Clement, Spohrer, Spohrer, Woodard,
Références
1972 1992 1972 1993 1995 1994 1994 1991

Tableau 12. Volume de distribution apparent des pyridinium aldoximes( Vd ss : volume de distribution a I'état stable)289-291296-299

Enfin ces oximes traversent peu ou pas la BHE.22022329300-302 En effet, les concentrations cérébrales
détectées sont tres faibles comparées aux concentrations plasmiques et ne suffissent pas a une

réactivation des AChEs du SNC. Ce point sera présenté de maniere détaillée dans la partie 111.2.3.4.

II1.2.2.6. Stabilité des pyridiniums oximes en milieux aqueux et métabolisation

Concernant la stabilité, il est nécessaire que la molécule ne se dégrade pas en solution mais aussi que

les produits de dégradation ne soient pas toxiques.
Deux mécanismes pH-dépendant de dégradation sont connus pour les pyridiniums oximes?:

- apH< 3, I'oxime s’hydrolyse en aldéhyde et hydroxylamine ;
- apH>4 ladégradation de I'oxime en nitrile peut étre observée donnant différents adduits

dont I’acide cyanhydrique.

Selon les oximes, d’autres processus peuvent s’ajouter a ces deux mécanismes (Figure I.). L’exemple du

HLG-7 est détaillé ci-dessous (Figure 52).303
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Figure 52. Dégradation du HLG-7

La stabilité physico-chimique de différentes oximes est présentée dans différentes études, permettant

d’avoir une durée maximale de conservation (Tableau 13).239290303-310 [ e HL.6-7, malgré de trés bonnes

capacités de réactivation présente une tres mauvaise stabilité. C’est I'une des raisons qui ont conduit a

son abandon pour une application humaine. Le HI-6 suivant la méme dégradation reste plus stable. Le

MMB-4 est beaucoup plus instable que son analogue, le TMB-4, a cause du caractere acide des protons

du pont méthylene.3!! Enfin I'obidoxime et la 2-PAM sont les molécules les plus stables de la série.

Oximes Concentration (%) T(°C) t 90% (ans) Références
2-PAM Cl 50 25 3,4 Ellin, 1982
2-PAM Cl injecteur 30 25 10 Schroeder 1989

TMB-4 Br 11,4 25 14 Rubnov 1999
MMB-4 12 40 2 Clark 2014
Obidoxime Cl 25 25 38 Rubnov 1999
HI-6-Cl 37 25 0,055 Eyer 1988
HI-6 Cl injecteur 13 25 0,148 Eyer 2007
HL6-7 DMS 52 25 0,02 Eyer 1992

Tableau 13. Durée de conservation des pyridiniums aldoximes correspondant a 10% de dégradation 239290303-310

La stabilité en milieu aqueux influence directement la voie de métabolisation de ces molécules dans le

corps. En effet, le processus de métabolisation est essentiellement abiotique. De ce fait, les adduits de

dégradation sont retrouvés dans les excrétions (urines essentiellement et feces a moindre mesure —

Tableau 14).
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Oximes Espece Injection % récupération Métabolites détectés Sources

2-PAM Rat ™M 80-90 N-methyl-2-cyanopyridine Enander, 1962
N-methylpyridinone, thiocyanate
Homme v 90 N-methyl-2-cyanopyridine Garrigue, 1990
Obidoxime Homme v 70 ND Sidell, 1972
MMB-4 Lapin M 83-87 Acide isonicotinique Lusiak, 2013
4-pyridine aldoxime
TMB-4 Homme M 80 ND Eyer, 2007
HI-6 Rat v 57 pyridinones (20%) Lightenstein, 1987
Chien v 70 pyridinones (5%); acide carboxylique (5%) Eyer, 2007
isonicotinamide (3%); acide isonicotinique (1%) Spdhrer, 1994
HLo6-7 Chien ™M 78 ND Spohrer, 1994

Tableau 14. Pourcentage de récupération dans les urines des pyridiniums aldoximes ainsi que les métabolites identifiés290294296312-315

Ces adduits restent moins toxiques que les réactivateurs natifs (II1.2.3.1). De plus, la quantité de

thiocyanate ou d’acide cyanhydrique détectée ne pose pas de probleme toxicologique majeur.2

L’ensemble des données de réactivation, de pharmacocinétique et de stabilité démontrent que les
réactivateurs les plus performants sont I'obidoxime, le HI-6 et le MMB-4. L’obidoxime est utilisé en
Allemagne, en Norvege, en Finlande et aux Pays-Bas. Le MMB-4 est actuellement évalué aux Etats-Unis
en vue du remplacement du 2-PAM. Enfin le HI-6 - utilisé au Canada, en Suede, en République Tcheque
et en Slovaquie — est en cours d’homologation en France a la place du 2-PAM. Etonnamment, Israél

utilise le TMB-4 malgré une faible efficacité.219.220

I11.2.3. Les limites des réactivateurs de référence

Il n’existe pas, a ce jour, de réactivateur universellement efficace. L'utilisation d’une combinaison
d’oximes a été envisagée (HI-6 + oblidoxime, HI-6 + TMB-4) dont les résultats sont parfois positifs.316-320
Néanmoins, l'ensemble de la communauté scientifique s’accorde sur le caractere provisoire de cette

alternative en attendant I'émergence de réactivateurs a large spectre.

Bien qu’utilisés a ce jour sur 'Homme, les pyridiniums aldoximes souffrent de nombreuses autres
imperfections qu’il est important de relever : une toxicité intrinseque non négligeable, une réactivation

incomplete avec la génération de phosphyloximes toxiques et un passage de la BHE problématique.

II1.2.3.1. Toxicité

L’action des oximes dépend du NOP incriminé mais aussi de sa concentration étroitement liée a sa
toxicité intrinseque. La LDso a donc été naturellement évaluée sur différentes especes dont le cochon
d’Inde -guinea pig- et la souris (Tableau 15). Le TMB-4 est le plus toxique de la série avec une LDso de

102 mg.mg?! (soit 0.23 mmol.kg?). L’'obidoxime a une LDs non négligeable et, a forte dose, cette
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molécule est hépatotoxique.!* A contrario, le HI-6 est le moins toxique. A noter que la LDsoen injection

IV est, en général, doublée par rapport a l'injection IM.2%

Oximes TMB-4 LiH-6 2-PAM MMB-4 HI-6
LDso (mg.kg1) 102 188 263 441 671
LDso (mmol.kg™) 0.23 0.523 1.52 1.34 1.87

Tableau 15. Dose létale des pyridinium aldoxime de référence par injection IM sur la sourisd21-323

L’intoxication aux oximes est, en grande partie, identique a I'intoxication aux NOPs.322324 ]] est donc
nécessaire de déterminer l'indice thérapeutique (ratio entre la LDso et 'ECs0 de I’oxime propre a chaque
NOP - Tableau 16) afin qu’il y ait une balance bénéfice/risque favorable. Une seule étude présente
quelques valeurs sur le guinea pig.3> Plus cet indice est important, plus la fenétre thérapeutique est
importante. Seule le MMB-4 semble avoir des indices thérapeutiques adéquats contrairement au 2-PAM

et a I’'obidoxime.

Oxime 2-PAM LiiH-6 MMB-4
LDso IM mg kg 179 79 679
VR 0.3 5] 89
VX 13 5.5 142

Tableau 16. Indice thérapeutique d’oximes chargée lors de I'exposition percutanée des guinea pigs au VR et VX 325

Outre cette toxicité intrinseque non négligeable, 1'affinité de ces molécules envers la cible est un réel

pivot de l'efficacité mais peut provoquer un phénomene d’inhibition indésirable de I’AChE.

II1.2.3.2. Affinité versus inhibition

La premiere étape de la réactivation consiste en la formation du complexe de Michaelis-Menten. Ce
complexe est régi par une constante de dissociation directement liée a l'affinité de l'enzyme
(phosphylée) avec I'oxime. Entre une enzyme phosphylée et native, les changements conformationnels
sont tres subtils.326 L affinité doit étre suffisamment élevée afin d’éviter les actions non-spécifiques de
I’oxime sur 'enzyme non phosphylée. Sil’on considere que I'oxime doit avoir un Ko <100 uM pour étre
suffisamment affine envers I’AChE phosphylée, un trop faible Kp peut provoquer une inhibition de

I’ AChE native.223327

I11.2.3.3. Phénoméne de recapture

La réactivation de I’AChE phosphylée par 'oxime conduit a la formation d’une phosphyloxime (POX).
Cet intermédiaire dont la stabilité dépend a la fois du réactivateur et du NOP, est lui-méme inhibiteur

de I’AChE avec un potentiel anti-ChE équivalent voire supérieur aux NOPs natifs (les Novichoks sont
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des dérivés phosphyloxime).3® Ainsi, l'enzyme peut étre, de nouveau, inhibée par cette

phosphyloxime : c’est le phénomeéne de recapture (Figure 53).226
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Figure 53. Phénoméne de recapture
La réactivation n’est plus irréversible, un équilibre se met en place diminuant drastiquement I'efficacité

des oximes. Ce phénomene de recapture est limité a moindre mesure par la dégradation de la

phosphyloxime en nitrile et acide organophosphonique via une f-élimination de Beckman (Figure 54).32°
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Figure 54. Décomposition des POXs

Certaines phosphyloximes de la pralidoxime ont été synthétisées et évaluées in vitro (Tableau 17).32
Deux facteurs ont donc été mesurés : ti2 qui traduit le temps de demi-vie de dégradation du POX et k;,
la cinétique d’inhibition. Plus le temps de demi vie tiz est important, plus le POX est stable ; plus la

constante cinétique d’inhibition ki est élevée, plus le phénomene de recapture est important.

NOP Position Ka ti2 ki r-mAchE
Structure Ri R POX associé Oxime o,;cime (min) (.10 5 M-"Min')
2 8 0.70 1940
Me Et EMP-PAM VX 3 9.2 588 2.7
4 8.6 62 382
2 8 1.05 1420
R, Me iPr IMP-PAM Sarin 3 9.2 - -
Y 4 86 75 110
R{ \,O 2 8 15 1570
Na H Me Pinacolyl PMP-PAM  Soman 3 9.2 - -
=/A\ 4 8.6 112 237
AN N 2 8 110 11
3 2 N(CHs)2 Et El?ig - Tabun 3 92 139 0.16
4 8.6 63 2.5
2 8 0.18 210
Et Et DEP-PAM  Paraoxon 3 9.2 - -
4 8.6 16 6.0

Tableau 17. Constantes cinétiques de décomposition des POXs et inhibition des AChE par les POXs329

La stabilité du POX est directement liée a la position del’oxime sur le pyridinium : la position ortho rend
instable I'adduit tandis que pour les positions meta et para (a moindre mesure), le temps de demi-vie est

50 a 500 fois plus important. Ce phénomene est di au caractere acide du proton au pied de I'oxime :
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plus l'acidité est importante (forme de résonance, distante entre I'’hydrogene et 1’azote chargé), plus le
POX est instable. La différence notable entre le para et le meta est expliquée par I'interaction entre I’azote
chargé du pyridinium et le P=O rendant moins prompte l'abstraction du proton au pied de 1'oxime
(Figure 55).

Concernant l'inhibition, les POXs du 2-PAM ont un pouvoir inhibiteur de 'AChE 7 a 100 fois plus
important que les NOPs.3? Aussi, cette augmentation est observée a moindre mesure pour les POXs du
4-PAM. A contrario, les POXs du 3-PAM sont certes stables mais bien moins actifs que les NOPs (facteur
3 a 4). Cette différence est due a une combinaison entre le caractere acide de I'oxime (meilleur groupe
partant) mais aussi par une meilleure complémentarité avec le site actifs (plus le POX est plan, plus les

interactions sont efficaces - Figure 55).
N* ) &

X

{{‘1»4 ":"_1

EMP - 2PAM EMP - 3PAM EMP - 4PAM
Figure 55. Structure 3D des phosphyloximes dérivés des PAMs 329

L’utilisation de phosphotriestérases - PON1 ou d’organophosphate hydrolase (OPH) - permettrait
d’hydrolyser ces POXs améliorant ainsi la cinétique de réactivation de 1'obidoxime dans le cas d'une

inhibition au sarin, VX ou paraoxon ; il n'y a aucun effet positif sur la cinétique dans les cas du tabun,

cyclosarin et VR (Figure 56).330-333
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Figure 56. Effet de 'OPH (0.2 mg/mL a gauche — concentration variable i droite) sur les cinétique de réactivation des OP-hAChE par
l'obidoxime (OBI dans le diagramme, 20 pM) 330
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IT1.2.3.4. Passage de la barriére hématoencéphalique

Les NOPs sont suffisamment lipophiles pour traverser I'ensemble des barriéres biologiques dont la
barriere hématoencéphalique (BHE). Cependant la distribution des pyridiniums aldoximes est mono-
compartimentale et se fait essentiellement dans le plasma (II1.2.2.5). Certes, la cause principale de déces
lors d’une intoxication aux NOPs est directement corrélée a I'activité des AChEs périphériques mais les
effets neurologiques a court terme (convulsions et épilepsie mortelle) et a long-terme sont loin d’étre
négligeables autant chez 'Homme que chez l’animal.3¥-3%2 Des études sur les victimes directes et
collatérales de l'attentat de Tokyo rapportent des troubles neurologiques évidents (déclin
psychomoteur et de la mémoire) sept ans apres l'attentat, et sans aucun lien avec un syndrome post-

traumatique.343-347

Les caractéristiques intrinseques des oximes chargées (présence de la charge; log P) font que ces
molécules passent peu ou pas la BHE. Ceci fait I'objet d'un farouche débat dans la littérature, les
données étant contradictoires d’une étude a l'autre. Des études sur modele animal ont montré que
certaines oximes semblent passer au travers de la BHE rendue perméable par les NOPs, cependant ce

transfert dépend de la dose injectée et la cinétique de transfert est lente et hétérogene (Tableau 18).32

Dose injectée %loxime]
Oxime LogP  Espéce NOP [Oxime] plasma [Oxime] cns Sources
(mg/kg) CNS/plasma
2-PAM 231 Rat 20 (IV) Trichlorfon ~ 13.94 ug/mL 0.86 ug/mL 6 % Firemark 1964
Rat 50 (IV) (%] 21.75nM/mL  2.83 nM/mL 9.3 % Sakura 2013
Homme ND (IV) Sarin 4 ug/ml 0 0% Nagao 1997
HI-6 -3.39 Rat 100 (IM) Soman 87 ug/ml 5.1 pg/ml 5% Cassel 1997
LiaH-6 -3.12  Homme ND (IV) Parathion 17uM 4 uM 20% Eyers 2007
Rongeur - - - - 3-5% Falb 1969

Tableau 18. Passage des oximes chargées au travers de la BHE 290300348-353

La nécessité pour les oximes de traverser la BHE est régulierement sujet de débats.30%2 Pour la survie,
seul 5% des AChEs du CNS (notamment dans la zone ponto-médullaire) doivent étre actives.303% IIn"y
a pas d’informations sur un plus long terme ni sur les séquelles neurologiques possibles. Cependant,
I'encapsulation du 2-PAM et du HI-6, en vue de leur libération dans le cerveau de rongeurs exposés aux
NOPs (Paraoxon, Soman), permet une réactivation des AChEs centrales et une amélioration de la survie

constituant une preuve de concept concernant la nécessité d’agir au niveau central. 3553%
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IT1.3. Cahier des charges des nouveaux réactivateurs

Les oximes de références, actuellement utilisées sur ’'Homme, souffrent de nombreux inconvénients.
Ces molécules - dont la toxicité intrinseéque ainsi que celle de leur adduit (phénomene de recapture) ne
sont pas négligeables - ont une réactivation des AChEs hétérogénes selon le NOP utilisé et dans les
différents tissus (peu ou pas de passage de la BHE). Il est donc essentiel de développer de nouveaux
réactivateurs moins toxiques et a large spectre d’action. Worek et coll. ont donc proposé un cahier des
charges de ces nouveaux réactivateurs dans leur publication « Oximes in organophosphate poisoning : 60

years of hope and despair »23

Afin d’avoir un effet - ne serait-ce que partiel - les réactivateurs doivent présenter un kr > 1 min-! et un
Kb <100 pM. Pour ce dernier critere, une affinité trop forte entrainerait une inhibition indésirable. Aussi,
l'initiation de la thérapie, le dosage, la durée et la pharmacocinétique des oximes ainsi que leur capacité
a entrer dans le CNS, sont des problématiques importantes en rapport avec la persistance des NOPs

dans I'organisme. Un équilibre subtil entre 'ensemble de ces facteurs doit donc étre trouvé.

IV. Développement de nouveaux réactivateurs de ’AChE empoisonnée — Etat de 'art

Face aux nombreuses limitations des oximes de référence, différentes équipes de recherche se sont
penchées sur le développement de nouveaux réactivateurs de I’AChE inhibée par les NOPs, plus
efficaces et a plus large spectre d’action. Cette partie sera donc consacrée a I'état de I'art apres plus de
70 ans de recherche. Cette partie sera focalisée sur les réactivateurs de I’AChE, cceur de ce sujet de ce
doctorat. Je présenterai I'ensemble de ces travaux en trois axes : les oximes chargges, les oximes neutres
et enfin les réactivateurs ne présentant pas d’oximes dans leur structure. Comme expliqué
précédemment, la comparaison sera faite dans la mesure du possible, les méthodes et moyens

d’évaluation différant d’un laboratoire a I’autre.

IV.1. Développement de nouveaux réactivateurs chargés

Dans la continuité des mono- et bis-pyridiniums aldoximes de référence, un grand nombre de
réactivateurs ont été synthétisés.?®> Afin de rendre I'analyse plus aisée, cette partie sera subdivisée
suivant le nombre de charges permanentes portées par le réactivateur, en distinguant donc réactivateurs

mono- et bi-chargeés.
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IV.1.1. Les réactivateurs mono-chargés

Les réactivateurs décrits dans cette partie ont la particularité de présenter une charge permanente dans
leur structure Cette charge permanente peut étre sous la forme d’un pyridinium, d’un imidazolium ou

d’un ammonium quaternaire phénylique.
IV.1.1.1. Les pyridiniums aldoximes

Dérivés de la 2-PAM, les mono-pyridiniums aldoximes partagent une structure commune représentée
dans la Figure 57.

@ T\,
N/ /N\OH | — KN) R

@ |
| X R X

Figure 57. Structure générale des pyridiniums aldoximes.
Quatre principales modifications ont été effectuées sur la 2-PAM : la position de I'oxime sur le cycle, la
nature du groupement porté par 1'azote du pyridinium, la fonctionnalisation du cycle pyridinium et
enfin la fonctionnalisation de 1’oxime. La variation du contre-anion, influant directement sur la stabilité
de la molécule, ne sera pas développée. La forme prodrogue de la 2-PAM et ainsi que d’autres fonctions

réactivatrices mono-chargées seront également présentées dans cette sous-partie.

1V.1.1.1.1. Influence de la position de I’oxime sur le cycle

Comme nous 'avons vu précédemment (I11.2.3.3), la position de I’oxime sur le noyau pyridinium non-
fonctionnalisé a d’importantes répercussion sur la capacité de réactivation de la molécule (Tableau
19).3573% La position de 1’oxime influe sur le positionnement de la molécule dans le site actif, sur le pKa
de l'oxime et sur le phénomene de recapture. De cela découle des potentiels de réactivation
drastiquement différents traduits par une efficacité de réactivation : la 2-PAM est la plus efficace, suivi
de la 4-PAM, la 3-PAM étant la moins efficace. Malheureusement, les constantes cinétiques de
réactivation des 3- et 4-PAM ne sont pas disponibles dans la littérature. Cependant, afin d’avoir une
idée de leur cinétique, une extrapolation a une transestérification peut étre faite, mettant en évidence la
différence de cinétique entre les régioisomeéres, et la tendance semble confirmer 1'ordre d’efficacité 2-

PAM > 4-PAM > 3-PAM.3%°
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Réactivateurs 2-PAM 3-PAM 4-PAM Références

pKa 8 9.2 8.6 Ashani 2002
\i_yN—OH
(o)
N ©
| X
Tabun - AChE AChE
immobilized immobilized
Efficacité de réactivation 19.54 3.42 9.19 Hoskovcova 2010
(% de réactivation a t + 20 min, [PAM]
0.5 mg/ml)
(@]
NO, [y NTOH p > NO,
(0] | @ obs X N-O
P S * N/)e water, phi=8 | o5 *
o | X alen P = NS HO
| X
Kovs (10° s1) 4.16 1.80 3.5 Singh 2011

Tableau 19. Caractéristiques des 2-, 3- et 4-pralidoximes.329398,359

1V.1.1.1.2. Influence du groupement de 'azote quaternaire

Afin d’améliorer le passage au travers de la BHE, et d’augmenter l'affinité du pyridinium aldoxime
pour 'enzyme phosphylée, la modulation du groupement porté par 1’azote de la pyridine a été étudiée
avec comme objectif 'augmentation des capacités réactivatrices des pyridiniums oximes (Figure 58).

| N, N-OH
®_)

INIES)
R X

Figure 58. Modulation du groupement R des mono-pyridiniums aldoximes

IV.1.1.1.2.a. Incorporation de chaines alkoxy

Des 1964, l'incorporation d’une chaine methoxy li€ée a l'azote de la pyridine a été décrit dans la
littérature.360361 Bien que je n’ai pas pu avoir acces au texte complet de ces publications, il est fort
probable que leur potentiel de réactivation soit égal ou inférieur a celle de la 2-PAM, l'affinité ne

pouvant étre augmentée de maniere significative par ce genre de groupement.

Des travaux similaires ont été mené par Hagedorn et coll3® - travaux partiellement repris récemment -
consistant en l'incorporation de chaines éther d’alkyle et de benzoyle lipophiles afin d’améliorer le
passage de la BHE.3® Cependant, les constantes cinétiques ne sont pas décrites, seuls les taux de
réactivation des OPs-ee-AChEs in vitro ont été rapportés. Dans le cas du sarin, les pourcentages de
réactivation sont équivalents ou inferieurs a la 2-PAM et a I'obidoxime (Figure 59). Lorsque la longueur
de chaine est trop importante (plus de 8 unités méthylenes) et/ou I'oxime en meta, il n’y a plus aucune

réactivation.
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Figure 59. Pourcentage de réactivation du sarin-eeAChE par les N-alkoxyl et N-benzoxy pyridiniums aldoximes (1 mM)363

Malgré ces résultats mitigés, De Koning et coll ainsi que Chambers et coll ont obtenu des résultats plus
encourageants en ajoutant, d’une part, une chaine alkyloxy plus longue, portant un dérivé aromatique
susceptible d’interagir avec les résidus du site périphérique de 'enzyme, ou, d’autre part, portant

directement un ligand connu du site périphérique (Figure 60). 364367

OH
NS OYPh
N R= O/ Ph

| & o
/@ n
N x
R

X=TFA

C,n=3, Z=3-CH=CH-CH=CH-4, X =Br
D,n=4, Z=4-Ph-O-CH,-O-, X =Br
E,n=3,7Z2=24,6-Cl;-, X=Br

A,n=4,7Z=4-Cl,X=Br
z B, n=4, Z=3-CH=CH-CH=CH-4, X =Br
O
n

De Koning 2011 Chambers 2013, 2016

Figure 60. Réactivateurs mono-chargés de De Koning et Chambers respectivement

Les molécules de De Koning ont été testées in vitro et possedent des capacités de réactivation nettement
supérieures a celle de la 2-PAM. La longeur de la chaine alkoxy espaceur permettrait un meilleur

positionnement de la fonction réactivatrice mais aussi du ligand du site périphérique (Figure 61).

Reactivation (%)

1e,n=3 Na OYPh
%
{5 VX X R = MO/?/O/ Ph
o | ®/ @ n
(3 'T‘ X
o] T ™ R X = TFA
“ I De Koning 2011

Figure 61. Réactivation in vitro des molécules de De Koning sur I'hAChE inhibée par le sarin et le VX respectivement36+

Ayant également observé de bien meilleures capacités de réactivation in vitro, Chambers et coll ont testé

leur molécule in vivo sur le rat (Figure 62).3653¢ Celles-ci permettent une réactivation des ChEs du SNC
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et une sensible augmentation de la survie a + 24 h, cependant le passage a travers la BHE n’a pas encore
été formellement prouvé.

35

)
S

in vivo, NIMP (Sarin)

N
@

[
S

Zw ﬁ\ — N-OH
= /
e ° n N@J

X2

Percent brain ChE reactivation
o

Percent survival at 24 h

40 A,n=4,Z=4-Cl,X=Br
10 B, n=4,Z=3-CH=CH-CH=CH-4, X = Br
T " C,n=3,Z=3-CH=CH-CH=CH-4, X = Br
5 D, n=4,Z=4-Ph-O-CH,-O-, X =Br
W m E,n=3,Z2=2,4,6-Cl3-, X=Br

o

2-PAM A B C D E None  2-PAM A D A+#2PAM D+2PAM

Figure 62. Réactivation des ChEs dans le cerveau de rat apres exposition au NIMP (i.p.) suivi de I'oxime (100 umol/kg, IM, a gauche) ;
Survie des rats 24 h apres exposition au NIMP (analogue du sarin) ou NEMP (analogue du VX) apres traitement (146 umol/kg, IM, a
droite)

Cette modification d'un réactivateur simple sur lequel un ligand pouvant interagir avec le site
périphérique de 'enzyme est ajouté via un bras de liaison plus ou moins flexible, démontre clairement
(comme nous le verrons avec la stratégie adoptée a laméme période au laboratoire), que 'augmentation
de l'affinité du réactivateur pour 'enzyme phosphylée, tout en conservant un maximum de flexibilité
pour que l'oxime puisse atteindre la sérine phosphorylée, permet globalement d’améliorer leurs

propriétés de réactivation.

IV.1.1.1.2.b. Incorporation de chaines aliphatiques et d’aromatiques simples

En 2006, Ohta et coll. ont rapporté la synthese un grand nombre de ces mono-pyridiniums aldoximes
portant des chaines alkyles et/ou des aromatiques plus ou moins encombrés.’ Ces molécules ont été
testées sur la hAChE inhibée par I'INMP (analogue du sarin). Les auteurs ont choisi de traduire la
capacité de réactivation par rapport a la 2-PAM afin de faciliter la comparaison entre ces 45 molécules
(Tableau 20). Les taux de réactivation sont globalement inférieurs a la 2-PAM. Ce résultat peut étre
expliqué par la géne stérique induite par ces groupements, diminuant l'affinité pour I'enzyme

phosphylée, et donc la capacité réactivatrice du pyridinium aldoxime.
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R X 2-aldoxime 3-aldoxime 4-aldoxime

Me Cl 100 - -
Ethyl I 92 11 29
n-butyl Br 58 8,4 30
n-hexyl Br 39 11 43
n-octyl Br 34 5,4 46
n-decyl Br 23 3,6 59
n-octadecyl Br %] 9] 9]
Isoamyl Br 48 (%) (%)
2-ethylhexyl Br - (%) 47
Benzyl Br 39 %] %]
p-methylbenzyl Br 55 9 48
p-tert-butylbenzyl Br 64 15 30
2-phenylethyl Br 53 (%) 44
3-phenylpropyl Br %] (%) %]
4-phenylpropyl Cl 1G] 4,2 31

Tableau 20. Pourcentage de réactivation du NIMP-hAChE des différentes oximes normalisées a la 2-PAM®6

Ces résultats sont confirmés par les travaux de Kovarik et coll. qui ont synthétisé d’autres dérivés de la
4-PAM N-halogenobenzylé (cette position ayant été choisie pour que les groupement pointent vers la
gorge de l'enzyme, et donc pour minimiser les genes stériques induite par ces groupements
encombrants).3° Méme si I'on considere que la 4-PAM est moins efficace que la 2-PAM, I'ajout de ces
benzyles permet I'augmentation drastique du Ko et donc de la réactivation (Tableau 21). Cependant,
les efficacités de réactivation kr restent tres inférieures a celle de la 2-PAM. Cela peut étre expliqué par
le manque de flexibilité de ces molécules. En effet, la distance entre le pyridinium et ’aromatique est
trop courte pour que les interactions entre I'aromatique et le site périphérique de 1'enzyme soient
productives. Cette méme distance ne permet pas a ’'oxime de se placer dans une position adéquate qui

permettrait la substitution de la sérine sur le phosphore.

. kr Ko kr2 % réactivation max
Oxime R pKa . .
(min?) (mM) (mM min) (temps en h)

2-PAM Me 8 0.01 0.706 0.01 -

4-PAM H 8.55 0.0008 0.65 0.0012 30(23)
4-PAM p-methylbenzyl 8.60 0.0029 0.77 0.0038 80 (20)
4-PAM p-bromobenzyl 8.55 0.0030 0.60 0.0050 80 (16)
4-PAM p-chlorobenzyl 8.56 0.0032 0.90 0.0036 80 (40)
4-PAM p-nitrobenzyl 8.48 0.0012 0.88 0.0014 40 (25)

Tableau 21. Réactivation du tabun-hAChE des oximes synthétisées par Kovarik et coll370

Dans la continuité de ces modifications, le greffage sur I’azote du pyridinium de différents groupements
aromatiques, aliphatiques et hétérocycliques plus ou moins rigides et/ou encombrés a été décrit des

1972 par Hagedorn et coll.,, étude qui a été reprise et complétée par d’autres équipes de recherche
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indiennes en 2015 (Figure 63).36237137 Cependant, comme nous allons le voir, ces molécules souffrent

encore d'un manque d’affinité mais aussi d’une cinétique de réactivation faible.
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Figure 63. Structure des pyridiniums aldoximes synthétisées par Pooja et al. et par Valiveli et al. 362371-373

1V.1.1.1.3. Influence de la fonctionnalisation sur le cycle et sur I’oxime

Des 1956 sont rapportées les premieres fonctionnalisations du noyaux pyridinium au travers des
recherches de Sara Ginsburg (Figure 64).37* Différentes cétoximes et aldoximes ont été synthétisées mais
aucune donnée de réactivation n’a été rapporté. Suite a cet exemple et dans le but d’augmenter la
lipophilie, d’autres fonctionnalisations du cycle et de I'oxime ont été réalisées (fluoration du cycle
chargé ou non et de I'oxime,37537 substitution de I’oxime par des groupements lipophiles plus ou moins
attracteurs ou/et encombrés34377-7% —_Figure 64). Cependant, malgré une augmentation conséquente du
log P, les capacités de réactivation restent inférieures a celle de la 2-PAM. Ces résultats peuvent étre
expliqués par le fait que la nucléophilie, le pKa, ainsi que 1'encombrement de 1’oxime influent sur sa
réactivité, nécessitant un compromis entre ces différents facteurs, et que cette stratégie de simple

fonctionnalisation du cycle ou de I'oxime ne permettent pas d’atteindre un tel compromis.

(I)H (|)H
N N Z
R (\ /N*OH (\ /N*OH B | X X
o< ® F SN,
L7 NT cF, | X N~ 7 “OH | A
‘ | @ o) | z D_
N N
| |
R =H, Ph, Me, OH, OMe Salvadore, 1972 Jeong 2009 Z = Me, Ph, 2-pyr Z =H, Me, Ph, CN, NH, COMe,
Z =H, Me, Ph, Ph Kuca 2004 CH,CO,Me, CH,CO,Ph,
Ginsburg 1957 CH,CO,NEt,
Picha 2005

Figure 64. Fonctionnalisations des pyridiniums oximes rapportées dans la littérature
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1V.1.1.1.4. Vers une forme prodrogue du 2-PAM : la pro-PAM

Face a l'impossibilité d’augmenter la lipophilie via la fonctionnalisation de I'oxime ou du cycle
pyridinium, tout en gardant une activité réactivatrice correcte, une version prodrogue de la 2-PAM a
été développée et testée in vivo sur le guinea pig. Cette approche tire parti de la stratégie de vectorisation
mise au point par Bodor consistant a synthétiser des dérivés dihydro pyridine susceptibles d’étre oxydés
en pyridinium une fois délivrés dans le cerveau.303! L’administration de cette prodrogue permet une
augmentation de l'activité cholinergique du SNC lors de 'exposition au DFP.3813%2 En effet, la charge
étant amoindrie, la pro-PAM traverse plus facilement la BHE et est ensuite biotransformé in situ en 2-
PAM. Bien qu’ingénieuse, cette solution comporte des désavantages : la synthese du pro-2-PAM est
délicate (génération d’acide cyanhydrique), mais surtout la molécule est instable en solution et in vivo

(réoxydation) et, comme illustré dans la partie III, la 2-PAM n’est pas le réactivateur le plus efficace

(Figure 65).
o \/@ NaBH,-NaCN N N \/@
HON HCI, THF : ®
~ 'il/ Ether /H,0O HON " HON (’3 1\ZICOI\II_I . HON \l?
. € , Ary
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T |
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Figure 65. Synthése du pro-2-PAM et conversion in vivo en 2-PAM

IV.1.1.2. Autres réactivateurs mono-chargés

D’autres oximes portées par des hétérocycles comme I'imidazole, les ammoniums phényliques et les
nitrones ont été étudiés en remplacement du noyaux pyridinium, ainsi que des dérivés présentant
plusieurs nucléophiles sur des pyridiniums. Nous exposerons, de maniere succincte, les versions mono-

chargées dans cette partie.

Radi¢ et coll ont développé des réactivateurs chargés dérivés de I'Edrophonium, un inhibiteur connu
de I’AChE, se fixant dans le site catalytique, I’objectif étant de tirer parti des interactions cation-m avec

le site de liaison de 'ammonium de la choline (Figure 66).185
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Figure 66. Structure générale des oximes dérivées de I'edrophonium (lead en rouge)

La capacité de réactivation de ces molécules est inférieure a la 2-PAM dans le cas de la hAChE

phosphylée. Cela peut étre expliqué par la faible affinité finalement obtenue avec I'enzyme inhibée

(Tableau 22). Cependant, ces travaux n’ont pas été vains car le TAB20OH, meilleure molécule de cette

famille, a la capacité de réactiver bien plus efficacement la " BChE inhibée par divers NOPs (a l'exception

du sarin et du Tabun), et ce de fagon intéressante, a la fois grace a une amélioration de I’affinité pour

I'enzyme phosphylée (Kp) et de la vitesse de réactivation (k-) Son utilisation dans un systeme

bioscavenger pseudo-catalytique pourrait des lors étre envisagée.

Oxime Enzyme Paraoxon Cyclosarin Tabun
ke Ko ke k: Ko ke kr Ko kr2
TAB20H KBChE | 034 0.71 480 3.9 1 3700 0.00027 1.3 0.21
2-PAM hBChE 0.23 24 96 2.6 5.4 480 0.0011 1.2 0.91
TAB20H hAChE 0.47 12 41 0.44 36 12 0.0032 8.2 0.39
2-PAM hAChE 0.27 1.8 150 0.73 6.6 110 0.0058 1.6 3.8

Tableau 22. Réactivation in vitro des OP-hChEs par le TAB2OH et la 2-PAM (kr en min'® ; Kp en mM et kr2 en M-.min?)

L’imidazolium a également été étudié en remplacement du noyau pyridinium, structurellement tres

proche (noyau aromatique appauvri, azote quaternaire ...), tout en ayant un encombrement stérique

plus faible, ce qui pourrait offrir un acces plus facile a la sérine phosphorylée. Un grand nombre

d’analogues ont été synthétisés entre 1979 et 2017.3%3% La structure générale est développée dans la

Figure 67.
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Figure 67. Structure générale des imidazoliums oximes
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Cependant, aucun membre de cette famille n’a surpassé la 2-PAM lors des tests de réactivation. Aussi,
malgré leur affinité avec I’AChE native, les indices de protection lors de l'administration en

prétraitement sont inférieurs a ceux obtenus pour les réactivateurs de référence.38838

En 2017, De Koning a incorporé au imidazolium oxime un ligand du site périphérique ainsi qu'un
espaceur via une réaction multicomposante d’Ugi suivi d’'une methylation de I'imidazole (Figure 68).3%
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Figure 68. Imidazoliums oximes développées par De Koning

Ces réactivateurs ont été évalués in vitro sur la HAChE issue d’érythrocytes (Tableau 23). Ces molécules
agissent a large spectre contrairement au HI-6. L’apport d’un ligand de site périphérique permet
d’améliorer les affinités envers ’enzyme inhibée au tabun ou au cyclosarin. Cependant le ligand utilisé
ne permet pas de surpasser les affinités présentées par les oximes de référence dans le cas du sarin et
du VX. Les vitesses de réactivation sont équivalentes voire inferieures a celles de la 2-PAM
amoindrissant ainsi I'efficacité globale de ces molécules. Cependant, la molécule Ugi-15c restent plus
efficace que la 2-PAM et I'obidoxime dans le cas du tabun et du cyclosarin. Dans le cas du VX et du

sarin, ces molécules sont moins efficaces que la 2-PAM.
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NOP Constante cinétique 2-PAM Obidoxime HI-6 Ugi-15a Ugi-15¢

Tabun kr 0.01 0.04 %) 0.012 0.010
Ko 706 97.3 %) 74.3 19.4

k2 0.014 0.41 %) 0.168 0.536

Sarin kr 0.250 0.937 0.677 0.139 0.167
Kb 27.6 31.3 50.1 98 66.1

k2 9.06 29.98 13.50 1.413 2.551

Cyclosarin kr 0.182 0.395 1.3 0.106 0.182
Ko 3159.0 945.6 47.2 134.5 35.4

k2 0.06 0.42 27.55 0.800 5.156

VX kr 0.215 0.893 0.242 0.168 0.138
Kb 28.1 27.4 11.5 115.9 52.0

k2 7.67 32.63 20.98 1.458 2.674

Tableau 23. Cinétique de réactivation des imidazoliums de De Koning in vitro sur la hRAChE issue d’érythrocytes empoisonnée par

différents NOPs (kr en min-1; Kp en uM ; krz en mM-1 min-1)3%

Ces molécules ont été évaluées en combinaison avec l'atropine sur le rat exposé au sarin. Seule la
molécule Ugi-15¢, malgré sa toxicité intrinseque, permet d’éviter les convulsions et une sensible
amélioration de I'activité cholinergique résiduelle dans le cerveau, bien que I'activité résiduelle dans le
sang soit relativement faible (Figure 69). Aucun indice de protection ni pharmacocinétique ne sont
rapportés dans cette publication malgré les capacités intéressantes mise en évidence. A noter que des

versions non-chargées de ces molécules ont été développés et seront présentés ultérieurement dans ce

chapitre (IV.2.4).
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Figure 69. Activité cholinergique dans le sang des rats exposés au sarin (130 ug/kg SC) traités par les oximes (16umol/kg IV + 3mglkg en
IM d’atropine + 1 min) 30 min et 4h aprés exposition (a gauche) — Activité cholinergique dans le cerveau des rats 4h aprés exposition au

sarin (a droite)
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Enfin, Hosseini et coll. ont mené une étude de modélisation moléculaire dans le but d’investiguer
l'utilisation des nitrones oximes (Figure 70) .3! Les énergies de liaison calculées étaient supérieures a
celles de la 2-PAM. Cependant, ces oximes testées sur la hAChE ont une capacité de réactivation
inférieure a celle de la 2-PAM, illustrant I'importance de prendre un certain recul sur les études in silico
qui ne prennent en compte que l'affinité, alors que la réactivation est un phénomeéne dynamique

impliquant une réaction chimique au sein du site de liaison.

©_ NH,
‘N=\ OH
=N R =alkyl
XN
loJ H
N
R

Figure 70. Structure des nitrones oximes décrites pas Hosseini et coll.

Une autre stratégie décrite dans la littérature sur les oximes mono-chargées consiste a adjoindre
plusieurs oximes sur une méme molécule. Elle a été utilisée pour le développement des bis-pyridiniums
essentiellement. Le greffage d’une seconde oxime en para sur la 2-PAM ne permet pas d’avoir une
amélioration de la réactivation, du fait de la faible affinité de cette molécule envers 1'AChE
empoisonnée. Des hybrides poly-oximes de la 2-PAM ont aussi été rapportés dans la littérature par
Anmitai et coll en 2016 (Figure 71).3%2 Les capacités de réactivation in vitro et in vivo sont équivalentes
voire supérieures a celle de le 2-PAM. Cependant ces molécules sont moins efficaces que le HI-6. Les
indices de protection obtenus avec ces oximes en préexposition aux agents G ainsi que leur capacité a
inhiber de maniere réversible I'’AChE non phosphylée indiquent que ces substances pourraient étre de
bons candidats pour un traitement prophylactique. Ces bis-oximes présentent également une fonction
acide hydroxamique, la présence de trois nucléophiles alpha susceptibles non seulement de réactiver
I'enzyme phosphylée, mais aussi d’hydrolyser les neurotoxiques avant qu’ils n’atteignent leur cible,

pourrait également expliquer leur indice de protection in vivo en préexposition.

R =H, CH=NOH
Figure 71. Hybrides synthétisés par Amitai et coll.

Un autre exemple de bis-oxime mono-chargée a été rapporté dans la littérature par Oh et coll sur la 4-
PAM (Figure 72)3% Malheureusement, les capacités de réactivation de cette molécule sur I'hAChE
inhibée sur le paraoxon et la DFP sont équivalentes a la 4-PAM. Cela signifie que l'ajout de ce motif
n’ajoute aucune plus-value sur la molécule. Le fragment pipéridine aldoxime a été testé seul et souffre

a la fois d’'un manque d’affinité envers I'enzyme mais aussi une cinétique tres lente de réaction sur la
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sérine phosphorylée, le pKa de cette seconde oxime étant beaucoup trop élevée (= 11) pour que la

réactivation soit efficace.

I |
OH N._~_Nx OH

Figure 72. Bis-oxime mono-chargé de Oh et coll.

IV.1.2. Les réactivateurs bi-chargés

Etant donné Iefficacité des bis-pyridiniums aldoximes, comme le MMB-4 ou le HI-6, un effort intense
de recherche a été fait sur ce motif afin d’optimiser leurs propriétés. Seront présentés dans cette sous
partie, les bis-pyridiniums aldoximes, les bis-pyridiniums céto-oximes ainsi que les dimeres d’autre

fonctions chargées (succinctement pour ce dernier volet).

IV.1.2.1. Les bis-pyridiniums aldoximes et leurs dérivés

Depuis la découverte du TMB-4 et du MMB-4 dans les années 1950, un tres grand nombre d’études ont
été réalisées sur les bis-pyridiniums aldoximes. Comme précédemment pour les mono-pyridiniums
aldoximes, de nombreuses modifications structurelles ont été effectuées. La majorité d’entre-elles

consiste a faire varier le nombre et la position des oximes ainsi que la taille et la structure de I'espaceur.

1V.1.2.1.1. Bis-pyridiniums aldoximes comportant un espaceur alkyle

L’influence de la variation de la longueur de la chaine alkyle a été étudiée par plusieurs groupes de

recherche entre 2003 et 2011 via la synthese d’analogues du TMB-4 (Figure 73).393-402

n=2-9 n=1-5
R=2-3-4-CH=NOH R =3-4-CONH,, 4-CN, 4-Me, 4-tBu, 4-Ph, 4-CH,OH, 4-COMe,
4-COOH, 4-COOE, 4-C(NH,)NOH

Pang 2003, Kuca 2004, Oh 2008 Kuca 2003, 2005; Srinivas Rao 2006, Musilek, 2006, 2011

(o) [&] i
®
/N(\/) @ HON® Y& I N NH,
7 SNy LN~
— N\
HON NOH n
Ortho-7 K027,n=3

K048, n =4

Figure 73. Structures des bis-pyridiniums séparés par une chaine alkyle
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Les résultats obtenus montrent que la longueur de chaine optimale dépend de la position des oximes
sur les pyridinium bis oximes, mais aussi de la position du groupement R dans le cas des mono-
oximes.37403404 Cependant, il ressort de ces études que I'augmentation de la longueur chaine, et donc de
la lipophilie, ne permet pas d’améliorer le passage au travers la BHE, ni la réactivation. De I'ensemble
de ces études, seules trois molécules — les K027 et K048 et I'Ortho-7 — présentent des capacités de

réactivation des AChEs inhibées intéressantes (Tableau 24).

Oxime Enzyme kr (min’) Ko uM) k2 (mM'min™) Sources
K027 tabun -hAChE 0,032 85 0,376 Cali¢ 2006
K048 0,074 110 0,673

TMB-4 0,15 490 0,306
K027 DFP-e¢eAChE 0,1050 35,5 2,96 Gupta 2014
K048 0,2500 2754 0,91

TMB-4 0,1000 10,0 10,00
K027 paraoxon-eeAChE 0,1000 40,0 2,50
K048 0,093 38,7 2,40

TMB-4 0,091 53 17,17

2-PAM echothiophate-hAChE 0,3300 250 1,32 Pang 2003

Ortho-7 0,1200 1,4 85,71

Tableau 24. Constantes cinétiques de réactivation des K024, K048 et Ortho-7 sur les AChEs inhibées par des NOPs394405406

Cependant, in vivo, les résultats sont mitigés : I'Ortho-7 réactive aussi bien que la 2-PAM les AChEs des
tissus périphériques a des doses 100 fois plus faibles, mais il n'y a pas de réactivation cérébrale.4”
Concernant le K027 et a moindre mesure le K048 (qui possede une toxicité intrinseque équivalente a
celle de I'obidoxime), les études in vivo montrent que ces molécules constitueraient une alternative a la
2-PAM pour le traitement des intoxications aux pesticides (Paraoxon, DDVP).484% Testées sur le rat
exposé au tabun, ces molécules, en combinaison avec de I'atropine, permettent d’obtenir des activités

cholinergiques dans le sang, le diaphragme et le cerveau, équivalentes a celles obtenue lors de

LDso (oxime + atropine + tabun)

I'utilisation du TMB-4.41° Les ratios de protections ( PR = ) sont supérieurs au

LDsgo (tabun)
TMB-4 pour ces deux molécules en combinaison avec I'’atropine.#® Aucune donnée pour ces oximes en
utilisation seule n’est disponible. Enfin, une étude pharmacocinétique du K027 sur des cochons hybrides
(Sus crofora f. domestica) a démontré que cette oxime, bien que présentant une bonne biodisponibilité, se
retrouvait essentiellement dans le sang et les reins. Seul 1% de la concentration plasmique est retrouvée
dans le cerveau.*'! Malgré cette faible présence dans le cerveau, les auteurs ont aussi étudié I'effet du
K027 sur les récepteurs nicotiniques in vitro. L’effet inhibiteur de cette molécule in vitro existe mais reste
faible en comparaison avec les réactivateurs de références et ceux développés au sein de notre
laboratoire (Chapitre 2-3).412 Couplé a une faible présence dans le cerveau, I'effet antagoniste envers les

récepteurs nicotiniques est négligeable.
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Réactivateur Obidoxime HI-6 K027

Inhibition a 200puM 51 % 45 % 31%

Tableau 25. Inhibition de l'activité des recepteurs nicotiniques sur les cellules TE671

1V.1.2.1.2. Bis-pyridiniums aldoximes dont I'espaceur comprenant un hétéroatome

Comme pour les mono-pyridiniums aldoximes et a I'image du HI-6 et de 1'obidoxime, I'introduction
d’hétéroatomes dans le lien entre les deux aromatiques a été envisagée afin de favoriser les interactions
avec les résidus de la gorge de ' AChE via des liaisons hydrogenes. De nombreuses variations ont donc

été réalisées (Figure 74). 404413-419

R2
HON™ 7 N = X
el fo_ J¢ o I
~ X N \/ N \/\O A~ NY
R’ R'

X : -*SMe, SOZ, O, N-diethyl-4-pyridinium aldoxime R!=R2%= 2,4-CH=NOH
R!=CH=NOH, H R!=4-CONH,, H
R? = CH=NOH, CONH, R?=2,3,4-CH=NOH

Cabal 2004 Kim 2006

F
Lol o 37 .
\/N\/OMOVN\/ HON X e
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_N__O._NY

R=2,3,4-CH=NOH R =F, CH=NOH, CONH,
n=2-5
Oh 2006, Yang 2007, Asharya 2008 Jeong 2009
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R=2,3,4-CH=NOH R = alkyl
X = Z-but-2-ene, but-2-yne, m/p-xylene

Asharya 2009 Worek 2012

Figure 74. Structure des bis-pyridiniums aldoximes dont I'espaceur comprend un hétéroatome

Parmi ces structures étudiées, seuls les K127 et K117 permettent une réactivation des AChEs inhibée au
tabun (Tableau 26), mais ces réactivateurs n’agissent pas sur un large spectre d’OPs. En effet,

contrairement au HI-6, ces molécules ne réactivent pas les AChEs inhibées au cyclosarin.+?

Oxime Kb (uM) kr (min") k2 (M min-Y)
HI-6 27 0,02 741
K117 209 0,032 153
K127 41 0,037 902
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Tableau 26. Données de réactivation in vitro des oximes K117 et K127 sur les AChEs issues de cerveau de rat homogénéisé inhibées par le

tabun#20

Ces molécules ont été évaluées in vivo sur le rat exposé au Tabun (Tableau 27). Seul le K127 égale le
TMB-4 et surpasse le HI-6. Cependant, la réactivation des AChEs cérébrales reste faible, prouvant que
les bis-pyridiniums aldoximes ont un spectre d’action partiel in vivo. Le K117 permet une réactivation
équivalente au HI-6 mais cette molécule est toxique. Pour un usage en prophylaxie, ces molécules ne

sont pas adéquates, leur indice de protection étant relativement faible.

Oximes LDso en IM Indice de protection % réactivation des AChEs
(mg/kg) Sang Diaphragme Cerveau
HI-6 781 1,08 16,2 4 2,1
TMB-4 150 2,3 33,9 14,7 9,7
K117 11 1,1 13,4 10,6 1,3
K127 408 1,42 38 6,5 1

Tableau 27. Données de réactivation in vivo sur les rat exposés au tabun (traitement oxime + atropine pour les réactivations et les indices de

protection) 421

1V.1.2.1.3. Bis-pyridiniums avec un espaceur rigide

L’introduction d’un espaceur comprenant des insaturations a été étudié essentiellement par Kuca et
Musilek (Figure 75). Les objectifs sont, d"une part, de rigidifier la structure de l’oxime afin d’obtenir une
conformation favorable lors de l'approche de l'oxime sur la serine phosphylée et, d’autre part,
d’augmenter I'affinité du réactivateur pour I'enzyme inhibée via des interactions de type cation-m et -

1. Deux séries de molécules ont été synthétisées selon la nature de l'espaceur (alcene ou xyléne).

HON\ (\l S =

T 9 'l h® TZ
\7 N SOXN v

Z = CONH,, CH=NOH, 4'-Me, 4'-Ph, 4'-Bn,
4'-CH,OH, 4'-COOH, 4'-COMe, 4'-COOEt,
4'-CN, 4-SCH,COOH, 4-C(NH,)=NOH, H

Figure 75. Bis-pyridiniums aldoximes rigides synthétisées323422-430

Concernant les molécules dont I'espaceur comporte un alcene, la réactivation est influencée par la
position de I'oxime (la position para est la plus efficace), la nature du groupement porté par le second
pyridinium (le carbamoyle en para augmente I'affinité grace a une liaison hydrogene avec la serine 298
du site périphérique) et enfin, la configuration de I’alcéne (la configuration E est la plus favorable). De
la méme facon, concernant les molécules dont 1’espaceur comporte un xylene, I'oxime doit étre en
position ortho ou para. La présence d’un groupement carbamoyle sur le deuxieme pyridinium permet la
méme liaison hydrogene que précédemment (son absence provoque la perte de l'activité de

réactivation) et le xyléne interagit avec les résidus aromatiques de la gorge (mt-staking). 427
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Figure 76. Etude d’amarrage moléculaire de I'obidoxime (en blew — & gauche) du K646 (en magenta — au centre) et du K203 (vert — i droite)
sur la mAChE inhibée par le tabun (pdb : 2JEZ)*?7

Parmi I’ensemble des molécules synthétisées, les K203, K646, K107 et K108 sont les plus prometteuses

(Figure 77). En effet, ces molécules possedent des capacités de réactivation intéressantes in vitro, le K203,

le K646 surpassent le HI-6 et le TMB-4 dans les expériences présentées avec les enzymes phosphylées

par le tabun, le paraoxon ou le DFP (Tableau 28). Cependant dans le cas des K107et K108, les capacités

de réactivation sont inférieures a celle du TMB-4 mais supérieures a celle du HI-6.47
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NOH H,N
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Figure 77. Structures des composés les plus prometteurs comprenant un espaceur insaturé

Oximes Tabun-hAChE POX-hAChE DFP-hAChE
HI-6 0,90 9,60 -7,00

TMB-4 -3,80 35,70 0,2
K107 -0,60 5,20 0,20
K108 -0,80 52,40 -0,80
K203 15,90 62,50 8,80
K646 3,9 39,3 3,6

Tableau 28. Pourcentage de réactivation in vitro des hAchEs inhibées par différent NOPs aprés traitement aux oximes (15 min, 100uM)#27

Les constantes cinétiques de la réactivation au K203 de la hAChE empoisonnée par le tabun ont été
déterminées in vitro (Tableau 29). Malgré un k: équivalent a celui du TMB-4 (0.096 et 0.079 min-!
respectivement), I'affinité du K203 envers I'enzyme inhibée est 77 fois plus importante que celle du

TMB-4 conduisant a un k2 élevé (16 000 versus 172 M. min"! pour le TMB-4).
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Oximes Ko M) kr (min!) ke (M min-)

HI-6 6 0.007 1111
TMB-4 460 0.079 172
K203 6 0.096 16 000

Tableau 29. Constantes cinétiques de réactivation in vitro de la hAChE inhibée par le tabun.#31

L’efficacité du K203 a été évaluée in vivo sur le rat. Cette molécule a un effet important sur I’activité des
cholinestérases du plasma mais aucune sur celles du cerveau (Figure 78).42 Cette faible activité
cholinergique dans le cerveau est attendue du fait que le K203 passe tres faiblement la BHE. En effet,

seule 1% de la concentration plasmique est présente dans le cerveau.+!!

1004 I tabun Plasma 100+ . tabun

C——Jtabun + K203 + atropin _—Jtabun + K203 + atropin
80

Brain
80

60 60

ol Sl

Time after application / h

Activity / %
Activity / %

Time after application / h
Figure 78. Effet du K203 (i.p., % LDso + 10 mg/kg d’atropine) sur l’activité des cholinestérases dans le plasma et le cerveau de rat apres
exposition au tabun (sous-cutanée, % LDs0)*32
Les LDso ont été déterminées sur la souris. Malheureusement, ces molécules présentent une toxicité

intrinseque tres élevée, freinant toute application sur I'Homme (Tableau 30).42

Oximes TMB-4 K107 K108 K203 K646

LDso souris (ing/kg) 150,5 6,6 2,2 95 100,3

Tableau 30. Dose létale des oximes sur le souris (IM).427

IV.1.2.2. Bis-pyridiniums céto-oximes

Les a oxo-oximes, bien que développées également comme réactivateurs non chargés (cf IV.2.2), ont été

incorporées également dans des bis-pyridinums. Treize structures ont été rapportées dans la littérature

(Figure 79).433434
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Figure 79. Structure des réactivateurs développés par Karade et coll.

Le HKN-111 est plus efficace que I'obidoxime lors de la réactivation de la hAChE inhibée par le sarin
grace a sa tres bonne affinité pouir I'enzyme phosphylée (Ko = 17.46 pM vs 21.86 pour 1’obidoxime).
Cette molécule a donc été testée in vivo sur la souris. Sa toxicité élevée (LDso =35.35 mg/kg vs 180 pour
la 2-PAM - IM), ses faibles capacités de réactivation des AChEs présentes dans le sérum (et aucune
réactivation dans le cerveau) et in fine son absence d’effet protecteur font que cette molécule ne peut étre

utilisée en contre-mesure médicale.435436

IV.1.2.3. Autres réactivateurs bis-chargés

D’autres fonctions réactivatrices chargées ont été envisagées comme les bis-imidazoliums, ainsi que les
hétérodimeres pyridinium-pyridazinium, pyridinium-imidazolium, pyridinium-quinolinium et
pyridinium-quinuclidinium (Figure 80).3847-440 Cependant, peu de données de réactivation ont été
rapportées, ceci étant probablement dii a leur faible activité réactivatrice sur les AChEs inhibées ; elles

ne seront donc pas développées plus avant dans ce manuscrit.
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Figure 80. Exemples de fonctions réactivatrices bis-chargées autre que des bis-pyridiniums rapportés dans la littérature
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Plus anecdotique, des complexes métalliques de bispyridiniums aldoximes ont également été étudiés
en tant que réactivateur (Figure 81). L’utilisation de ces complexes métalliques permettrait de
potentialiser la réactivation en bloquant 'oxime sous sa forme oximate ou en diminuant le pKa de
I’'oxime (via I'utilisation d’un acide de Lewis). Deux exemples d’élaboration et d’évaluation in vitro de
ces complexes sont rapportés dans la littérature.*'42 Dans le cas du complexe de palladium-obidoxime
(Figure 81), celui-ci est instable et sa capacité a réactiver est beaucoup plus faible que I'obidoxime native.
De la méme fagon, les complexes de zinc réactivent faiblement 1’AChE du fait d'interaction défavorables
entre le métal et le site anionique de 1’enzyme. Ces interactions fortes empéchent I’approche de I'oximate
vers l'adduit serine phosphylé. Bien que trés anecdotiques, ces exemples permettent de mettre

I’emphase sur I'influence du pKa de I’oxime dans l'efficacité de réactivation.

X. _Pd?*

Q Q
N _N
h HON X
7
ol la =/ X NOH
L)

X =H, Pd% X = CI, Br, acetate

Figure 81. Complexes métalliques de bis-pyridiniums aldoximes

IV.1.3. Vectorisation des réactivateurs chargés

Leur faible capacité de passer la BHE est un des inconvénients principaux des oximes chargées. Diverses
stratégies ont donc été envisagées pour contourner ce probleme, comme 1'utilisation d’une prodrogue

de la 2-PAM que nous avons déja présentée (IV.1.1.1.4).

IV.1.3.1. Nanoparticules

La premiere stratégie consiste a encapsuler une oxime dans divers types de nanoparticules (silice
mésoporeuse, nanoparticules lipidiques, protéiques...) afin de relarguer cette derniere dans le SNC. Le
mécanisme du passage de la BHE de ces nanoparticules n’est pas clairement établi, mais leur utilisation
a un effet positif sur I'activité des ChEs cérébrales. Cette approche a été validée pour la 2-PAM (in vivo
— Figure 82) ainsi que le HI-6. Cependant, la réactivation dépend de la nature de I'oxime, de celle des
nanoparticules, et 'absence d"un réactivateur universel (chargé ou non) ne permet pas de pleinement
tirer parti cette technologie.?%%64344 Etonnamment, aucune des oximes nouvellement développées n’a

fait I'objet d'une telle étude.
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Figure 82. A gauche, pourcentage d’AChE inhibées du SNC sur le rat exposé au paraoxon (0.8 LDso, ip) et traités au 2-PAM libre (IV, 5
mg/kg) ou encapsulé dans une nanopartricule lipidique, (SLN dans la figure, IV, 5 ou 10 mg/kg) — a droite, évolution de la concentration de

la 2-PAM dans le cerveau de rat (1 = libre ; 2 = encapsulée)35

IV.1.3.2. Bio-conjugaisons

Cette deuxieme approche consiste en l'association d'un motif glucose et d’un pyridinium aldoxime
(Figure 83) afin de traverser la BHE via les transporteurs de glucose (en particulier les transporteurs

GLUTs, connus pour faciliter le transport intracellulaire du glucose).
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Figure 83. Structures de conjugués pyridinium aldoxime — glucose rapportées dans la littérature#4s

L’efficacité de réactivation in vitro de ces conjugués est équivalente voire inférieure a celle de la 2-PAM.
L’ajout de I’adduit glucose diminue I'affinité pour I’enzyme inhibée et la vitesse de réactivation dépend
de I'OPs utilisé (Tableau 31).4454¢ De plus, 1'étude in vitro du passage de la BHE du conjugué montre
une cinétique de passage lente au travers un modele de la BHE (cellules MDR1-MDCK exprimant
I'ensemble des récepteurs GLUTs).4 L’absence de données in vivo est probablement liée a ces deux

limitations soulevées.

NOP VX Sarin
Oximes Ko @M) ke (min) ke mM'min?) Ko @M) ke (min) ke mM?*min)
2-PAM 28.67 0.116 4.060 23.59 0.131 5.556
l\‘IOH
OH N
”ﬁ’ﬁif &@ 15.08 0.101 6.680 15.45 0.056 3.637
Cl

Tableau 31. Constantes cinétiques de réactivation du VX- et sarin-hAChE par un conjugué sucre-pyridinium aldoxime.*4
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IV.2. Vers un passage passif de la BHE : développement de fonctions réactivatrices non-chargées

Certains auteurs considerent 1'utilisation de pyridinium aldoximes comme une condition sine qua none
d’une réactivation efficace, malgré les limites évidentes que présente la présence des charges. Bien
heureusement, plusieurs équipes de recherche ont su sortir de ce dogme et développer des réactivateurs

non-chargés innovants dans le but de traverser la BHE.

IV.2.1. Les pyridines aldoximes et leurs analogues

La stratégie consistant a 6ter la charge permanente de la 2-PAM pour faciliter son passage de la BHE, a
été reportée initialement par notre groupe de recherche en collaboration avec les équipes du Dr Rachid
Baati (Université de Strasbourg), du Dr Florian Nachon (IRBA) et du Dr Martin Weik (IBS, Grenoble).
La premiére étape, consistait a trouver une oxime non chargée ayant la méme nucléophilie en condition
physiologique que la 2-PAM. Dans le cadre d"un projet ANR (detox-neuro 2006-2011), dont le but était
de tester plusieurs stratégies d’obtention de bio-scavengers des OP, notre consortium cherchait a greffer
sur une plateforme biocompatible présentant une affinité pour les OP, et en particulier les agents V
(anticorps monoclonaux, cyclodextrines ou polymeres imprimés), un nucléophile capable d’hydrolyser
ces neurotoxiques. Un screening in vitro de plus de 60 structures différentes344¥” pour leur activité thio-
phosphatase a permis d’identifier trois fonctions prometteuses (Figure 84), non chargées, qui ont alors

été évaluées pour leur activité réactivatrice sur ’AChE phosphylée.

OH OH
N X
| N P NOH | AR
N/ _NOH N N “OH
NH, o}

Pyridine aldoxime Amidoxime Acide hydroxamique
PYR-1 PYR-2 PYR-3

Figure 84. Fonctions réactivatrices non-chargées identifiées par le laboratoire

Les constantes cinétiques de réactivation des molécules PYR-1 et 2 ont été déterminée sur 'hAChE
inhibée par le VX et comparées a celle de la 2-PAM (Tableau 32). Malgré un manque d’affinité flagrant
dh a I'absence de charge permanente, les vitesses de réactivation k- se sont révélées tres nettement

supérieures a celle de la 2-PAM.

Oximes pKa Ko (uM) kr (min') kr2 (mM min 1)
2-PAM 7,85 0,06 +0,01 215+75 0,3

A 8,2 05+0,1 30 000 + 10 000 0,016

B 7,96 0,08 +0,1 30 000 +20 000 0,0026

Tableau 32. Constante de réactivation in vitro de la 3-hydroxypyridine 2-aldoxime et 2-amidoxime sur VX-hAChE
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La présence de la fonction phénol en ortho de I'oxime permet, d'une part, d’exacerber la nucléophilie de
I'oxime tout en lui conférant un pKa proche de 8 (supérieur a celui de la pyridine aldoxime, et
comparable a celui du pyridinum aldoxime) ; d’autre part, de limiter le phénomene de recapture via une
cyclisation intramoléculaire rapide de la phosphyloxime (vide infra — Figure 85), déja observée par le
groupe de Rebek dans le cadre du développement d"un biocapteur pro-fluorescent des OP.4484° Compte
tenu de son moindre encombrement stérique au niveau de la fonction nucléophile, et de son efficacité

supérieure, la 3-hydroxy 2-pyridine aldoxime a été sélectionnée pour le développement de nouveaux

réactivateurs.
(0]
‘ S OH |';', K\V\R' Reactwa’non 9 O
RN .
N/ —N ~O- O\O \((L '|:1) + O/\ R ———> HO™ P\O\ + ‘ _ p N
R Recapture R N

R'—serine phenomenon

Figure 85. La 3-hydroxypyridinium aldoxime, une fonction limitant le phénoméne de recapture

La stratégie que le consortium a suivie, consistait a augmenter I'affinité de cette oxime non chargée pour
I’enzyme phosphylée en lui greffant un ligand du site périphérique de 'enzyme en diverses positions
de la pyridine, et avec diverses longueurs de bras espaceurs, I'ensemble étant guidé par des études
d’amarrage moléculaire (docking) des réactivateurs potentiels dans le site de liaison de l'enzyme
phosphylée, et, le cas échéant, par la résolution des structures via des clichés de diffraction des rayons
X des complexes enzyme-réactivateurs. L'incorporation de différents ligands du site périphérique
comme la PhenyltetrahydrolsoQuinoléine (PIQ), des analogue du Donépezil (inhibiteur de I'’AChE), de
la tacrine (inhibiteur de I’ AChE) ou la tryptoline, a permis le développement de plus d’une trentaine de

réactivateurs non-chargés (Figure 86).35-40
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Figure 86. Structures des réactivateurs tripartites élaborés a partir de la 3-hydroxypyridine aldoxime

Parmi ces molécules, certaines sont plus efficaces in vitro que les réactivateurs de référence, et présentent
un spectre d’activité plus large. La structure des «leads » est développée dans la Figure 87 et les
capacités de réactivation sont résumées dans le Tableau 33. L’ajout d'un ligand du site périphérique
associé a notre fonction réactivatrice via un espaceur de longueur adéquate (4-5 atomes), greffé en
position 6 de la 3-hydroxypyridinaldoxime permet une nette amélioration des capacités de réactivation

de la 3-hydroxypyridinine aldoxime seule.
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Figure 87. Structure détaillée des tétes de série développées par I'équipe du Pr Renard et du Dr Baati

NOPs VX Tabun
Oxime ki (min) Ko uM) k2 (mM"* min ) kr (min) Ko uM) k2 (mM min )
2-PAM 0.06 215 0.28 0.01 706 0.01
HLu-6 0.60 54 11 0.040 250 0.16
HL&-7 0.49 7.8 63 0.020 106 0.19
HI-6 0.44 50 9 1G] 1G] %]
TMB-4 - - - 0.085 145 0.6
PYR-4 0.44 17.3 25.5 0.015 5.6 2.7
PYR-5 >0.14 >50 2.7 - - -
PYR-6 1.1 125 9 0.06- 180- 0.3-
RB-1 0.72 31 22 0.021 7.1 3

Tableau 33. Constantes cinétiques in vitro des leads développés par le consortium sur I'hAChE inhibée par le VX et le Tabun.35-40

Les dérivés PYR-4, PYR-6 et RB-1 sont les plus prometteurs, cependant les dérivés de tacrine tels que
RB-1 présentent une inhibition importante de 1'enzyme non-phosphylée. Pour les molécules de la
famille des tryptolines, si elles sont intéressantes car capables de réactiver a la fois ' AChE et la BChE
phosphylée, leur potentiel semble inférieur aux dérivés de PIQ. La molécule PYR-4 (GM113) a été testée
in vivo sur les souris empoisonnées par le VX par le Dr Guilhem Calas a I'IRBA.5 Les données
pharmacologiques sont présentées dans le Tableau 34. Les temps de résidences moyens sont compris
entre 30 et 50 minutes, suggérant que les vitesses de diffusion ainsi que la clairance sont du méme ordre
de grandeur pour le GM113, le HI-6 et la 2-PAM. Le pourcentage de réactivation du GM113 est inférieur
a ceux obtenus pour les références dans le cas d"une injection massique identique. Cependant, lorsque
les concentrations molaires injectées sont équivalentes, le pourcentage de réactivation du GM113 et de
la 2-PAM sont similaires. Le Tmax du GM113 est 2 fois plus élevé que celui des références, illustrant une
entrée dans le compartiment sanguin plus lente dans le cas du GM-113. Enfin, I'indice de protection
obtenu lors de I'exposition des souris au VX est inférieur a ceux des références. Ces données nous ont
permis de conclure que la faible hydrosolubilité du GM113 compromet sa biodisponibilité et donc ses
capacités réactivatrices in vivo. Deux des molécules lead possédent une amine tertiaire directement

greffée au niveau du bras de liaison, des données de docking suggerent que cette amine, protonée a pH
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physiologique, intervient dans des interactions cation-7t avec les résidus du site périphérique de
I'enzyme. Sachant que le potentiel de réactivation in vivo est un compromis subtil entre vitesse de
réactivation, affinité pour 1'enzyme phosphylée (qui doit étre supérieur a celle pour 1'enzyme native),
biodisponibilité, et toxicité du réactivateur, les efforts actuels du consortium se portent sur la synthese
de dérivés de la 3-hydroxypyridine aldoxime portant une amine tertiaire comme ligand du site
périphérique, ou des anilines plus simples que la tacrine, afin de moduler les propriétés
pharmacocinétiques. Les dérivés de la tacrine sont synthétisés par 1'équipe du Dr Rachid Baati a
Strasbourg, les amines tertiaires par 1'équipe rouennaise. Cette stratégie fait 'objet de mon travail de

these, et sera présentée plus en détail dans le Chapitre 2 et 3.

Oxime Dose en mglkg PI (VX) % React max MRT (min) Tmax (min)
(en umol /kg)
HI-6 50 (139) 35 108* 49 7.5
2-PAM 50 (364.5) 1.3 59.5 31.5 6.5
GM113 (PYR-4) 50 (105) 11 23 49 16.5
HI-6 35.9 (100) - 118* 45 6
2-PAM 13.7 (100) - 26 24 3

Tableau 34. Pharmacocinétique du GM113 sur la souris (PI : indice de protection ; MRT : temps de résidence moyen, *concentration

saturante)

D’autres équipes ont choisi de travailler sur des oximes non chargées pour faciliter le passage de la BHE.
Timperley et coll ont également travaillé sur la pyridine aldoxime en incorporant un ou plusieurs
atomes de fluor sur le noyau pyridine avec, comme objectif de diminuer le pKa de I'oxime (Figure 88).450
Cette stratégie n’a pas été couronnée de succes, le pKa n’ayant été diminué que d’une unité. De plus,
comme illustré sur nos molécules, il est nécessaire d’adjoindre a ces fonctions réactivatrices un ligand
du site périphérique, 'efficacité globale des réactivateurs dépendant tout autant de I’affinité que de la

vitesse de réactivation.

HON
AN
B |
N7~ NOH L _NOH B
| MeSOjy N _
N
pKa=78 pKa=10.1
k,, =120 M Lmin?  k,=1690 M'.min? pKa=10.1
HON HON
N F
F F F
| N (LNOH | N
~ N _
N F”°N” °F
pKa=9.8 pKa=10.1 pKa=9.1

k,,=1800 MLmin?  k,=1300 M Lmin" k,=300 M min"

Figure 88. Pyridines aldoximes fluorées et efficacité d’hydrolyse in vitro de I’AChE empoisonnée par le sarin.

La simplification des hydroxypyridine aldoxime en phenylaldoxime, déja identifié par notre laboratoire

comme fonction réactivatrice potentielle, bien que moins efficace que la pyridine correspondante (pKa
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= 9.3),%* mais plus facile d’acces synthétique, a été repris par Wei et coll (Figure 89).45! Cependant, ces
molécules ont des pourcentages de réactivation certes supérieurs a la 2-PAM, mais tres inférieure au
HI-6. Cela peut étre expliqué par les pKa d'une part, et d’autre part, la phenylaldoxime est reliée a un
aromatique via un bras espaceur tres court, ne permettant pas une position optimale de 1'oxime dans le

site catalytique.

R4
R! ( R3
N _NOH
OH R2
R'=H,OH,OMe R3®=OH,H
R%2=H, OH R!=H, Me
Wei 2016

Figure 89. Structures rapportées par Wei et coll en 2016

Face a ce résultat, le concept de réactivateur tripartite (nucléophile — bras de liaison — ligand du site
périphérique) ainsi que les ligands utilisés au sein de nos réactivateurs ont été repris par Wei et coll
(Figure 90).432 En effet, la 2-hydroxyphenylaldoxime a été couplée a des tétrahydroquinoléines via des
espaceurs mimant une partie de la structure du Donepezil, dérivé connu pour interagir avec les dérivés
de la gorge de I'enzyme. Vingt-quatre structures sont rapportées, seules les plus efficaces de cette étude

seront présentées ici.

/o

OH o OH
N - A

© N, [ 7 NOH ) \/O NOH
YU ~
R = o

M R X
R=H, Ph Wei-4c, R=H; X=Cl
Y = Me, piperidine-1,4-dimethyl Wei-5¢, R=H; X =Br
X =H, Me, OMe, Cl, Br, F Wei-6¢c, R=H; X=F
Wei 2017

Figure 90. Structures rapportées par Wei et coll en 2017

Il est a noter que les données de réactivation des molécules ne portant pas d’halogene au niveau de la
fonction réactivatrice ne sont pas indiquées dans cette publication, a priori, ceci est probablement dii a
des capacités réactivatrices tres faibles liées a des valeurs de pKa trop élevées pour I'oxime, limitant sa
nucléophilie. Le remplacement de la pyridine par un phényle a un effet direct négatif sur I'efficacité
globale de ces molécules notamment au niveau de la constante de vitesse k: (Tableau 35). Aussi, la
présence du fluor sur le phényle - bien qu’augmentant la constante k- en comparaison avec la version
bromée ou chlorée — provoque en revanche une diminution drastique de I'affinité. Ces molécules, bien
que combinant les différents axes de nos recherches, sont moins efficaces que celles que nous avons

décrites, la présence d'une pyridine semble donc nécessaire dans cette stratégie. En outre, la
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biodisponibilité in vivo de nos réactivateurs étant faible, 1'absence de la pyridine rend ces molécules

encore plus hydrophobes, compromettant a priori toute application in vivo.

NOPs VX Tabun
Oxime kr (min’) Ko (uM) k2 (mM" min-1) kr (min’") Ko uM) k2 mM min-)
2-PAM 0.06 215 0.28 0.01 706 0.01
HLi-6 0.60 54 11 0.040 250 0.16

HI-6 0.44 50 9 1G] (%] %]

D 0.44 17.3 25.5 0.015 5.6 2.7
Wei-4c - - 7.19 0.0034 8.9 0.382
Wei-5¢ - - 5.20 0.0029 7.2 0.412
Wei-6¢ - - 6.18 0.0052 53 0.098

Tableau 35. Constantes cinétiques des réactivateurs de Wei in vitro sur I'hAChE inhibée par le VX et le Tabun 36452

IV.2.2. Les a-oxo-oximes et leurs analogues

Des 1955, les a-oxo-oximes sont rapportées dans la littérature comme des candidats réactivateurs
potentiels. La présence du carbonyle permet d’exacerber la nucléophilie de I’oxime. Les deux premiers
exemples de cette classe de réactivateurs sont la MINA (monoisonitrosoacetone) et le DAM

(diacetylmonooxime - Figure 91).3352

0 0 0
S o M _NoH )J\fNOH

a-oxo-oxime MINA DAM

Figure 91. Structure générale des a-oxo-oximes (R = alkyle ou aryle) ainsi que les deux premiers exemples décrits

La MINA (monoisonitrosoacetone) a été étudiée in vitro et in vivo.453-45 Cette molécule présente une
faible affinité envers I'enzyme inhibée comparée a la 2-PAM, T'efficacité est donc plus faible (Tableau
36). Malgré une réactivation faible, cette molécule est capable de traverser la BHE et de réactiver les
AChEs du SNC. Cependant, les doses nécessaires sont trop élevées pour envisager une quelconque

application sur 'Homme en prophylaxie comme en traitement d"urgence.

Agent Ko (uM) k: (min™) kr2 (mM1 min-)
VX 6000 0,49 0,08
Sarin >> 5000 >>0,15 0,029
Tabun >> 5000 >> 0,0006 0,0001. 10
Paraoxon >> 5000 >> (0,05 0,01

Tableau 36. Constante de réactivation in vitro du MINA sur les hRAChEs empoisonnées.*5

Ce motif a, ensuite, été modifié via I'incorporation de motifs soufrés.s* Bien que les vitesses de
réactivation soient améliorées, la faible affinité pour I'enzyme phosphylée diminue I'efficacité globale

de ces réactivateurs en comparaison avec les pyridiniums aldoximes (Tableau 37).
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VX Sarin Paraoxon

Structure R pKa Log P - - -
kr2 (M1 min-1) k2 (M1 min-1) ke (M1 min-1)
H, MINA 8.30 0.34 73.9 132.2 75.5
o CH:-SMe 8.16 1.21 192.7 160 162.1
J_nNoH
R CH:-S(O)Me  7.74 -1.02 56.4 83.1 49.9
CH>-SO:Me 7.46 -0.84 68.1 50.4 65
CH:2-*SMe2 6.54 <-2 33.9 26.3 152.1

Tableau 37. Constantes cinétiques de réactivation in vitro des analogues soufrés de la MINA sur les eeAChEs inhibées par les NOPs (kr2

exprimé sous l'appellation k2).456

Le concept de ces a-oxo-oximes non-chargées a été repris par Radi¢, mais sur des a-amido aldoximes,
plus faciles a synthétiser, mais pour lesquelles la nucléophilie et le pKa de I’oxime sont moins favorables,
cette fonction amide diminuant la nucléophilie de I'oxime. Ces a-amido oximes ont été, entre autres,
liées a une amine tertiaire protonable en milieu physiologique, qui permettrait de présenter des
interactions cation-m avec le site périphérique de I'enzyme. Plus de 200 molécules ont été synthétisées,

la structure générale ainsi que les deux molécules les plus efficaces sont décrites dans la Figure 92.

0]

H R
N/\/

NOH ™

R = cyclic amine, aniline, heterocyle
NOH NOH

H H
H)J\H/N\/\NQ H/LH‘/N\/\N
(0] O

RS41A RS194B
Figure 92. Réactivateurs synthétisés par Radic et coll.

Ces deux molécules ont fait I'objet d’études in vitro approfondies.*4* Les constantes cinétiques sont
listées dans le Tableau 38. L’efficacité globale de ces molécules est supérieure a celle de la MINA

cependant elles manquent d’affinité, ce qui les rend moins efficaces que la 2-PAM et le MMB-4.

Oximes Paraoxon Sarin Cyclosarin 12:¢ Tabun

kr KD er kr KD er kl KD er kr KD kr2 kr KD kr2

RS194B 038 74 51 |25 19 1300|088 39 230 | 31 21 1600 1.810% 18 1.0
RS41A 015 43 35 (37 11 340 | 19 21 90 31 46 670 | 8.210* 3.6 022
MINA > > 84 |16 14 120 | 1.2 16 75 > > 110 - - 0.039
020 20 0.7 6.0
2-PAM 027 18 150 |11 034 3200|073 6.6 110 | 0.65 025 2600 | 5.810° 15 3.8

MMB-4 070 15 470 |40 082 4900 | 82 25 3500 | 34 13 2600 Nd Nd Nd

Tableau 38. Capacités de réactivation in vitro des RS41A, RS194B et des molécules de référence sur 'hAChE empoisonnée par différents

NOPs (kr exprimé en min', Kpen mM et k2 en M-min-1).458
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L'’efficacité protectrice du RS194B a été évaluée in vivo post intoxication, mais aussi en prétraitement sur

la souris. Les indices de protection sont élevés, illustrant I'intérét de ce type de structure (Tableau 39).

Traitement VX Sarin POX  Soman  Tabun
Thérapie : RS194B (125 mg/kg) + atropine 1 min aprés 18 10 9.4 1.8 1.5
exposition
Prétraitement : 125 mg/kg 15 minute avant I'exposition 45 4.5 22 2.8 2.0

Tableau 39. Indices de protection obtenus sur les souris exposées a différents NOPs (injection sous-cutané) et traitées par le RS194B

(injection IM). 458

La pharmacocinétique ainsi que la biodistribution du R5194B ont été étudiées sur le guinea pig.4° Malgré
une rapide distribution (t%absorption= 1 h) et une élimination lente (t diminaton= 10 h), le RS194B s’accumule
essentiellement dans le foie et les reins. La quantité présente dans le cerveau est environ 0.2 % de la dose
injectée et R5194B ne s’y accumule pas. Cette faible perméabilité a la BHE est aussi illustrée lors des
tests PAMPA, et sur des cultures de cellules humaines (cellules endothéliales et MDR1-MDCK). Cette
molécule n’est donc pas adéquate pour la réactivation dans le SNC. Enfin, le RS194B a été testé in vitro
(globule rouge-MaAChE) et in vivo sur le macaque exposé au sarin.*! Malgré 1’absence de données de
réactivation dans le SNC, le RS194B permettrait de limiter les symptomes de la phase cholinergique

aigiie.

Afin d’augmenter l'affinité de ce type de réactivateur pour 'enzyme, De Koning a élaboré des céto-
oximes non-chargées incorporant un ligand du site périphérique (Figure 93).462 Ces molécules sont bien
moins efficaces que les molécules de références. Cependant, la simulation de dynamique et d’amarrage
moléculaire effectuée sur ces structures mettent en évidence I'importance de la présence du ligand lors
de la réactivation: ce ligand permet via les interactions avec les résidus aromatiques du site
périphérique une stabilisation et un positionnement favorable de la molécule directement corrélés aux

capacités de réactivation in vitro.46

o
U“‘W@W

0
n=1-3

Figure 93. Structure des céto-oximes neutres synthétisées par De Koning.
Sur ce méme principe, en s’inspirant des ligands utilisés par notre équipe,>4 McHardy et coll ont
rapporté la synthese de différents réactivateurs présentant un a-amido-oxime et une céto-oxime

aromatique greffés sur un ligand du site périphérique (Figure 94).464
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Figure 94. Réactivateurs synthétisés par MacHardy et coll.

Les données cinétiques ne sont pas disponibles, seul le pourcentage de réactivation ainsi que la
constante d’inhibition réversible Ki de la FAChE native sont communiqués dans ce premier screening
(Figure 95). Aussi, leur élément de comparaison est le MINA, qui comme illustré précédemment, n’est
pas un réactivateur de référence. Toutes les molécules surpassent aisément le MINA (7.7 % de
réactivation obtenue) et présentent des capacités d’inhibition faibles a modérées de l'enzyme native.
Ces quatre molécules sont en cours d’évaluation biologique (pénétration de la BHE, réactivation in vivo

et effet protecteur in vivo).
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Figure 95. Structures et capacité in vitro de réactivation des leads de McHardy (20uM) sur la réactivation de I’AChE inhibée par le

cyclosarin 464

Enfin, plus récemment, des a-amino oxime couplé a un triazole substitué notamment avec un imidazole

portant ou non une oxime (IV.2.4) ont été rapporté par Marakovic et testés sur les ChEs inhibées par le
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VX, le sarin et le cyclosarin (Figure 96).465 Initialement développés en tant que réactivateurs de I’AChE
(%Reactmax+24n = 10-70 %), ces molécules se sont révélés sélectives de la BChE (%Reactmax+24n = 50-80 %).
Bien que des pourcentages de réactivation soient rapportés, iln’y a pas de comparaison avec les oximes
de référence, rendant difficile le classement de ces molécules. L’apport d’une deuxieme oxime

n’améliore pas les pourcentages de réactivation.

N=N NOH NS
O’&N\/\(Hf R)_N\_,Qj\ll HjHNOH
Ph O

Ph O
R =Me, CH=NOH
Figure 96. Réactivateurs de Marakovic et coll.
IV.2.3. Les amidines oximes
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A\
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\N/
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R =alkyl, aryl
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Figure 97. Structure générale des amidines oximes

Développées en 2011 par l'équipe de Cashman, les amidines oximes ont été congues comme des
analogues, dans leurs formes zwitterioniques, de la structure de la 2-PAM (Figure 97). Elles ont la
particularité de présenter une forte lipophilie, tout en étant malgré tout hydrosolubles. Le caractere
électroattracteur de 'amidine permet a I'oxime qui lui est liée d’atteindre un pKa aux alentours de 8.
L’amidine est protonée a pH physiologique, permettant de mimer la charge permanente de la 2-PAM.
Un grand nombre de réactivateurs comportant ce motif, sous une forme acyclique et cyclique ont été
synthétisés par Cashman et son équipe (Figure 97).46647 Toutes ces molécules présentent une activité
réactivatrice in vitro des AChEs inhibées par un analogue du sarin (porteur d’une thiocholine en lieu et
place du fluor comme groupe partant). Elles sont plus efficaces que le MINA, mais moins efficaces que
la 2-PAM. Utilisées en traitement d"urgence sur des souris exposées a 1’analogue du sarin, ces molécules

ont un réel effet sur la survie des souris.*® Une étude préclinique sur le rat d'une amidine-oxime

Chapitre 1: L’empoisonnement aux NOPs, une problématique toujours d’actualité 120



acyclique (R = n-butyl) permet de mettre en évidence un réel passage au travers de la BHE, le ratio de
concentration plasma / cerveau ayant été évalué a 1,2 / 1 (apres injection IM). Enfin, cette molécule non-
toxique est capable de réactiver les AChEs dans le cerveau a hauteur de 20%. Bien que les constantes
cinétiques de ces amidine oximes n’aient pas été publiées, et que leur potentiel de réactivation in vitro
semble inférieur a ceux des bis-pyridinium aldoximes de référence, le développement de ces molécules

mérite d’étre poursuivi.

IV.2.4. Les imidazoles oximes

HON
A\

R\/\NJ\N
\—/

R =2,4-triazol alkyl, alkyne, aryl, PIQ

Figure 98. Structure générale des imidazoles oximes non-chargés

A l'image des réactivateurs chargés de type imidazolium oxime, l'imidazole non-chargé portant une
oxime a été évalué en tant que nouvelle fonction réactivatrice non-chargée des 2011 (Figure
98).184,457,459,469-471 Plys de 130 structures ont ainsi été publiées ; les tétes de séries présentant les meilleures

activités seront présentées dans cette partie (Figure 99).

NOH II\IOH
= ) Kr/N MeO N
N H N=N \/)
N \ N N N/
N\&NW MeO \/an \)
(0] Ph
RS150D n =23, Wei-7g
n =4, Wei-7h

Figure 99. Structure des imidazoles-aldoxime les plus efficaces

Les cinétiques de réactivation in vitro sur les AChEs inhibées par le tabun, le sarin et le VX ont été
comparées aux réactivateurs de référence et a la MINA (Tableau 40). Le RS150D a été uniquement testé
sur le Tabun, cependant les kos rapportés lors de la réactivation de I'enzyme inhibée par différents NOPs
montrent que sa capacité de réactivation est équivalente a celle de la 2-PAM et du MINA mais tres
inférieure a celle de I'obidoxime, du HI-6 et des Wei-7. Cela peut s’expliquer par une faible affinité pour
I'enzyme phosphylée associée a une cinétique lente. L’ajout de la PIQ comme ligand du site
périphérique permet d’obtenir des affinités équivalentes voire supérieures a celle des molécules de
références (mais inférieure aux 3-hydroxypyridinaldoximes équivalentes) et donc d’augmenter
I'efficacité globale, illustrant, de nouveau, I'importance du ligand. Aucune donnée in vivo n’est

disponible pour le moment sur ces molécules.
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Oximes Sarin VX Tabun Références
k: Ko ) kr Ko kr2 ke Ko k2
RS150D - - - - - - 1,5.103 0,41 3,7.10° Kovarik 2013
Wei-7g 004 0143 028 | 0,14 0024 575 9.103 0,026 0,36 Wei 2014
Wei-7h | 0,033 0,041 081 | 021 0025 843 0,012 0,014 0,86 Wei 2014
2-PAM - - - - - - 5,8.103 1,5 3,8.10° Kovarik 2013
MINA - - - - - - - - 3,9.10° Kovarik 2013
HLu-6 0,011 009 012 | 022 0032 695 0,028 0,066 0,43 Wei 2014
HI-6 0,048 0,093 052 | 025 0027 9,30 nd nd nd Wei 2014

Tableau 40. Capacités de réactivation in vitro des RS150D, des imidazoles oximes de Wei et des molécules de référence sur 'hAChE

empoisonnée par différents NOPs (kr exprimé en min-, Koen mM et kr2 en mM-1min-1) 469,470

Enfin, plus récemment, De Koning rapporte la synthese d’imidazole oxime neutre incorporant un ligand
du site périphérique via la réaction multicomposante d’Ugi. Ces réactivateurs sont obtenus en une seule

étape avec des rendements allant de 17 a 76%.

..............

reactivating
function

PAS ligand

spacer
n =135
R! = 4-methoxybenzyl,methoxyethyl, butyl
R2=iPr, Benzyl

Ugi-12¢
pKa=10.24

Figure 100. Structure des imidazoles oximes développées par De Koning

Ugi-12d

Ces réactivateurs ont été évalués in vitro sur la FAChE issue d’érythrocytes (Tableau 41). Ces molécules
n’agissent pas a large spectre et sont, comme le HI-6, incapable de réactiver la hAChE inhibée par le
tabun. L’apport d"un ligand de site périphérique ne permet pas d’améliorer les affinités envers I'enzyme
inhibée et les vitesses de réactivation sont tres inférieures a celles de la 2-PAM. Globalement ces

molécules sont bien moins efficaces que la 2-PAM.
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NOP Constante cinétique 2-PAM HI-6 Ugi-12¢c Ugi-12d

Tabun kr 0.01 %] 9] 9]
Kb 706 (%] %] g
kr2 0.014 1G] 1G] 1G]

Sarin ke 0.250 0.677 0.048 0.108
Kb 27.6 50.1 175.3 1199.5

kr 9.06 13.50 0.271 0.090

Cyclosarin kr 0.182 1.3 0.096 0.073
Kb 3159.0 47.2 950.0 2289

kr2 0.06 27.55 0.102 0.322

VX ke 0.215 0.242 0.084 0.174

Kb 28.1 11.5 140.3 815.8

kr2 7.67 20.98 0.602 0.213

Tableau 41. Cinétique de réactivation in vitro de la hAChE issue d’érythrocytes

Ces faibles capacités de réactivation sont dues, d'une part, au pKa de I'oxime qui est trop élevé (autour
de 10), et d’autre part, au mode d’interaction de ces molécules avec I’'enzyme inhibée. En effet pour ce
dernier point, les études de docking sur la hAChE inhibée par le tabun, montrent que le benzyle interagit
avec le Trp286 et la Tyr72, entrainant un positionnement trop haut pour que I'oxime soit en position

optimale. Aussi I'imidazole interagit essentiellement par m-stacking avec le Trp86.
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Figure 101. Etude d’amarrage moléculaire des molécules Ugi-12c (a gauche) et Ugi-12d (a droite) sur la hAChE inhibée par le tabun (pdb :

4EY4 et 3DL4).
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IV.2.5. Autres hétérocycles carboximes

Succinctement présentés dans la partie historique des réactivateurs, de nombreux hétérocycles

carboximes neutres ont été étudiés de 1970 a 1986 (Figure 102).244-248

_OH N-N N N-O  N7OH
N /
I\ N~ R_X. (Y
Nii¥ﬂ //(S/L\y OH 5 2 R/LN> g
‘x) =N
N
! X=0,S .
\ N~ ’ R = alkyl t
N N OH - alkyl, aromatic
X=5,0,NH S R=H, Me, Ph Y = H; 2-(diethylamino)ethanethiolate

Z =H, 2-(diethylamino)ethanethiolate

Benschop 1970 Benschop 1979 Kenley 1984 Bedford 1986
Figure 102. Structures des hétérocycles carboxime synthétisés entre 1970 et 1986

Ces fonctions réactivatrices souffrent d’'un manque flagrant d’affinité envers I’enzyme inhibée et sont
moins efficace que la 2-PAM et le MINA en termes de pourcentage de réactivation. Cependant, ces
hétérocycles permettent une véritable modulation du pKa de I'oxime (6 a 10 selon I'hétérocycle). Ces
structures n’ont pas fait 1'objet d’études par la suite, il serait intéressant d’associer celles présentant les
meilleures constantes de réactivation kr avec des ligands du site périphérique, a 'image de ce que nous
avons effectué avec les 3-hydroxypyridinealdoximes. C’est ce que nous aborderons dans le dernier

chapitre de ma these.

Plus récemment, Ribero et coll ont publié une étude réunissant six fonctions hétérocycles-oximes

innovantes.#72473 Ces structures sont présentées dans la Figure 103.

L 7\ _NoH
Y_'\X/ _NOH «XM

R-1, X=CH, Y=2-Me R-11, X=0, Y=Z=CH
R-2, X=CH,Y =2-OH-3-NO, R-12, X =5, Y=Z=CH
R-3, X=CH, Y =2-OH-5-NO, R-13,X=NH, Y=Z=CH
R-4, X=CH, Y =3-NH, R-14,X=NMe, Y=7Z2=CH
R-5, X=CH, Y =4-NEt, R-15,X=0, Y=CMe, Z=N

R-6, X=CH, Y =4-MeO
R-7, X=N, Y=H

R-8, X=CH, Y=4-F
R-9, X=CH, Y=4-Cl
R-10, X=CH, Y =4-NO,

Figure 103. Fonctions réactivatrices synthétisées par Ribeiro et coll 472473

Bien que les constantes cinétiques de réactivation n’aient pas été déterminées, les pourcentages de
réactivation de ces molécules sur I'hAChE inhibée par 1'éthyle paraoxon ainsi que leurs pKa sont
rapportés, trois molécules présentent des caractéristiques intéressantes (Tableau 42). Cette étude met
en évidence qu’il n’y aurait a priori pas de corrélation directe entre le pKa et la réactivation. En effet, le
thiophene-2-aldoxime réactive 1,2 fois plus que la 2-PAM in vitro, malgré son caractere basique
prononcé (pKa = 10). La délocalisation de la charge (5 formes conjuguées) et la présence de I'atome de

soufre qui est polarisable permettraient une stabilisation de la forme anionique et donc une meilleure
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réactivation. Il faut également souligner que l'efficacité de réactivation peut aussi étre liée au
positionnement relatif de 1'oxime par rapport a la sérine phosphylée dans le site actif de I'enzyme. Un
hétérocycle moins encombrant peut permettre plus de degrés de liberté al’oxime dans ce site de liaison,
et donc faciliter I'acces de 'oxime a I’atome de phosphore. Compte tenu de son caractere plus lipophile
que les pyridiniums, cette molécule pourrait avoir des capacités tres intéressantes en incorporant un

ligand du site périphérique.

Oximes Réactivation (%) pKa Log P
2-PAM 83 7.68 231
R-12 93 10.63 0.4064

Tableau 42. Capacité de réactivation du thiophéne-carboxime sur I'hAChE inhibée par I'ethyl paraoxon*7

IV.3. Fonctions réactivatrices sans oxime

Malgré les avancées faites dans la recherche de réactivateurs universels et capable de traverser la BHE,
aucun nouveau réactivateur compétitif avec les bis-pyridinium aldoximes de référence n’a été proposé
depuis leurs syntheses au milieu des années 1950. En conséquence, la recherche s’est également orientée
vers des réactivateurs présentant d’autres fonctions nucléophiles que les oximes, avec, comme objectif
d’avoir des molécules aux structures simplifiées, moins toxiques, capables d’atteindre le SNC et

permettant une réactivation a large spectre.

IV.3.1. Hydroxylamine, hydrazone et guanylhydrazone

Et si la réactivation pourrait se faire avec une hydroxylamine nucléophile ?224225 Ce concept simpliste, a
été validé par une étude de chimie quantique et de modélisation dynamique rapportée en 2012 par Lo
et Guanguly.#”# Leurs calculs montrent que la N-(pyridine-2-yl)hydroxylamine (Figure 104) pourrait
étre plus efficace que le MMB-4 pour la réactivation ' AChE inhibée par le tabun. En effet, la barriére
d’activation est estimée a 1.7 kcal/mol contre 8.9 kcal/mol pour le MMB-4 rendant la réactivation plus
accessible. Quoique I'affinité de cette structure envers I'enzyme est plus faible comparée a celle des bis-
pyridinium aldoxime, I'indice de nucléophilie w- met en évidence le fort caractere nucléophile en
comparaison avec les oximes de référence tout en présentant une lipophilie suffisante pour le passage
de la BHE ainsi qu'une faible toxicité prédite. Cependant, aucune donnée in vitro n’est disponible pour

I'instant pour étayer ces simulations.

Figure 104. Structure de la N-(pyridine-2-yl)hydroxylamine
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L’analogie structurale entre amidines-oxime et pyridinium aldoximes a été étendu a des dérivés de type
pyridinium-hydrazone et guanylhydrazone (Figure 105). 4547 Ces structures, dont la potentielle
réaction sur la sérine phosphorylée a été confirmée par des études de modélisation moléculaire, ont été
testées in vitro sur I'eeAChE inhibée par le paraoxon. L’apport de 'adduit guanyl permettrait d’obtenir
de meilleures interactions avec le site anionique de I'enzyme, générant une forme réactive neutre dont

les azotes possederaient une nucléophilie suffisante pour déplacer 'adduit phosphylé.

| X AR NH, R
___NOH | e— _N S | @J\ _N X |
N HoN™ X H,N l}l N X

| ®
H
2- PAM R=H R=H, NO, Cl, Me, NMe, OH
X="NMe X=CH, N, "NMe

Figure 105. Hydrazone et guanylhydrazone

Cependant, ces molécules, peu nucléophiles, ne présentent pas de capacités réactivatrices intéressantes.
En effet, I'hydrazone est trop basique pour que I’hydrazonate soit formé dans le site catalytique, et ne
s’est pas révélée assez nucléophile pour s’additionner sur le phosphore dans sa forme neutre. L’apport
du fragment guanyl n’a pas non plus permis d’améliorer la réactivation. Cependant, les propriétés
d’inhibition de I’AChE native de ces molécules simples en font des candidats potentiels pour le
traitement de la maladie d’Alzheimer a condition que ces motifs puisse traverser la BHE, les outils de

prédiction n’étant pas favorables sur ce dernier point.475476

IV.3.2. Les bases de Mannich et apparentées

En 2015, Katz et coll ont rapporté la découverte d’une nouvelle classe de réactivateurs potentiels issus
d’un criblage a haut débit de 2 000 substances actives dont l'utilisation en tant que médicament est
approuvée par la FDA et qui possedent une fonction nucléophile dans leur structure.#” Deux molécules
ont été identifiées : I'’Amodiaquine (ADQ, antipaludéen) et la Scopoletin (une coumarine possédant des
propriétés pharmacologiques diverses — Figure 106).47547° Cette derniere a des cinétiques de réactivation
plus faibles que la 2-PAM et ne présente pas un large spectre d’action contrairement a I'ADQ.# Malgré
de bonnes capacités réactivatrices, I'’ADQ s’est cependant révélée tres toxique in vivo (hépatotoxicité,
agranulocytose). Afin de pallier cette toxicité et d’identifier le motif responsable de la réactivation, une
étude de relation structure-activité a donc été menée et de nombreux analogues ont été synthétisés. Les

analogues les plus efficaces sont détaillés dans la Figure 106.

Chapitre 1: L’empoisonnement aux NOPs, une problématique toujours d’actualité 126



OH —
N7 | K OH I/\N
N N N —— ( O~~~ N
H N~
H,N
cl Cl Cl

Amodiaquine ADOC SP134

Scopoletin SP138

Figure 106. Structure de la Scopoletin, de I’Amodiaquine et de leurs analogues

Oximes Paraoxon DFP
Kk« Ko ke % React max ke Ko ke % React max
2-PAM 83 75 110 100 48 430 11 100
ADQ 160 3.5 4 600 26 21 5.8 360 31
ADOC 1400 11 13 000 100 150 170 89 67
SP134 70 11 610 72 32 25 130 55
SP138 73 34 220 100 41 62 67 82

Tableau 43. Capacités de réactivation in vitro de ’ADQ et ses analogues sur 'hAChE empoisonnée par différents NOPs (kr exprimé en 10-4

min, Kpen uM et kr2 en M-min1).

L’étude in vitro montre que l'efficacité de ces molécules est supérieure a celle de la 2-PAM. Ces
molécules présentent de trés bonnes affinités et des vitesses de réactivation tres intéressantes (Tableau
43). L’administration de ' ADOC et du SP138 sous forme de sel (le SP134 a été écarté a cause d’effets
myorelaxants indésirables), en pré- et post-exposition, a donc été entreprise sur des souris exposées au
DFP. L’ADOC, administré 5 min avant ou/et apres exposition (i.p.), permet une protection totale a 1.6
LDso de DFP (85-100% de suivi a +24h). Le SP138, administré per os (voie d’administration négligée dans
le domaine des réactivateurs) avant exposition au DFP, confere également une véritable protection. Pour
ces deux molécules, la réactivation des AChEs est homogene dans I’ensemble des tissus, y compris dans

le cerveau. Cependant le mécanisme d’action exact n’a pas été démontré de maniere formelle.

La co-cristallisation du SP134 avec la DFP-mAChE montre que dans le site actif, un dimere se forme
(Figure 107), phénomene jusqu’alors jamais rapporté. Chaque molécule de ce dimere présente un mode
d’interaction avec I'enzyme phosphylée qui lui est propre : I'un est dans le site actif (en orange dans la
figure) tandis que le second est bloqué au niveau du site périphérique (en magenta dans la figure). La
forte affinité est expliquée par I'abondance des interactions entre la partie aromatique du SP134 et les
résidus aromatiques du site périphérique d’une part, entre le bras alkyle et les résidus de la gorge

d’autre part (cette partie de la molécule est prise en sandwich entre une tyrosine et un tryptophane),
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mais aussi entre la partie basique et le site cation-7t (1t-stacking de 'imidazole avec la tyrosine 72 de
I’AChE de souris). Bien que le triazole sont tres proche de l'adduit phosphylé, le mécanisme de

réactivation n’a pas été déterminé avec certitude, les auteurs hésitant entre deux mécanismes :

- Uneaction directe : le déplacement du phosphore se ferait via la substitution nucléophile de la sérine
sur le phosphore par le phénolate ou I'imidazole (a I'image des oximes) ;

- Une action indirecte : ces bases activeraient une molécules d’eau dans le site catalytique qui

déplacerait le phosphore porté par la sérine.!4

Dans le but de comprendre ce mécanisme, I’ADOC a fait 'objet d'une étude structure-activité plus
poussée afin de comprendre l'influence des différents groupements sur la réactivation.! Les auteurs
ont donc successivement modifié 1’aniline, le phénol et I'amine benzylique ainsi que leur position
relative sur le phényle. Le phénol (qui doit étre en para de I’amine benzylique) jouerait un rdle critique
dans la réactivation tandis que I'aniline et 'amine benzylique seraient essentielles a I'affinité. Cependant
le mécanisme réactionnel de réactivation de I'enzyme phosphylée par ces bases de Mannich n’est pas
élucidé. L’étude des produits de réactivations (par RMN, ou UPLC/MS) couplée aux calculs DFT et a la
cristallographie (a I'image des travaux d’Allgardsson et coll en 2016)>% permettrait d’élucider le

véritable mode d’action de ces molécules.

Bien que ce concept soit une véritable innovation dans le domaine des réactivateurs, il nécessite encore
d’étre approfondi afin d’améliorer le spectre d’action mais aussi de mieux comprendre le mode de
fonctionnement de cette nouvelle classe de molécules afin de développer de meilleures structures. En
effet, les tétes de série sont certes plus efficaces que la 2-PAM in vitro mais elles ne réactivent pas avec
la méme efficacité les agents G (Tableau 44), et elles ne surpassent pas encore le HI-6. Enfin, 1'utilisation
de molécules déja approuvées pour une utilisation comme médicament accélére l'obtention des
autorisations de mise sur le marché, mais la question de la sélectivité au niveau des cibles biologiques

peut se poser.
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Molécules GA GB GD GF VX VR

2-PAM 7.0 81 17.6 18.4 121 46
ADOC 4.5 45.4 5.6 40.5 266 719

Tableau 44. Efficacité in vitro du ADOC (k2 M min-1)

IV.3.3. Autres réactivateurs issus d’évaluation in silico

Bien que le mécanisme d’action des oximes et autres nucléophiles sur la sérine phosphorylée soit
complexe est fasse intervenir de nombreux parametres cinétiques et dynamiques,?# des études in silico
visant a évaluer le potentiel de réactivation de pharmacophores disponibles dans les librairies
chimiques (Maybridge, ChemNavigator) ont été rapportées dans la littérature, notamment par
Bhattacharjee et coll.#2483 En 2010, ces derniers ont décrit un modéle de pharmacophore déduit du mode

d’interaction des oximes rapportées dans la littérature (Figure 108).454

Aromatic Ring

H-bond donor
H-bond acceptor

Figure 108. Modele de pharmacophore issu des modes de liaison des oximes avec I’AChE inhibée par le Tabun

Sur la base de ce modele, I'identification et la sélection de réactivateurs potentiels s’est faite en tenant
compte d’autres parametres importants tels que le log P, la capacité a pénétrer la BHE ainsi que la toxicité
du pharmacophore mais aussi la vitesse de réactivation in vitro. Parmi la pléthore de structures
identifiées, 4 molécules ont été sélectionnées apres screening in vitro (Figure 109).45243 La vitesse de
réactivation (exprimée dans la publication en mol''min?) du B-7 est équivalente a celle de la 2-PAM
tandis que celles des B-9, B-8 et B-6 sont 2 a 4 fois plus élevées que celle de la 2-PAM lors de la
réactivation de I'’eeAChE inhibée par le DFP. Les affinités ne sont pas communiquées, cependant les
énergies de liaison calculées entre I'enzyme et ces molécules sont deux fois plus importantes en

comparaison avec la 2-PAM.
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Figure 109. Exemples de pharmacophores identifiés
Malgré ces résultats encourageants, les résultats issus de l'évaluation in vivo de l'activité de ces
molécules sur le guinea pig sont bien plus nuancées.*® Seule la molécule B-6 permet une restauration
partielle de I'activité des AChEs, restauration équivalente a celle de la 2-PAM dans le sang et le cerveau
mais elle est deux fois plus faible au niveau du diaphragme. Par conséquent, le B-6 n’élimine pas
totalement les effets de I'intoxication. La théorie et la pratique différent souvent, les études in silico
constituent un puissant outil de sélection mais nécessitent encore d’étre perfectionnées. Le modele
pharmacologique découlant des observations faites avec les oximes n’est peut-étre pas adapté pour la
découverte de molécule surpassant les oximes de référence. Aussi, bien que les potentiels
électrostatiques aient été déterminés sur ces molécules, le mécanisme d’action n’est, a aucun moment,

abordé dans la discussion.

IV.4. Conclusions sur les avancées de la recherche

Malgré les nombreuses limitations que présentent les réactivateurs chargés, les efforts de recherche
actuels sont principalement dédiés aux pyridiums aldoximes. L’amélioration du passage de la BHE via
I’ajout d’un carbohydrate ou I'utilisation de nanoparticules constitue un réel progres mais ne résout pas
totalement les limites de ces réactivateurs (en particulier le spectre d’action étroit de chaque pyridinium
aldoxime, qui nécessiterait une identification rapide et précise de I'OP incriminé pour pouvoir mettre
en ceuvre les contre-mesures médicales les plus adaptées). Le dogme préconisant de la présence d'un
ammonium quaternaire (pyridinium) comme condition sine qua none pour 1'obtention d’un réactivateur
efficace a été mis a mal par le développement récent de réactivateurs non-chargés, efficaces in vitro.
Cette charge permanente n’est a priori plus un des criteres incontournables pour le développement de
nouveaux réactivateurs. Bien que des avancées notables aient été faites dans ce domaine, et bien que ce
soit un véritable marché de niche, aucun nouveau traitement n’a été proposé ni approuvé par les
autorités de santé apres plus de 70 ans de recherches. La découverte et la mise sur le marché d’un
traitement efficace contre les intoxications aux NOPs sont également fortement ralenties par

I'impossibilité éthique et pratique d’évaluer leurs activités réelles sur un modele autre que le primate.

Ma these, financée par la délégation générale pour I'armement, est donc dédiée a I'optimisation des

structures des candidats réactivateurs «lead » découverts au laboratoire pour améliorer leurs
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parametres pharmacocinétiques afin de pouvoir les évaluer in vivo. Elle s’inscrit dans le cadre de
plusieurs contrats de recherche (ANR Re-AChE, 2009-2014; ANR programme ASTRID « ReCNS-
AChE » 2014-2017, financements du programme NRBC initié par le SGDSN -secrétariat général de la
défense et de la sécurité nationale- et piloté par le CEA 2009-2018) réunissant d"un consortium composé
d’équipes de chimistes de synthese (équipes du Pr Pierre-Yves Renard a l'université de Rouen-
Normandie et du Dr Rachid Baati de I'Université de Strasbourg), qui sont chargés de la synthese des
réactivateurs ; une équipe d’enzymologistes du service de santé des armées (équipe du Dr Florian
Nachon de I'IRBA), qui est chargée de I'évaluation in vitro et in vivo de 1'efficacité de ces réactivateurs,
mais, depuis le déménagement du laboratoire de La Tronche a Bretigny sur Orge, 1'équipe n’a acces
qu'a des analogues des NOPs ; et enfin et d’'une équipe en biologie structurale a 1'IBS de Grenoble
(équipe du Dr Martin Weik), chargée de la mise au point des parametres des programmes d’amarrage
moléculaire optimisés (dockings flexibles), et de I’étude cristallographique des complexes enzymes —
réactivateurs afin de comprendre leurs modes d’action et d’optimiser leurs structures. J'ai également
pu bénéficier d'un financement PHC COGITO (France-Croatie), pour amorcer une collaboration avec
I'équipe du Dr Zrinka Kovarik de I'Institute for Medical Research and Occupational Health de Zagreb

(Croatie), qui peut tester lefficacité des réactivateurs sur les toxiques réels et réaliser des études in vivo.

Comme annoncé dans la partie introductive, elle s’articulera autour de quatre chapitres. Le premier sera
consacré a 'optimisation des protocoles de synthese et a la resynthese, a I'échelle du gramme, des
derniers « leads » développés au sein du laboratoire afin de pouvoir fournir a nos partenaires biologistes
les quantités suffisantes de composés pour effectuer les tests biologiques in vivo. Le deuxieme chapitre
s’inscrit dans la continuité du premier, et sera consacré a la conception, la synthese et I'évaluation de
réactivateurs non-chargés dérivés d’amine tertiaire de la 3-hydropyridine aldoxime pour un passage
passif de la BHE. Le troisieme volet sera consacré a 1'élaboration et I’évaluation in vivo de réactivateurs
non-chargés comportant un motif carbohydrate pour un passage actif de la BHE, en continuation des
travaux effectués par le Dr Pierre Warnault, post-doctorant au laboratoire dans le cadre de I'ANR
ReCNS-AChE. Enfin, une derniere partie sera consacrée au développement de nouvelles fonctions
réactivatrices non-chargées incorporant notamment un motif thiadiazole-5-carboxaldoxime susceptible

d’étre accroché sur un ligand du site périphérique de I'enzyme.
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CHAPITRE 2 : DEVELOPPEMENT DE REACTIVATEURS
NON-CHARGES INCORPORANT UNE MORPHOLINE,
UNE DIETHYLAMINE OU UNE
TETRAHYDROSISOQUINOLEINE EN LIGAND DU SITE

PERIPHERIQUE






I. Introduction

Comme illustré dans le Chapitre 1, de multiples parametres déterminent la capacité réactivatrice d'une

oxime. Trois de ces parametres sont cruciaux :

- L’affinité de 'oxime envers 'enzyme phosphorylée traduite par la constante de dissociation Kb,
qui dépend de I'oxime, mais également de 'adduit phosphyle présent sur la sérine, qui peut
induire des modifications importantes au niveaux des sites de liaison de I'enzyme phosphylée.

- L’aptitude de l'oxime a déplacer 'adduit phosphore de la sérine, traduite par la constante
cinétique kr. Celle-ci dépend du caractere nucléophile de l'oxime, mais aussi de son
positionnement par rapport a I’atome de phosphore.

- Le positionnement de I'oxime dans le site actif de I’enzyme inhibée, que I’on peut prédire par
étude d’amarrage moléculaire et qui peut étre vérifié a posteriori par la co-cristallisation de

I’oxime avec I'enzyme phosphylée.

Bien que certains mono- et bis-pyridiniums aldoximes possedent des capacités de réactivation
intéressantes, la nécessité d’améliorer les facteurs susnommés pour obtenir un large spectre d’action est

cruciale.

Le passage de la BHE est, comme démontré dans le chapitre précédent, une nécessité a long terme. Les
oximes chargées traversent tres peu cette barriere biologique, limitant ainsi leur spectre d’action dans

I'organisme, les AChEs du SNC n’étant pas réactivées de maniere significative.

Les nouveaux réactivateurs doivent donc étre de nature ambivalente : ils doivent étre suffisamment
lipophiles pour assurer un passage passif tout en étant suffisamment hydrophiles pour étre utilisables

in vivo.

La nécessité de développer des réactivateurs efficaces, a large spectre et capable d’atteindre le SNC est

donc primordiale et constitue le socle de la recherche au sein de notre laboratoire depuis 2006.

I.1. Travaux préalables

Comme brievement présenté dans le chapitre 1 (IV.2.1), notre équipe a apporté de nombreuses avancées

dans le domaine des réactivateurs.

Dans un premier temps, l'identification de nouvelles fonctions réactivatrices a été réalisée grace a
I’élaboration d"un systeme de criblage haut débit reposant sur I'utilisation d'un organophosphoré pro-

fluorescent mimant le VX (Figure 110).%7 Cet OP, en présence d'un nucléophile, va subir une
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substitution nucléophile de type SN2P conduisant a la libération de la partie pro-fluorescente.

fragment va alors spontanément se désagréger et libérer la fluorescence.

=
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Figure 110. Principe du criblage haut débit développé par le laboratoire

Ce

Les premiers hits identifiés — a savoir les 3-hydroxypyridine aldoximes, les 3-hydroxypyridine

amidoximes et les acides 3-hydroxypyridine hydroxamiques, un second screening d’hydrolyse du PhX

(analogue du VX, avec un résidu phényle en lieu et place du méthyle), suivi d’une évaluation in vitro en

présence d’enzymes inhibées, a permis la sélection de trois a-nucléophiles dont la 3-hydroxypyridine

aldoxime (Figure 111).3* Malgré une vitesse de réactivation (kr) 8 fois supérieure a celle de la 2-PAM,

son manque d’affinité pour I'enzyme ne permet pas de l'utiliser telle quelle.
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Figure 111. Hydrolyse du PhX et identification des touches

L’élaboration de nouveaux réactivateurs tripartites dont la conception s’appuie sur les données

structurales de I'enzyme, a donc été mise en ceuvre (Figure 112). Ces réactivateurs tripartites consistent

en l'incorporation d’un ligand du site périphérique associé a notre fonction réactivatrice via une chaine

aliphatique qui se logerait dans la gorge hydrophobe de I'enzyme. Une longueur optimale de 4 a 5

méthylénes a été prédite par des études d’amarrage moléculaire. Les interactions possibles au niveau
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du site périphérique sont essentiellement de type cation-mt et m-7. De ce fait, il a été postulé que
I'incorporation d'un motif affin envers I'enzyme, composé d’aromatiques et/ou d’amines tertiaires
permettrait d’augmenter l'affinité de 1'oxime pour l'enzyme, de favoriser une orientation de 1'oxime

propice a la réactivation et, in fine, d’augmenter 1'efficacité globale de nos réactivateurs.

Peripheric binding site

Linker Reactivating
function

A OH

active site

it il

N ~Z ~oH
3-hydroxypyridinaldoximes

Figure 112. Principe des réactivateurs tripartites

L’utilisation de ligands du site périphériques possédant dans leur structure des amines tertiaires a été
guidée par trois criteres principaux : augmenter I’hydrosolubilité globale du réactivateur, permettre des
stratégies de syntheses flexibles et efficaces, mais surtout offrir un site de liaison supplémentaire pour
le réactivateur. Etant données les propriétés recherchées pour nos molécules en vue d’un passage de la
BHE, le choix de I’amine est primordial. En effet, le pKa de cette amine doit étre compris entre 7 et 10
pour, qu’en conditions physiologiques (pH entre 6.8 et 7.4), un équilibre entre la forme neutre et la
forme protonée soit présent (Figure 113). Sous sa forme neutre, le réactivateur devrait étre capable de
passer de maniere passive la BHE (absence de charge permanente). Une fois reprotoné dans le SNC, la
liaison du réactivateur au site périphérique de 'enzyme pourrait étre favorisée par des interactions
cation-1t entre I’ammonium et le Trp286 situé a I'entrée du site périphérique de I'enzyme, mimant ainsi
I'approche du neurotransmetteur. Aussi, un équilibre subtil est nécessaire au niveau de I'affinité envers
I'enzyme. Une trop forte affinité peut provoquer une inhibition indésirable des AChEs natives (non

phosphylées) tandis qu'une trop faible affinité diminuerait I'efficacité du réactivateur.
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Figure 113. Passage passif de la BHE

Ainsi, le premier ligand a avoir été utilisé dans nos réactivateurs est dérivé d’un noyau phényle
tetrahydroisoquinoléine (PIQ) (Figure 114). Initialement rapporté en 1950,45 ses capacités inhibitrices
ont été (re)découvertes au travers des travaux menés par Sharpless sur la formation d’inhibiteurs
spécifiques via la chimie « click » in situ.48647 En effet, ce ligand est sélectif du site de liaison périphérique
de I'enzyme et présente une constante de dissociation de 1'ordre du puM, a priori suffisante pour une

application aux réactivateurs.

_0O

O . OH
Ny X j
o S (\MNJ/VNOH

m=0,2;n=0-3;X=CH,, O
Mercey 2011, 2012

Figure 114. Structures des réactivateurs dérivés de la PIQ
Ces molécules montrent des capacités in vitro a réactiver I’ AChE inhibée par les NOPs tres supérieures
a celles des réactivateurs de référence.364% Pour exemple, le composé GM113 (n=2; m =0, X =CH2) est
2.8 fois supérieur au HI-6 et 2.3 fois supérieur a l'obidoxime pour la réactivation de VX-hAChE.
Malheureusement, ces molécules se sont révélées trop peu hydrosolubles pour poursuivre leur
développement et leur évaluation in vivo.4® Il était donc nécessaire de compléter notre chimiotheque de

réactivateurs aminés et d’étudier d’autres alternatives (formulation sous forme de sels, encapsulation).

I.2. Objectifs

Avec comme objectif de simplifier la structure pour augmenter I'hydrosolubilité et faciliter les syntheses
(notamment la montée en échelle de 'ordre du gramme) l'incorporation d’amines de structure plus

simple et commercialement disponibles, a donc été entreprise.

Parmi les amines tertiaires cycliques envisagées, la morpholine*® a été sélectionnée et incorporée dans

nos réactivateurs tripartites par mon prédécesseur, Dr Julien Renou (These ANR ReAChE, 2010-2013),
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ainsi qu'un stagiaire de master 1, Romain Mougeot. Un réactivateur a base de diethylamine a également
été synthétisé par le Dr Catherine Gomez (Figure 115), post doctorante dans l'équipe. La
tétrahydrosisoquinoléine (TIQ) a aussi été envisagée et des réactivateurs portant cette amine ont été
synthétisés par Guillaume Mercey (Figure 115). Cependant, les quantités de produits fournis a nos
collaborateurs biologistes, s’ils ont permis d’effectuer une premiere évaluation in vitro encourageante
des capacités réactivatrices de ces oximes, elles n’ont pas permis une évaluation complete in vitro de ces

molécules, ainsi que leur évaluation in vivo.

/\M/\/(j/\O/H g \/\/\/KIOH
NOH

(\N - Sy o N Sy NOH
5 I

n=1, JR595 R =Ph, GM113
n =2, RM048 R=H, GM415
\ = ‘ OH
~_ N \N _NOH
CG193

Figure 115. Structure des réactivateurs de ce chapitre (en bleu, le ligand du site périphérique ; en vert, l'espaceur ; en rouge la fonction
réactivatrice)
Ainsi, le premier objectif qui m’a été confié afin de finaliser I"évaluation de ces molécules, est de les
produire a I'échelle du gramme — tout en améliorant les procédés de synthese déja établis — pour les
études in vivo. De plus, la formulation des réactivateurs sous forme de sels a été étudiée. Enfin, le GM415
a fait d’objet d’une étude d’encapsulation menée en collaboration avec le Dr Patrick Masson et le Dr
Tatiana Pashirova en Russie (Université de Kazan) afin de vérifier I'intérét de cette technologie sur des

réactivateurs peu hydrosolubles.

Ce chapitre sera donc organisé en deux parties. La premiere partie décriera les voies de synthese
initiales, et leur optimisation, puis les conditions de purification sous forme neutre ou formulées en sels.
La seconde partie de ce chapitre sera dédiée a I'évaluation biologique (in vitro, ex vivo, in vivo) de ces

réactivateurs. Aussi I'apport d"une formulation ou d’une encapsulation in vivo sera discutée.

II. Syntheése des réactivateurs non-chargés

Cette partie sera consacrée a l'obtention des réactivateurs GM113, GM415, RM048, JR595 et CG193 sous

forme neutre et sous forme de sels a I'échelle du gramme.
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I1.1. Analyse rétrosynthétique

La synthese de nos oximes non-chargées a été développée et publiée précédemment.3-3840488491 Selon la
polarité de I'amine deux stratégies peuvent étre employées : une stratégie convergente et une stratégie

linéaire a partir du précurseur commun 4, obtenu a partir de I'acide 3-hydroxypicolinique 7 (Figure
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Figure 116. Schéma rétrosynthétique des réactivateurs décrits dans ce chapitre

La voie de synthése convergente consiste a assembler d'une part, le bras espaceur et le ligand
(intermédiaire 5) puis de coupler cet intermédiaire par un couplage pallado-catalysée de Sonogashira

avec la bromopyridine protégée 4a. Cette voie de synthese a été utilisée dans la synthese du GM113.

La voie de synthese linéaire, consiste a greffer de maniere successive l'espaceur 6 pour obtenir
I'intermédiaire 3, puis le ligand apres activation de la fonction alcool de 3 sous forme de tosylate ou
mesylate puis substitution nucléophile pour obtenir I'intermédiaire 2. En effet, I'utilisation du couplage
de Sonogashira au niveau de I'étape-clef ne s’est pas systématiquementy avérée optimale: pour la
plupart des amines étudiée, la polarité de I’amine ne permet pas d’obtenir le produit de couplage de
Sonogashira avec de bons rendements et de hautes puretés. Dans le cas du JR595, une voie alternative

a été tentée et sera décrite en détail dans une partie dédiée.
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I1.2. Synthése du fragment 4a

Précurseur de la fonction réactivatrice, le fragment 4a est obtenu en 3 étapes a partir de I'acide 3-
hydroxypicolinique 7 disponible commercialement (25 g — 918 € - Sigma Aldrich). La procédure
classique consiste en une estérification (intermédiaire 8) suivie d'une bromation en position 6 de la

pyridine et enfin d’une protection du phénol 9 par un groupement benzyle (Bn - intermédiaire 4a -

Figure 117).
R
HO
H,S0, Br, H,O, | A BnBr, K,CO;4
__ MeOH _0C4h 4 _ __Acetone

reﬂux 19h then rt18h N Br reﬂux 14h

70% _0 50 % -2steps O
7 8 9a, R=H 4a
9b, R =Br

Figure 117. Synthése du fragment 4 — procédure initialement mise en place

Cependant, quelques modifications ont été nécessaires pour pouvoir produire efficacement les
différents réactivateurs sur 1'échelle du gramme, le produit de départ étant relativement onéreux. Ces
optimisations ont rendu ce procédé robuste et permettent ’obtention de I'intermédiaire 4a a hauteur

d’une vingtaine de grammes (Figure 118).
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Figure 118. Synthése du fragment 4 — procédés modifiés

Concernant 'estérification, apres concentration du brut réactionnel, il est nécessaire de passer a un pH
basique a froid jusqu’a atteindre un pH de 8,5 afin de maximiser la récupération du produit lors des
extractions successives. Un pH inférieur a 8 diminue le rendement de récupération tandis qu'un pH
supérieur a 9 additionné a un mauvais controle de la température provoque une saponification du
composé 8. Le rendement, initialement de 70%, devient, des lors, quantitatif (rendement variant entre

90 - 100% selon I'opérateur).

La bromation est véritablement I'étape limitante de ce procédé. En effet, la procédure usuelle produisait
en plus du composé monobromé 9a souhaité, le composé dibromé 9b a hauteur de 20 % molaire (25 %
massique), provoquant une perte seche non-négligeable. Un strict controle de la température (0°C), du
temps de réaction (2 a 3 h - suivi par CCM), couplé a une agitation vigoureuse et homogene permettent
d’obtenir de maniere sélective et quantitative le dérivé mono-bromé désiré 9a pur apres traitement
aqueux. La benzylation étant aussi quantitative (90 - 100% selon I’opérateur apres purification sur gel
de silice), la production de cet intermédiaire clef se fait avec un rendement de 80 a 90% sur 3 étapes

contre 35 % précédemment.
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I1.3. Synthése du GM113

La synthese du GM113 a été publiée en 2011 et est détaillée dans la Figure 119.4% Le fragment 10 est
obtenu par substitution nucléophile de I’alcool activé (sous forme de tosylate) par la PIQ (71 % sur deux
étapes a partir de 6a). Lorsque le mésylate est employé, le rendement chute de 20 % comparé au tosylate.
Cela peut s’expliquer par une purification sur gel de silice plus aisée lors de 'emploi du tosylate

comparé au mésylate.

Par la suite, le couplage pallado-catalysé entre les molécules 4a et 10 permet d’obtenir I'intermédiaire
11 avec un rendement de 75% apres purification sur colonne. Apres hydrogénation (92%), une suite de
trois réactions est employée pour générer ’aldéhyde 12. Apres protection du phénol sous forme d’éther
silylé, I'ester est réduit en aldéhyde par I'emploi de DIBAL-H a -78 % puis I'éther silylé est clivé par le
TBAF. Cette procédure de déprotection / reprotection, n’a pas pu étre évitée, la protection du phénol
sous forme d’éther de benzyle donnant les meilleurs rendements pour I'obtention du composé 11, alors
que la réduction de l'ester en aldéhyde donne de meilleurs rendements si le phénol est protégé sous
forme d’éther silylé. L’hydrogénation, la génération de 1’éther silylé et la réduction en aldéhyde ne
nécessitent pas de purification (filtration sur celite - traitement aqueux), l'isolation de I'aldéhyde 12
déprotégé s’effectue a l'issu de la déprotection (colonne sur gel de silice, acétate d’éthyle : éther de
pétrole 1:1). L’oxime finale 13 est alors obtenue apres réaction avec I’hydroxylamine avec un rendement
de 71 % (pureté HPLC > 98 %) aprés purification sur gel de silice. Le GM113 est in fine obtenu avec
rendement global de 18 % sur 6 étapes a partir de 6a a hauteur de 20 mg (soit 40 mg en deux lots) avec

une pureté HPLC de 98 %.
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Figure 119. Synthése du GM113

Le GM113 (13) a été par la suite transformé en chlorhydrate (13a - Figure 120), sans qu’aucune
purification ne soit nécessaire a hauteur de 23 mg et envoyé au Dr Guilhem Calas (IRBA) pour I'étude
pharmacocinétique sur la souris. Bien que la génération de ce chlorhydrate soit aisée (pas de purification
nécessaire), sa caractérisation est beaucoup moins simple. En effet, le chlorhydrate est extrémement
hygroscopique rendant les analyses élémentaires difficiles a mettre en place. D’autres analyses auraient
pu étre utilisées telle que 'analyse thermogravimétrique (ATG), cependant cette analyse destructive
nécessite 100 mg de produit final contre quelques milligrammes pour l'analyse élémentaire. Cette
analyse élémentaire, et un controle final de la pureté par HPLC analytique nous ont permis de fournir
un produit parfaitement caractérisé (en particulier en ce qui concerne la composition précise du sel), et

dont la pureté finale a été évaluée a 97%

_0 N OH _O N OH
g N | _J__NOH HCl aq (2.0 equiv) \O N |N/ _NOH

MeOH/ DCM (1/9)

30 min, quant. 2HCI .
1,5H,0

GM113 GM113.HCl1
13 (AB-178)
13a

Figure 120. Génération du chlorhydrate du GM113
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I1.4. Synthése du GM415

La synthese du GM415 a été effectuée de nombreuses fois au cours de ce doctorat. A I'opposé du
GM113, la synthese du GM415 est totalement linéaire et permet d’obtenir la molécule finale avec un
rendement de 36 % sur les 8 étapes a partir du précurseur 4a (quantité maximale obtenue en 1 lot : 976

mg ; quantité totale synthétisée : 2.2 g - Figure 121).

OBn BnO
= X
\ (@) \ (®), (©)
Br \N QO —m O N/ \ _—
N OH
(ONG _O
14a

4a

HO 0] HO (0]
Ox N/ N o (e] N/ N o
5 0 5

17 16

(h)

HO_~ o
HON ‘N/ N o
5
18

GM415
36% from 4a - 8 steps

(a) 6a, PA(PPH;), - 5 mol%, Cul - 10 mol%, TEA:DCM (1:2), rt, 12h, quant.; (b) MsCl or TsCl, TEA, DCM, quant.; (c) TIQ.HCI,
K,CO; ACN, reflux, 12h, 74%; (d) Pd(OH), H, MeOH, 1t, 14h, quant.; (e) TBSOT{, TEA, DCM, 2h; (f) DIBAL-H, DCM, -78°C, 15
min; (g) TBAF, THF, 0°C, 30 min, 3 steps - 67%; (h) NH,OH.HCl, NaOAc, MeOH, 1h, 73%.

Figure 121. Synthése du GM415

Le couplage de Sonogashira permet d’obtenir I'intermédiaire 14a de maniere quantitative. L’activation
de I'alcool sous forme de tosylate ou mésylate s’effectue de maniere quantitative, et permet d’obtenir le
produit de substitution 15 avec des rendements allant de 50 a 74% suivant le lot. Pour des raisons de
temps de réaction, le mésylate est préférable dans cette synthese (1h de réaction, traitement aqueux sans
chromatographie pour le mésylate contre une nuit de réaction et une purification finale sur silice pour
le tosylate), les deux permettent I'obtention de 15 avec des rendements comparables. Apres
hydrogénation catalytique, I'intermédiaire 16 subit la méme séquence réactionnelle que précédemment
permettant 1’obtention de I'intermédiaire 17 avec un rendement acceptable de 67% (3 étapes). Enfin la
génération de I'oxime 18 se fait dans les mémes conditions que précédemment avec un rendement de

73 %. Le chlorhydrate du GM415 (18a) a été obtenue de maniere quantitative (Figure 122) a hauteur de
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570 mg. La pureté a été évaluée a 98% par HPLC analytique, et la composition précise du sel déterminée
par analyse élémentaire (données calculées : %C : 51.48 ; %N : 7.68 ; %H : 8.04 ; données expérimentales

%C : 51.70 ; %N : 7.59 ; %H : 7.60).

HON ~ N - 30 min, rt HON P N _
N 3 ) quant. N 3 )

18 HCI + 4.3H,0 (0.2EtOH)
GM415 18a
GM415.HCI
(AB-715)

Figure 122, Génération du chlorhydrate du GM415

I1.5. Synthése du RM048

La synthése du RM048 est identique a celle du GM415, I'oxime finale est obtenue avec un rendement
global de 22 % a partir de I'intermédiaire 14a (7 étapes), a hauteur de 800 mg (en deux lots) avec une

pureté variant de 97 a 99 % (Figure 123).

BnO N HO N (\O
o (@), (b) oM _ N
N e, 9 . N
A OH 3
14a 20

(d), (e), (f)

HO_~ o HO_~ o

HONJQ\/\(\/)@ . ® OJQ\/\(\a@

3 3
22 21

RM048
22% from 14a - 7 steps

(a) MsCl, TEA, DCM, quant.; (b) morpholine, KZCO3, ACN, reflux, 12h, 74%; (c) Pd(OH)Z, Hz, MeOH, rt, 14h, quant.; (d) TBSOTI,
TEA, DCM, 2h; (e) DIBAL-H, DCM, -78°C, 15 min; (f) TBAF, THF, 0°C, 30 min, 3 steps - 40%; (g) NH,OH.HCI, NaOAc, MeOH, 1h,
76%.

Figure 123. Synthése du RM048

Différents sels de RM048 ont été générés quasi-quantitativement incluant le chlorhydrate (22a ; HPLC :
97%, analyse élémentaire: données calculées : %C: 50.20 ; %N : 11.71 ; %H : 7.22 ; données
expérimentales %C : 51.04 ; %N : 11.83 ; %H : 6.97) et le mésylate (22b - données calculées : %C : 48.23 ;
%N :10.55; %H : 7.08 ; %S : 8.05 ; données expérimentales %C : 48.43 ; %N : 10.98 ; %H : 6.91 ; %S 8.43)
et envoyés au Dr Guilhem Calas (IRBA). Ce compose a été également fourni au Dr. Zrinka Kovarik

(Institute for Medical Research and Occupational Health, Zagreb, Croatie) sous forme neutre.
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HONJ@\/\M;“O

22
RMO048
HO HCI aq, MeOH MeSO,H, MeOH HO
X 3t A
| (\O 30 min, rt 30 min, rt | (\O
HONS AP N 94% 90% HONS A\ N
N ° N
3 3
1.5HC, 0.6H,0 MeSO,H, 0.5H,0
22a 22b
RMO048.HCl RM048.MeSO,H
(AB-190) (AB-220)

Figure 124. Génération des sels de RM048

I1.6. Synthése du JR595

La synthese du JR595, analogue en C4 du RM048, souffre d’une limitation importante au niveau de
I'étape de substitution nucléophile. En effet, la substitution nucléophile est en compétition avec
I'élimination du nucléofuge, entralnant une diminution drastique du rendement, le produit

d’élimination étant favorisé par la présence d’une conjugaison étendue (Figure 125).

GpO N 1) Activation GpO AN GpO AN
o | _ 2) amine, base, A o | _ + o | _
N SN VN
0 OH _0 amine _0
min maj

Figure 125. Compétition entre la substitution nucléophile et I'élimination (Gp : groupement protecteur)

De ce fait, une modification de la synthese a été tentée de maniere a effectuer la réduction du bras
espaceur avant I'étape de substitution nucléophile, et donc, de limiter 1'élimination (Figure 126). Pour
se faire, la protection du phénol a été modifiée en éther de Méthoxyméthyle (MOM- 4b) en lieu et place
de I'éther benzylique 4a afin de pouvoir réduire I’alcyne en alcane sans que I'hydroxy de la pyridine ne
soit déprotégé. Ainsi, apres couplage de Sonogashira de I'intermédiaire 4b et 6b, une succession de trois
réactions consistant en une protection de I’alcool primaire 23 suivi de la réduction de I’alcyne en alcane
par hydrogénation catalytique, et, enfin, d’'une déprotection de l'alcool a permis I'obtention de
I'intermédiaire 24 avec un rendement non-optimisé de 78% sur ces trois étapes. Cependant, malgré ce
changement, le produit de substitution 25 n’a été obtenu qu’avec de faibles rendements (33 % en
moyenne). La présence du groupe protecteur MOM en lieu et place de I'éther silylé rend également
I’étape de réduction plus délicate. En présence du MOM, la génération de I'aldéhyde 26 par réduction
au DIBAL-H est trés rapide (1,5 min contre 10-15 min précédemment), il faut donc controler précisément

et le temps de réaction et la quantité de réducteur utilisé. Malheureusement, la déprotection
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l'intermédiaire 26 a, dans les conditions employées, conduit a une dégradation de la molécule. D’autres
conditions de réaction auraient pu étre utilisées, mais le faible rendement de la réaction de substitution
nucléophile pour obtenir l'intermédiaire 25, qui globalement, n’améliorerait pas le rendement final en

réactivateur, ne nous a pas encourager a poursuivre plus avant cette voie de synthese alternative.

N
HO \\/\OH MOMO
| AN MOMO X 6b | AN
(o) — (a) fo) | _ (b) O —
N Br > N Br > N \\
_0 _0 _0 OH
9a 4b 23b

\) (£), (8) o ~ OH
N 2

z
o 2
O
?
I\)Z\>
o

o
/

MOMO HO
A 0 i N ()
Om ,\(\) ® o | _ l\(\)
NS NS
N 2 degradation N 2

---------

HOl\ (\O

28
JR595

(a) MOMC], NaH, DMF, 0°C, 1h, 95% or MOMC], K,CO; Acetone, reflux, 12h, 94%; (b) Pd(PPh,), - 5 mol%, Cul -
10 mol%, TEA:DCM (1:2), rt, 12 h, 94% ; (c) TBSC], imidazole, DMF, 12h; (d) Pd(OH)Zl H, , MeOH, rt, 2h; (e) TBAF,
THE, 0°C, 30 min, 3 steps - 78%; (f) MsCL, TEA, DCM, 1h, quant.; (g) morpholine, K2C03, ACN, reflux, 12h, 33%; (h)
DIBAL-H, DCM, -78°C, 1.5 min, 96%; (i) TFA, DCM, 0°C to rt, 1h.

Figure 126. Tentative de modification de la synthése du JR595

Face a cet échec, la voie de synthese classique a été reprise (Figure 127), un contrdle de 1'étape de
substitution nucléophile entre I'intermédiaire 14b et la morpholine (température de réaction, nature du
solvant) nous a, malgré tout, permis de minimiser la quantité de produit d’élimination, I'intermédiaire
29 ayant été obtenu avec un rendement acceptable de 58 %. In fine, le composé JR595 a été obtenu a
hauteur de 360 mg (pureté HPLC : 98%) avec un rendement global de 14 % a partir de I'intermédiaire

4a.
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"C

30

2
28 1.5 TFA, H,0
JR595 28a
14 % from 4a - 8 steps JR595.TFA
(AB-362)

(a) 6b, Pd(PPhy), Cul, TEA:DCM (1:3), rt, 12 h, 94%; (b) MsCl, TEA, DCM, quant.; (c) morpholine, K,CO;
ACN, reflux, 12h, 58%; (d) Pd(OH)Z/ H, MeOH, rt, 14h, quant.; (e) TBSOTH, 2,6-lutidine, DCM, 12 h; (f) DIBAL-
H, DCM, -78°C, 15 min; (g) TBAF, THF, 0°C, 12 h, 3 steps - 48%; (h) NH,OH.HCIl, NaOAc, MeOH, 12h, 73%;
(i) reverse phase purification, 58%.

Figure 127. Synthése du JR595 — voie classique

Le sel de trifluoroacétate de JR595 (28a) a également été préparé via une purification en phase inverse
du composé final en utilisant un mélange acétonitrile/eau/TFA (0.1%) comme phase mobile. Une étape
de lyophilisation nous permet d’obtenir ce sel de trifluoroacétate avec un rendement de 50% (pureté
HPLC : 98%), a hauteur de 168 mg, et dont la composition a été déterminée par analyse élémentaire
(calculés: %N : 8.97 ; %C : 43.59 ; %H : 5.27 ; expérimental : %N : 8.70 ; %C : 43.79; %H : 5.16). Le
JR595 sous forme neutre et sous forme de sel de TFA a été expédié aI'équipe de Zrinka Kovarik (Zagreb,

Croatie).

I1.7. Synthése du CG193

La synthese de ce réactivateur est identique a celle précédemment décrite pour la préparation du
GM415 et RM048 (Figure 128). Le CG193 a été obtenu, a hauteur de 200 mg, avec un rendement non-
optimisé de 8% a partir de 14a (7 étapes) et le sel de TFA a été généré via une purification finale en phase

inverse (34a — pureté HPLC 97.98 %).
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(d), (e),
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HON N/ [:;]\/ <« HON_ N/ g\/ -— O N/ g\/

1.6 TFA
34a 34 33
CG193.TFA CG193
(AB-382) 8% from 14a - 7 steps

(a) TsCl, TEA, DCM, 1t, 12h, quant.; (b) DIEA, K,CO; ACN, reflux, 12h, 41%; (c) Pd(OH), H, MeOH, rt, 14h, quant.; (d) TBSOT{,
TEA, DCM, 2h; (e) DIBAL-H, DCM, -78°C, 15 min; (f) TBAF, THF, 0°C, 30 min, 3 steps - 36%; (g) NH,OH.HCl, NaOAc, MeOH, 1h,
50%; (h) TFA, H,0, MeOH, 45%

Figure 128. Synthése du CG193

ITI. Evaluations biologiques des réactivateurs

De nombreuses évaluations biologiques in vitro et in vivo ont été menées sur ces différents réactivateurs
par nos collaborateurs en Croatie, en Russie et en France. Les résultats, présentés ci-dessous, font, pour
la plupart, I'objet de deux publications (une acceptée a Chemistry, a European Journal, une soumise a

ACS Nano) qui seront annexées a la fin de ce manuscrit.

II1.1. Evaluations in vitro
II1.1.1. Evaluation des propriétés physico-chimiques des réactivateurs

Afin d’évaluer la probabilité de passage des oximes aux travers de la BHE, la détermination de
parametres physico-chimiques des GM415, RM048, GM113, CG193 et JR595 a été effectué in silico et in

vitro.

De nombreuses méthodes empiriques,*243 a l'image des regles de Lipinski®*4% qui prévoit la
biodisponibilité orale des composés, ont été élaborées pour évaluer le passage de la BBB. Ces regles se
basent sur des propriétés physico-chimiques des composés comme le poids moléculaire (MW), le
caractere lipophile (logP, logD), le nombre de liaisons hydrogene donneur (HDB), le nombre de liaisons

hydrogene accepteur (HAB), le nombre de liaisons rotatives (RB), la surface polaire (PSA) et la valeur
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du pKa.#s Ces regles, décrites ci-dessous, sont généralement plus contraignantes que les regles de

Lipinski. Les molécules candidates doivent donc avoir :
- une masse moléculaire plus faible (MW <450) ;
- une lipophilie modérée (logP < 5) ;
- peu d’atomes accepteurs et donneurs de liaisons hydrogene (HBD <3 et HBA <7) ;
- peude liaisons rotatives (RB <8);
- une faible surface polaire (PSA <70 A?).

Les différents résultats obtenus pour les réactivateurs GM415, RM048, GM113, JR595 et CG193 sont

résumés dans la Figure 129.

Tous les réactivateurs évalués ont des valeurs optimales de lipophilie (logP = 1.2-3.1) et des nombres
optimaux HBD (2) et HBA (6-7). La limite de poids moléculaire n’est pas respectée dans le cas du
GM113. La flexibilité moléculaire, caractérisée par le nombre de liaisons rotatives (6-10), est favorable
pour les RM048 et JR595. Le défaut commun de ces oximes est leur surface polaire trop élevée (78-87

A2).

MW/100

10 i[

=-==]JR595
=-==RM048
-==GM415
-==GM113
------ CG193
—— Max CNS+

7 PSA/10

#
:
!
%

HDB
Figure 129. Tracé radar des propriétés physicochimiques prédites des réactivateurs (masse moléculaire MW, logP, nombre de liaison

hydrogene donneurs HDB, nombre de linison hydrogéne accepteurs HAB, nombre de liaisons rotatives RB, surface polaire PSA ; en orange,
les valeurs maximales conseillée pour une molécule CNS+).

De méme, le pKa du groupement le plus basique (c'est-a-dire 'amine, Tableau 45) se situe dans la

fourchette recommandée (7-10) a I'exception du CG193. Aussi, les pKa ont été déterminés in vitro par

I'équipe de Zrinka Kovarik, montrant la bonne corrélation entre les outils de prédiction in silico et in

vitro.
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Oximes pKa in silico pKa in vitro

Oxime Phénol Pyridine Amine pKa: pKa:
JR595 8.33 10.33 3.29 7.32 8.08 +0.04 10.53 +0.21
RM048 8.37 10.33 3.41 7.50 8.03+0.06 nd
GM415 8.52 10.33 3.44 7.89 8.20+0.06 10.44 £ 0.27
GM113 10.34 8.89 3.44 7.82 - -
CG193 8.14 10.03 3.55 10.63 - -

Tableau 45. Tableau des pKa par prédiction in silico (MarvinSketch 16.11.7) et mesurés in vitro

A partir d'un algorithme décrit récemment par Wager et coll, #974% les scores CNS MPO (Central
Nervous System Multi-Parameter Optimization) ont été calculés pour les cinq réactivateurs. Ce score
multifactoriel prend en compte six parametres physicochimiques fondamentaux (LogP, LogD, pKa,
HDB, PSA, MW) et permet de prédire le passage des candidats au travers la BHE. La méthode de calcul
est détaillée dans la Figure 130. Le score CNS MPO est obtenue selon l'équation : MPO score=
2 T0harametres OU TO est la désirabilité comprise entre 0 et 1 (0 est le plus défavorable et 1 le plus

favorable).
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Figure 130. : Détails du calcul des scores CNS-MPO#7
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Un score supérieur ou égal a 4 (sur une échelle de 0-6) est donc un indicateur prédisant un passage
efficace de la BHE. Les scores des cinq oximes RM048, GM415, JR595 et CG193 sont favorables a
I'exception du GM113 : RM048 = 5.5 ; JR595 = 5.5, GM415 = 4.8, CG193 = 4.5 et GM113 = 2.5.

En conclusion, les composés RMO048 et JR595 possedent les propriétés physico-chimiques les plus

favorables pour prédire une bonne pénétration dans le CNS.

Enfin, la pénétration cérébrale des JR595, RM048 et GM415 par diffusion passive a été évaluée par le
Dr Bélen Pérez (Université Autonome de Barcelone, Espagne), en utilisant le test de perméation de
membrane artificielle (PAMPA-BBB). La perméabilité in vitro (P.) des oximes au travers d'un extrait
lipidique de cerveau de porc a été déterminée en utilisant une solution saline tamponnée au phosphate
(PBS) / EtOH (70/30). La validation du test a été effectuée en comparant les valeurs de perméabilité
expérimentales et issues de la littérature de quatorze médicaments commerciaux, donnant une bonne

corrélation linéaire (R2=0,9199) :
P. (expérimentale) = 1,4525 P. (littérature) - 0,4926.

En utilisant cette équation et les limites de perméabilité de la BHE établies par Di et coll, 5 les fourchettes

suivantes de perméabilité P. ont été établies :
- Pe>53 pour les composés a haute perméabilité a la BHE (CNS +)
- P.<24 pour les composés a faible pénétration de la BHE (CNS -)
- 53>P.>24pour les composés a pénétration incertaine de la BHE (CNS ).

Selon le résultat du test PAMPA, le transport passif a travers la BHE a été observé pour toutes les oximes
testées (Tableau 46). A titre de comparaison, les oximes standards HI-6 et 2-PAM se sont avérées

imperméables a la BHE lors d"un test PAMPA similaire.5!

Oxime P. (106 cm s1)

JR595 6.1+ 0.5 (CNS+)
RMO048 8.1 £0.31 (CNS+)
GM415 12.1 £ 1.9 (CNS+)

Tableau 46. Perméabilité a la BHE in vitro (Pe) du JR595, RM048, GM415 obtenues lors du test PAMPA

En conclusion, les résultats de prédiction de passage de la BHE in silico and in vitro réalisés pour les cinq
réactivateurs GM415, RM048, GM113, CG193 et RM048 montrent que les composés RM048 et JR595

présentent les probabilités les plus fortes d’un passage vers le CNS.
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IT1.1.2. Inhibition des ChEs natives et étude cristallographique

Les constantes d’inhibitions réversibles Ki des JR595, RM048 et GM415 sur les cholinestérases humaines
en présence d’acétylthiocholine, ont été déterminées in vitro par I'équipe de Zrinka Kovarik (Zagreb,
Croatie) et comparées au HI-6 et au 2-PAM (Tableau 47). Toutes les constantes cinétiques sont de I'ordre
du micromolaire. Le GM415 et le RM048 inhibent de la méme manieére I’AChE et la BChE tandis que le
JR595 montre une sélectivité pour la BChE (46 uM contre 135 uM pour I’AChE). Les faibles affinités
obtenues pour ’AChE et la BChE natives (notamment pour RM048) montrent que ces composés sont
de relativement faibles inhibiteurs de ces deux enzymes (condition importante a respecter pour

développer des réactivateurs efficaces).

Oximes Ki hAChE (uM) Ki hBChE (uM)
JR595 135+ 14 46 +20
RMO048 168 +23 170 +15
GM415 37+1.1 33+£1.2
HI-6 46 +4.3 420+ 100
2-PAM 210+45 140+ 16

Tableau 47. Constantes d’inhibition réversible Ki des oximes sur les hChEs a 25 °C.

Ces observations ont été confirmées par la détermination, par diffraction des rayons X, de la structure
du complexe TcAChE/RM048 (code PDB : 6EWK - Figure 131), obtenue par I'équipe de Martin Weik
(IBS, Grenoble). Cette structure montre I'orientation favorable de 1’'oxime du RMO048 vers la serine
catalytique a une distance de 3.5 A dans le site actif dans I'enzyme. Ce positionnement favorable du
réactivateur est dii a une interaction de type n-n stacking entre le noyau pyridine et le Trp84 (Trp86 de
la hAChE), une liaison hydrogene formée entre une molécule d’eau et I'oxime dans le site catalytique,
et une interaction de type cation-n entre I'azote protoné de la morpholine et le Trp279 (équivalent au
Trp286 de la hAChE) dans le site périphérique. RM048 est également stabilisé dans cette structure par

une molécule de PEG (issue des conditions de cristallisation).

La superposition avec les structures cristallines des conjugués sarin-htAChE (code PDB : 5FPQ)?% et VX-
TcAChE (code PDB : 1VXR)!"! montre que le RM048 pourrait se lier a la FAChE phosphorylée dans la

méme orientation active que celle observée dans la structure cristalline native (Figure 131).

La liaison spécifique de la partie morpholine au site périphérique lui confere un avantage par rapport a
la 2-PAM, qui se lie uniquement au site catalytique stabilisé par des interactions -1t avec Trp84 (Trp86
dans la hAChE) et dont I'oxime pointe a 'opposé de la sérine catalytique phosphorylée ou native (code
PDB 2VQ6; code PDB : 2WG1).1052 Le HI-6 se lie également au site périphérique, cependant, en raison
de son Kifaible, c'est aussi un relativement bon inhibiteur de I'’AChE native, caractéristique défavorable

pour les réactivateurs.
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Figure 131. Structure cristalline de la TCAChE en présence du RMO048 (oxime en magenta ; PEG en cyan ; code PDB : 6EWK).

In vivo, en l'absence de PEG, I'oxime pourrait osciller entre diverses conformations comme cela a été
observé dans d'autres structures cristallines de complexes AChE/oximes (par exemple, oxime de bis-
imidazolium 2BIM-7, code PDB : 5BWB ; ortho-7, code PDB : 5BWC).5% Dans les complexes de ' AChE
avec d’autres oximes, un changement conformationnel de la chaine latérale de Trp279 (Trp286 dans la
hAChE) a été rapporté (Figure 132).5% Cependant, dans le complexe RM048-TcAChE, la chaine latérale

Trp279 conserve sa conformation native.
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Figure 132. Exemple de structures cristallines des AChEs en présence de bis-oximes.503
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IT1.1.3. Réactivation des ChEs inhibées par des NOPs

Les capacités réactivatrices des oximes ont été évaluées sur I’AChE inhibée par différents NOPs (VX
sarin, Tabun, cyclosarin et paraoxon) par 1'équipe de Zrinka Kovarik (Tableau 48). Sur I'ensemble des
hAChEs empoisonnées par différents NOPs testés, les oximes permettent une restauration de 80 a 100

% de I'activité enzymatique. Ces molécules présentent donc un large spectre d’action.

Dans le cas du VX, les dérivées de la morpholine, bien que les affinités soient plus faibles (2 a 5 fois)
comparées a celle du HI-6, présentent des vitesses de réactivation deux fois plus importantes. Le
GMA415, avec une affinité six fois supérieure a celle du HI-6 pour I'enzyme phosphylée, réactive a la
meéme vitesse que le HI-6. Les efficacités globales sont donc équivalentes voire supérieures dans le cas

du GM415. Cette observation est aussi valable dans le cas du cyclosarin.

Dans le cas de la hAChE inhibée par le sarin, les vitesses et les affinités de nos réactivateurs sont
inférieures a celles du HI-6. Cependant, le HI-6 ne réactive que 90% des enzymes tandis que nos oximes

régénerent 90 a 100 % de l'activité enzymatique.

Enfin, le HI-6 réactive peu, voire pas, les hAChEs inhibées par le paraoxon ou le tabun. Nos molécules

réactivent ces deux enzymes empoisonnées avec des efficacités non-négligeables.

oP Oxime (uUM) kr (min?) Kp (uM) k2 (M1 min?) Reactmax % (t min)
VX JR595 0.68 £0.07 300 =60 2270 + 240 100 (10)
RMO048 0.57 +0.08 120 =50 4900 + 1250 100 (10)
GM415 0.31+0.01 10+3 30900 + 8100 100 (10)
HI-6021 0.33 £0.02 60 =10 5740 + 1120 90 (15)
Sarin TR595 0.29 +0.03 270 +90 1080 + 290 100 (10)
RMO048 0.12+0.01 220+ 60 560 + 130 100 (30)
GM415 0.180 = 0.005 130+ 10 1380 + 60 90 (15)
HI-6 09+0.1 170 + 40 5420 + 780 60-90 (4)
Cyclosarin ~ TR595 0.09 +£0.01 430 +130 210 +40 100 (45)
RMO048 0.04 +£0.01 120 + 80 320 + 140 100 (100)
GM415 0.020 = 0.006 120 =100 170 £90 100 (120)
HI-6lb] - - 22100 + 1300 100 (<1)
Tabun JR595 0.016 + 0.007 410 + 280 40+10 80 (120)
RM048 0.014 + 0.001 310+ 100 45+ 10 90 (240)
GM415 0.014 + 0.002 140 = 60 100 +40 80 (210)
HI-6 ndl nd nd 10 (24h)
Paraoxon TR595 0.36 +0.03 850 + 150 430 +40 80 (10)
RM048 0.27 +0.03 620 +180 440 + 80 80 (15)
GM415 0.24 +£0.02 190 +70 1300 + 350 80 (10)
HI-6 0.026 + 0.001 590 + 50 50+2.2 90 (170)

Tableau 48. Cinétique de réactivation des oximes sur la hRAChE inhibée par différents NOPs ([a] Macek Hrvat 2016,82 [b] dépendance

linéaire du kovs par rapport a la concentration d’oxime dans l'intervalle de concentration étudiée ; [c] non déterminé).

Face a ces excellents résultats, les molécules ont été évaluées en test de réactivation sur la AiBChE inhibée
par les mémes NOPs (Tableau 49). Bien que, cette fois-ci, les molécules n’agissent pas a large spectre
(pas de réactivation dans le cas du sarin), le GM415 est le plus efficace dans le cas de la hBChE inhibée

par le VX, le cyclosarin, le tabun et le paraoxon. Cependant, les résultats restent moins bons que dans le
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cas de 'hAChE. Une explication a cette différence de réactivité serait la différence structurale des deux
enzymes. En effet, la BChE ne possede pas un site périphérique aussi important que celui de 'AChE

limitant ainsi les interactions et donc I'affinité des ammoniums envers la BChE inhibée par les NOPs.

or Oxime (UM) kr (min-) Kp (uM) k2 (M1 min-) Reactmax % (t min)
VX TR595 0.10 £0.04 370 + 240 270+ 70 100 (60)
RMO048 0.059 + 0.004 160 + 40 360 + 65 80 (60)
GM415 0.096 = 0.007 130 + 30 760 + 150 80 (45)
HI-6021 0.12 +0.03 370 +230 330 +230 85 (120)
Sarin TR595 0.005 + 0.0011®! - - 90 (325)
RMO048 0.0036 + 0.0004!1 - - 65 (325)
GM415 0.007 = 0.002¢®! - - 80 (325)
HI-6 0.04 +£0.02 270 +200 150 + 40 100 (300)
Cyclosarin TR595 0.5+0.1 790 + 420 610 +180 90 (10)
RMO048 0.39 +0.05 700 + 190 560 + 80 90 (15)
GM415 0.32£0.07 330 + 140 980 + 210 90 (15)
HI-6l - - 780 +30 90 (30)
Tabun JR595 nd nd nd <10 (24h)
RMO048 nd nd nd <20 (24h)
GM415 0.004 + 0.001 540 +290 79+28 40 (24h)
HI-6ld 0.0016 + 0.0004 1800 + 1000 0.91+£0.57 25 (18h)
Paraoxon TR595 0.15+0.02 1160 + 310 130 +20 90 (40)
RMO048 0.056 + 0.006 250 + 80 230+ 50 100 (90)
GM415 0.075 = 0.01 290+110 260 +70 100 (90)
HI-6 0.0068 + 0.0004 450+ 70 15+2 80 (500)

Tableau 49. Cinétique de réactivation des oximes sur la hBChE inhibée par différents NOPs ([a] Katalini¢ 2016,%3 [b] kobs (min') = S.D., a
une concentration d’oxime donnée ; [c] dépendance linéaire du ks par rapport a la concentration d’oxime dans l'interval de concentration

étudié ; [d] Calié 2006406)

II1.1.4. Cytotoxicité

La cytotoxicité ainsi que la distribution dans les tissus ont été évalués par I'équipe de Zrinka Kovarik.
Les différentes oximes ont été testées sur les cellules de type SH-SY5Y qui est un type cellulaire utilisé
comme modele in vitro des fonctions neuronales.’® Les résultats sont exprimés en pourcentage de
viabilité en comparaison avec les cellules non traitées. Parmi la série de réactivateurs, le GM415 présente
une toxicité non négligeable en comparaison avec les autres réactivateurs de ce chapitre (Figure 133).
Cependant, la différence entre concentrations étudices et celles réellement présentes dans le SNC
(II1.3.3) est 1000 fois inférieure, de ce fait, il est fort probable qu’in vivo, la toxicité neuronale soit

moindre. Les valeurs de cytotoxicité sont détaillées dans le Tableau 50.
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Figure 133. Cytotoxicité des réactivateur sur les cellules de types SH-SY5Y (considérée comme l'inverse de la viabilité des cellules)

En analysant les structures testées, le motif tétrahydroisoquinoléine semble responsable de cette toxicité.
En effet, le GM508 est environ 3.8 fois plus toxique que le GM415. Aussi, le remplacement de ce motif
par une pipéridine (JR585) rend le réactivateur 4 fois moins toxique in vitro. Enfin, I’ajout de 1’oxygene

dans I'hétérocycle permet d’avoir des molécules faiblement toxiques (JR595, RM048).

Oximes Concentration testée (UM) I1Cs5024 h (uM)
JR585 6.25- 800 630
JR595 6.25- 800 > 800

RM048 6.25- 800 > 800

GM415 3.91 - 500 159

GM508 2.34- 300 42

HI-6 6.25- 800 > 800

2-PAM 6.25- 800 > 800

Tableau 50. Cytotoxicité sur les cellules SH- SY5Y par mesure de I'activité de la succinate déshydrogénase mitochondriale des cellules

vivantes (MTS).

IT1.1.5. Interaction avec les récepteurs nicotiniques de type a7

Lorsque I’AChE est inhibée, ' ACh s’accumule dans la fente synaptique et conduit a une surstimulation
des récepteurs nicotiniques (nAChRs) mais aussi muscariniques (mAChRs), ce qui se traduit par la
phase cholinergique aigiie. Ainsi, limiter les activités de ces récepteurs permettrait de maintenir une
transmission neuronale « normale » malgré I'inhibition de I’AChE et ainsi limiter les conséquences de
I'intoxication. Présente dans le traitement d’urgence, I'atropine inhibe les nAChRs mais n’agit pas sur
les mAChRs. Les oximes, outre leur activité réactivatrice, ont la capacité d'interagir avec les récepteurs
cholinergiques notamment les récepteurs nicotiniques (nAChR) de type a7, récepteurs colocalisés avec

I’AChE.505506 Ce phénomeéne, bien qu’observé pour le HI-6 et la 2-PAM,%7 n’est pas complétement
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appréhendé et fait I'objet d'un intérét croissant.2s En effet, une oxime « multi-cible » capable d’agir a la

fois sur I’AChE et les récepteurs de ' ACh constituerait une avancée majeure dans le domaine.

L’effet du GM415 et du RMO048 a donc, dans un premier temps, été évalué sur les ovocytes de Xenopus
laevis exprimant le nAChR neuronal humain de type a7 par le Dr Romulo Araoz (Laboratoire de
Toxinologie Moléculaire et Biotechnologies, CEA Saclay, Institut des Neurosciences Paris-Saclay, UMR

9197 CNRS),5% avec comme objectif de mettre en évidente un effet antagoniste de nos molécules.

A une concentration de 10uM de RMO048, le pourcentage d’inhibition est d’environ 50% mais est
totalement réversible (Figure 134). A contrario, le GM415 inhibe plus fortement le courant cholinergique
et le taux de réversibilité est moins important. La réversibilité de chaque composé dépend de leur
structure et des interactions qu'ils peuvent établir au sein du site orthostérique (en assumant que ce
soient des antagonistes compétitifs). L'antagoniste (oxime dans ce cas) stabilise alors un état
conformationnel du récepteur dit fermé. Le GM415, de part sa structure, pourrait mieux s'ancrer dans

le site d'interaction.
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Figure 134. Effet antagoniste sur le récepteur a7 RnACh humain des oximes RM048 et GM415 (technique HiClamp)

O =

A titre de comparaison, les K027, K203, HI-6 et I'obidoxime ont été testés sur les récepteurs nicotiniques

et présentent des inhibitions bien plus faibles que celles présentées par nos oximes (Tableau 51).5%

Réactivateurs HI-6 Obidoxime K027 K203

Inhibition a 200 uM (%) 51 45 31 50

Tableau 51. Inhibition des RnAChE in vitro505

L’étude de la réponse de ce récepteur en fonction de la dose de RM048 a donc été étudiée (Figure 135).
L'ICs0 a donc été déterminée a 15.49 uM en concordance avec la premiere expérience. Cependant, bien
qu'il soit attendu qu’a une concentration de 100 uM, I'activité des récepteurs soit totalement supprimée,

la courbe réponse-dose montrent qu'une concentration de 1 mM est nécessaire. Aussi, 'amplitude du
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pic de courant évoquée par I’AChE est diminuée plus ou moins fortement selon la dose de RM048 sans

que cette oxime n’influence la vitesse de désensibilisation (200 ms).

00— ——

&
T
|

=
-
c
g
3 ACh M
2 \\ 3004 = 1uMRMD48
O 501 :
< \\ /
g \& 100 nM RMO048
T 254 \
3 X
4 IC50  1.549¢-005 \

1] or ™y Ty o my o oy ]

10-* 10 10% 107 10% 105 104 10° 102

RM048 (M)

Figure 135. A gauche, Inhibition dose-dépendante du courant cholinergique par I'oxime RMO048 chez des ovocytes de X. laevis exprimant le
nAChR humain de type a7 (amplitude du pic du courant enregistrée a un potentiel imposé de -60 mV en présence de concentrations
croissantes de RM048 ; les pics d’amplitude ont été normalisés contre des courants évoqués par 100 uM ACh soit la ECso) ; A droite, Effet de
l'oxime RMO048 sur le nAChR humain de type a7 (temps d’incubation : 5 s ; en vert : courant évoquée par 100 uM ACh ; en rouge : 100 nM
de RMO048 ; en bleu : 1uM RM048)

Ce résultat peut étre expliqué par la nature méme de ces récepteurs. En effet, le nAChR ne peut pas

constamment étre ouvert en présence d’ACh, ce récepteur se désensibilise en environ 200 ms. En cas

d’absence de désensibilisation (présence de toxine agoniste), la mort est inévitable.509510

Bien que ces résultats soient préliminaires, ils indiquent que le RM048 et le GM415 sont des antagonistes
desnAChR a7. A plus long terme, I'effet sur les récepteurs muscariniques M1, beaucoup plus abondants

au niveau du SNC, sera évalué.

II1.2. Evaluations ex vivo — Bioépurateurs pseudo-catalytiques

Les JR595 et GM415 ont été évalués en tant que bioépurateurs pseudo-catalytiques du fait des bons
résultats de réactivation obtenus in vitro (efficacité de réactivation et affinité élevées). En effet, ces
oximes et les cholinestérases natives présentes dans le sang humain pourraient établir un cycle
catalytique d’hydrolyse des NOPs par conjugaison rapide de ceux-ci avec les AChEs érythrocytaires et

les BChEs plasmatiques suivie d'une hydrolyse assistée par ces oximes.

La récupération de I’activité cholinergique globale par les oximes a donc été évaluée sur le sang humain
en présence de différents NOPs (VX, sarin, cyclosarin et paraoxon - Figure 136). Le JR595 permet une
récupération de plus de 80% de I'activité cholinergique en 5 a 15 min en fonction de la concentration de
NOP ; a I'exception du cyclosarin ou 60 min sont nécessaires. Cette récupération lente dans ce dernier
cas est explicable du fait que plus de 80% de I'activité cholinergique est originaire des hAChEs et que le

JR595 réactive faiblement in vitro les hAChEs inhibées par le cyclosarin. Dans le cas d'un exces de
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paraoxon 50 fois plus important, le JR595 permet une récupération de 40 % de 1’activité cholinergique.
Comparée au JR595, le GM415 permet une réactivation beaucoup plus lente, n’atteignant le maximum
de récupération qu’au bout de 40 a 60 min. Ceci est cohérent car GM415 présente un k- in vitro plus
faible. A noter que les deux oximes testées permettent d’atteindre in fine des taux de réactivation

indépendants de la quantité de NOPs présent dans le cas du sarin, du cyclosarin et du VX dans le cas

du JR595.
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Figure 136. Récupération de I'activité cholinergique dans le sang humain empoisonné au NOPs (symbole plein, 0.7 uM ; symbole vide : 3.4

uM) et traité par le JR595 (1 mM, en rouge) et le GM415 (1mM, en vert)

Ces deux oximes testées lors de 1’étude de dégradation dans le sang humain montrent des capacités de
réactivation supérieures a d’autres études ex-vivo similaires.’$3185511 [’avantage dans notre cas est que
les cholinestérases utilisées sont natives et non pas issues de mutagénese dirigée. Bien que ces résultats
puissent étre améliorés, ils montrent la capacité ex vivo de ces composés a réactiver les enzymes
humaines et apportent une preuve de concept quant a l'utilisation des 3-hydroxypyridines aldoximes

dans des systemes de bioépurateurs pseudo-catalytiques.

II1.3. Evaluations in vivo

II1.3.1. Pharmacocinétique et indice de protection du RM048

Chapitre 2 : Développement de réactivateurs non-chargés incorporant une morpholine, une diethylamine ou une 162

tétrahydrosisoquinoléine en ligand du site périphérique



La pharmacocinétique a été étudiée par le Dr Guilhem Calas (IRBA) qui a développé un protocole
spécifique aux réactivateurs. En effet, le protocole classique consiste a doser la quantité de réactivateur
(uPLC) présent dans les échantillons sanguins de 'animal model sain a intervalle de temps régulier.
Outre la nécessité d’utiliser des outils d’analyse sensibles, cette méthode nécessite des volumes de sang

importants et ne sont pas reproductibles d'un laboratoire a I’autre.

Le Dr Guilhem Calas a développé une méthode innovante permettant, d'une part, une ponction plus
faible de sang (15 uL) mais aussi de quantifier la présence d’oximes en procédant a un test de
réactivation in vitro sur la FAChE préalablement inhibée par le VX (Figure 137).53 Le sang ponctionné
est héparinisé (évite la coagulation du sang) puis centrifugé afin de récupérer le plasma contenant le
réactivateur. Préalablement soumis a un traitement thermique, dénaturant ainsi les cholinestérases
présentes dans le plasma de la souris (56°C, 30 min), ce plasma résultant est mis en présence d’AChE
humaine inhibée par le VX. Apres incubation (37°C, 30 min), l’activité de la hAChE est mesurée (test
d’Ellman) et comparée au controle (#AChE + oxime — correspondant a une valeur théorique de 100% de
réactivation). La concentration d’oxime est alors déterminée par l'équation %E,eq., = 100.(1 —

ek 1018y ol k est la constante bimoléculaire apparente (UM-min-) et ¢, le temps d’incubation (ici 30
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Figure 137. Evaluation de la pharmacocinétique sur la souris

A partir de la courbe pharmacocinétique, trois constantes essentielles sont déterminées :
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- Le %React max, qui représente le pourcentage de réactivation maximal.
- Le tmax, qui représente le temps necessaire pour atteindre le %React max

- Le MRT (Mean Residence Time) qui représente le temps de résidence moyen, calculé par

AUM . .
¢ (avec AUC : aire sous la courbe; AUMCc : aire sous la courbe

I"équation suivante : MRT =
Auc

dérivée).
La pharmacocinétique du RM048 a donc été évaluée suivant la méthode innovante du Dr Guilhem
Calas, sur la souris empoisonnée au Paraoxon. Les différentes formes (amine libre, chlorhydrate et

methanesulfonate) du RMO048 ont été testées et les constantes pharmacocinétiques ont été déterminées

(Tableau 52).

Les temps de résidence moyens sont compris entre 14 et 20 minutes, suggérant que les vitesses de
diffusion ainsi que la clairance sont plus importantes pour le RM048 comparées a la 2-PAM et au HI-6
(la 2-PAM étant considérée comme la meilleure oxime pour la protection in vivo contre une intoxication
au paraoxon chez la souris). Le pourcentage de réactivation du RM048 sous ses trois formes est inférieur
a ceux obtenus pour le HI-6, mais ils sont équivalents voire supérieurs a la 2-PAM. Le tmax du RM048
change selon sa formulation : sous forme neutre ou chlorhydrate, le tmax est plus important comparé a
la 2-PAM et au HI-6, illustrant une entrée dans le compartiment sanguin plus lente ; sous forme de sel
de mésylate, le tmax est diminué d’un facteur 1.3 a 1.5 comparée a la 2-PAM et au HI-6 respectivement,

démontrant que la forme mésylate a un apport non-négligeable sur la biodisponibilité in vivo.

Oxime Dose (umol/kg) MRT (min) tmax (min) React max (%)
RMO048 100 14+1 75+25 48,5+7,0
RMO048 HCI 100 14,5+2 6 48,7 +3,4
RM048 MeSOsH 100 20,5+6 35+1,2 59,1+12,6
HI-6 100 451+1,4 58+0,3 117,7 2,2
2-PAM 100 31+£3 4,5+05 51%2

Tableau 52. Pharmacocinétique du RMO048 neutre ou sous forme de sel sur la souris exposée au paraoxon

LDso NoP

Les indices de protection (ratio ) lors de l’exposition au paraoxon des souris ont été

Dso NOP + oxime

mesurés (Figure 138). Le GM113 sous la forme chlorhydrate permet une protection supérieure au HI-6
mais inférieure a la 2-PAM, illustrant 'apport de la formulation en comparaison avec la précédente
étude (IP = 1.08).4%° Concernant le RM048, 'apport de la formulation est nettement appréciable puisque
que l'indice de protection du RMO048 sous forme neutre, déja supérieure a la 2-PAM, est multiplié par

un facteur 1.7 et 2 pour la forme chlorhydrate et mésylate respectivement.
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Figure 138. Indice de protection des réactivateurs sur la souris exposée au paraoxon

Sur la base de ces résultats tres prometteurs obtenus avec le RM048 sous forme de methansulfonate,
I'effet sur la survie des souris exposées au paraoxon, au NIMP et au NEMP a été mesurée avec apport
ou non d’atropine dans le traitement (Tableau 53). La présence d’Atropine permet une augmentation
drastique des taux de survie avec ou sans traitement par un réactivateur. Ce phénomene bien connu est
d, d'une part a l'effet anti muscarinique de cette molécule, et d’autre part, a un probable effet
synergique avec les réactivateurs.>2 Les protections offertes par le mésylate de RM048 au paraoxon sont
exceptionnellement élevées surpassant 'ensemble des réactivateurs de référence. Lors de 1'exposition
au NEMP, le mésylate surpasse aisément la 2-PAM et est équivalent a I’obidoxime et au HI-6. Cependant

dans le cas du NIMP, les indices sont supérieurs a ceux de la 2-PAM mais restent inférieurs a ceux du

HI-6.

Réactivateurs Sans atropine Avec atropine (10 mg/kg)
Paraoxon NEMP NIMP Paraoxon NEMP NIMP
%) 1 1 1 2,43 1,83 1,7
2-PAM 2,58 1,43 1,07 4,95 4,03 2,04
HI-6 1,6 3 2,63 43 7,63 7,03
RM048 MeSOsH 6,1 2,56 1,27 14,23 6,57 3,87
Obidoxime 3,79 2,27 2,85

Tableau 53. Indice de protection des différents réactivateurs sur les souris exposées aux NOPs

Bien que les données in vivo soient nuancées, les capacités a protéger contre une intoxication au
paraoxon du RM048 sous forme de mésylate surpassent aisément celle de la 2-PAM voire celle du HI-6
et sont équivalentes au HI-6 et a 'obidoxime dans le cas d'une intoxication au NEMP La poursuite du

développement de cette molécule, plus facile a obtenir que son analogue en C4, est en cours.

II1.3.2. Pharmacocinétique et distribution dans les tissus du JR595

Les études de distribution du JR595 dans les tissus sur la souris sont actuellement en cours. Les données

ne sont pas disponibles pour le moment mais seront présentées lors de la soutenance.
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II1.3.3. Apport de I'encapsulation : le cas du GM415

A Timage de ce qui a été fait avec la 2-PAM,3% le GM415 a été encapsulé seul et avec la 2-PAM dans
des nanoparticule par I'équipe du Dr Tatiana Pashirova (Institute of Organic and Physical Chemistry,
Kazan) et cette forme galénique évaluée in vivo sur le rat avec comme objectif une délivrance au SNC.
Ces nanoparticules (SLN: solid lipid nanoparticule), sont biocompatibles (faible toxicité),
biodégradables, stables dans le sang, et présentent des capacités d’encapsulation véritablement
intéressante (98% d’efficacité d’encapsulation, quantité encapsulée, possibilité d’encapsuler deux

molécules dans le cas de SLN mixtes aqueuses/lipidiques).

Le GM415 a donc été encapsulé seul et en présence de 2-PAM (Tableau 54). Le GM415 est encapsulé

avec une efficacité de 52 a 63% et une charge de 3 a 4 % massique.

Formulation Efficacité d’encapsulation (%) Capacité de chargement (%)
2-PAM GM-415 2-PAM GM-415
GM415-SLN - 52+2 - 3.5+0.1
2-PAM+GM415-SLN 94.7+2 63.13 6.3+0.1 4.240.2

Tableau 54. Efficacité et capacité d’encapsulation des SLNs

La stabilité de ces nanoparticules a donc été évaluée sur une langue période (10 mois — 4°C). Elles se
sont révélées extrémes stable, les parametres physiques n’ayant que tres peu varié (diametre

hydraulique, Dh ; indice de polydispersion, IPd; potentiel Zeta, PZ - Tableau 55).

Formulation +24h +10 mois
Dh, nm IPd PZ, mV Dh, nm IPd PZ, mV
Empty SLN 68+13 0.2620.01 -55+1.5 - - -
GM415-SLN 106+19 0.38+0.02 -30.0+0.7 106+19 0.39+0.1 -19.2+0.5
2-PAM+GM415-SLN 164+23 0.61+0.02 -25+5 106+16 0.49+0.2 -10.3+0.3

Tableau 55. Stabilité physique des SLNs

La libération des réactivateurs a été étudiée in vitro dans un premier temps (Figure 139). Pour libérer
50% de réactivateur, 48 minutes sont nécessaires pour le GM415 contre 14 min pour la 2-PAM. De la
méme fagon, 10 heures sont nécessaires a la libération totale des nanoparticules contre 1Th30 pour la 2-

PAM.
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Figure 139. Libération des oximes in vitro

La pharmacocinétique du GM415 libre (injection monodose, 5 mg/mg, iv.) comparée au GM415
encapsulée (5mg/kg) a été étudiée aussi bien dans le plasma que dans le cerveau (Figure 140). La
concentration dans le cerveau est beaucoup plus haute lors de l'utilisation des nanoparticules, illustrant
I'apport certain de cette technologie. La pharmacocinétique est décrite par un modele a deux
compartiments selon 1'équation [0X], = Ae=% + Be #¢ ol « et B sont les constantes cinétiques de la
distribution et de I'élimination respectivement (t : temps). Etant donné que la phase de distribution est
tres rapide, seule la phase d’élimination a été étudiée. Le temps de demi-vie d’élimination du GM415
sous forme libre est de 18 min (24 min pour la 2-PAM) tandis que pour le GM415 encapsulé,

I’élimination est 8.5 fois plus lente (154 min).
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Figure 140. Evolution de la concentration du GM415 libre (2) et encapsulé (1) dans le plasma (a droite) et dans le cerveau (a gauche).

Le pourcentage de réactivation des AChEs dans le cerveau des rats exposés au paraoxon (0.8 LD50 soit
600 ug/kg, ip) puis traités au GM415 libre ou encapsulé (5 mg/kg) a été mesuré a intervalle de temps
régulier (Figure 141). Dans le cas du GM415 libre, le pourcentage maximal de réactivation est atteint au
bout de 30 minutes (7 %) et diminue du fait de I'élimination rapide du GM415 libre. A contrario, le
GM415 encapsulé, permet une réactivation non négligeable au bout de 3h (20 %) jusqu’a atteindre un
maximum de 30 % au bout de 5 h. Ce lapse de temps entre le début de I'expérience et le maximum de

la réactivation est due au relargage lent du GM415.
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Figure 141. Réactivation des AChEs centrales de rats exposés au paraoxon par le GM415 libre (a droite) et encapsulé (a gauche)
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Afin de pallier cette absence de réactivation en début d’expérience, 'utilisation de SLNs mixtes
incorporant a la fois la 2-PAM et le GM415 a donc été étudié (Figure 142). L'utilisation de ces deux
oximes permet d’atteindre dés 30 min 10 % de réactivation. Aubout de 5 h, le maximum de réactivation

est de 35 % illustrant un effet synergique des deux oximes dans la réactivation.
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Figure 142. Réactivation des AChEs centrales du rat exposé au paraoxon et traité par les SLNs contenant la 2-PAM et le GM415

Ces taux de réactivation au niveau central sont inédits et illustre la viabilité des réactivateurs neutres et
de I'encapsulation. L’ensemble de ces résultats ont été soumis au journal ACS Nano (facteur d’impact =

13.942).

Une autre étude est en cours concernant le GM415 chlorhydrate. Les résultats sont a I'heure actuelle

indisponibles.

IV. Conclusion du Chapitre 2

L’objectif de cette premiere partie était d’optimiser les syntheses a 1’échelle du gramme pour les
réactivateurs RM048, JR595, GM113, GM415 et CG193 déja développés en vue de poursuivre leurs
évaluations in vitro et in vivo. Des études in silico et ex vivo de prédiction de passage de la BHE ont

également été réalisés.

Les syntheses a I'échelle du gramme ont nécessité 1'optimisation des premieres étapes pour I'obtention
quantitative de I'intermédiaire 4 et limiter les étapes de purification par chromatographie sur gel de
silice. Cette optimisation a permis une augmentation importante du rendement (quasi-quantitatif selon
I'opérateur) comparé a la précédente procédure qui permettait de n’obtenir I'intermédiaire 4 qu’avec
un rendement modeste de 37 % sur 3 étapes. A I'exception du GM113 et du CG193, tous les rendements
de réaction ont été améliorés y compris pour le JR595. Enfin la préparation de sels (chlorhydrate,

methanesulfonate et trifluroacétate) a pu étre mise en ceuvre pour 'ensemble des réactivateurs.

L’évaluation in silico et in vitro du passage de la BHE s’est révélée positive pour I'ensemble des oximes

a 'exception du GM113.

Chapitre 2 : Développement de réactivateurs non-chargés incorporant une morpholine, une diethylamine ou une 148

tétrahydrosisoquinoléine en ligand du site périphérique



Evalués par 1'équipe de Zrinka Kovarik sur les véritables NOPs, les JR595, GM415 et RM048 se sont
révélés bien plus efficaces que les oximes actuellement sur le marché. L'utilisation du JR595 en tant que
bioépurateur pseudo-catalytique a donné des résultats dépassant nos espérances et constituant une

avancée réelle dans le domaine de la prophylaxie.

Le RMO048 et le GM415 agiraient aussi au niveau des récepteurs nicotiniques, élargissant ainsi leurs
champs d’action dans le cadre de la réduction de la phase cholinergique aigué subséquente a un
empoisonnement aux NOPs. Bien que ces résultats soient préliminaires, ils ouvrent la voie au
développement de réactivateurs dits « Multi-Target » agissant aussi bien sur 'AChE que sur les

récepteurs nicotiniques voire muscariniques.

En outre, ces oximes sous forme de sels permettent une amélioration sensible de la survie in vivo,

illustrant I'importance de biodisponibilité sur les capacités de réactivation et de protection.

Enfin, I'apport de I'encapsulation du GM415 en combinaison avec la 2-PAM permet d’atteindre des

pourcentages de réactivation au niveau du SNC encore jamais rapporté dans la littérature (35 % en 3h).

L’ensemble de ces résultats vont faire I'objet de plusieurs publications dont une acceptée a Chemistry,
a European Journal et une soumise a ACS Nano. Ces deux publications sont présentées a la fin du
manuscrit. Une troisieme publication sur I'évaluation de I'indice de protection du RMO048 in vivo est en

cours de finalisation.

En perspective de ce chapitre, il serait interessant d’étudier également le comportement de ces
molécules sous forme chargées de maniere permanante a I'image des travaux de Chambers et coll. 3>
39 un premier teste de compatibilité synthétique (substitution, hydrogenation catalytique) a été effectué

sur les precurseurs du RM048 avec succes (Figure 143).
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Figure 143. Acces aux analogues chargés de maniere permaneante

Ce chapitre a permis de valider la structure de ces réactivateurs possédant une amine tertiaire (cyclique
ou aliphatique) et la fonction 3-hydroxypyridine aldoxime reliées entre elles par un bras espaceur d’une
longueur de 4 ou 5 atomes de carbone. Sur la base de ces résultats prometteurs, le chapitre suivant
présentera les travaux réalisés afin de compléter cette famille de réactivateur avec l'incorporation de

différents motifs aminés inédits.
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CHAPITRE 3 : CONCEPTIONS, SYNTHESES ET
EVALUATIONS BIOLOGIQUES DE REACTIVATEURS
NON-CHARGES INCORPORANT UNE AMINE CYCLIQUE

EN TANT QUE LIGAND DU SITE PERIPHERIQUE






I. Introduction

Auvu des trés bons résultats obtenus avec les dérivés de lamorpholine et de la tétrahydroisoquinoléine,
cette seconde partie de ma these a été consacrée a élargir la famille de réactivateurs incorporant une

amine protonable comme ligand du site périphérique.

Le choix des différentes amines s’est fait par la nécessité, d’une part, d’améliorer I'affinité du
réactivateur avec I’AChE phosphorylée et cela en maximisant la possibilité d’avoir des interactions
fortes, mais réversibles, du ligand avec le site périphérique de 'enzyme. Ce dernier étant composé en
majorité de résidus aromatiques, les interactions de type m-stacking et m-cation sont envisageables.
D’autre part, les propriétés physico-chimiques des réactivateurs doivent étre améliorées. En effet, il
s’agit d’avoir une substance parfaitement hydrosoluble dans les milieux biologiques mais aussi
suffisamment lipophile pour que cette substance soit capable de traverser la BHE par passage passif

dans un premier temps.
Quatre types d’amines ont donc été envisagés (Figure 145) :

- Des amines non-commerciales dérivées des carbamazépines, anti-épiléptiques connus pour

posséder une activité au niveau du SNC (structures A) ;

- Des amines analogues a la tétrahydroisoquinoléine, a 'image des GM113 et GM415, en vue

d’une simplification structurale et d’une étude SAR (structures B) ;

- Des amines cycliques simples et commerciales dérivées de la pipéridine a I'image du JR585

(Chemistry — A European Journal DOI : 10.1002/chem.201801394 - structures C)*! ;

- Enfin, inspiré par les motifs régulierement retrouvés en chimie médicinale,5'3-5'5 des pipérazines
dont les pKa varient (de 0 a 10) et dont la diversité structurale permettrait de compléter I'étude

SAR (structures D).
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Figure 145. Structures envisagées dans ce chapitre
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Chacun de ces groupes de réactivateurs feront 1'objet d’une argumentation quant a leur conception et
les syntheses seront également présentées en détails. Afin de faciliter la lecture, les résultats des

évaluations in vitro et, lorsque cela est possible, in vivo seront présentés dans chacune des sous-parties.

II. Incorporation de dérivés des carbamazépines

La carbamazépine et I’oxcarbazépine sont des substances médicamenteuses utilisées dans le traitement
des épilepsies et des troubles bipolaires (Figure 146).510516 Elles se caractérisent par la présence d’une
dibenzo|b,flazépine et d'un carbamate. Ces molécules agissent au niveau du SNC en bloquant les
canaux sodiques et donc I'induction du potentiel d’action dans les synapses. De structure simple (MW
< 250 g/mol), ces molécules présentent une forte lipophilie (1.8 < log P < 2.7) et se distribuent
principalement dans le cerveau et les tissus lipidiques. Ces molécules ont servi d’inspiration a la

conception de ligands inédits pour de nouveaux réactivateurs non-chargés.
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Figure 146. Structures des ligands envisagés (en rouge, les ligands prioritaires de cette étude) inspirés de la Carbamazépine et de
I'Oxcarbazépine
Afin d’obtenir une amine protonable a pH physiologique affine pour le site périphérique de I'AChE, la
structure aromatique a été conservée mais 1’amine a été déplacée en position benzylique (Figure 146).
Grace a ce changement, les pKa simulés de 'amine sont compris entre 7 et 8, et a pH physiologique, les
proportions d’amines sous forme protonée ou neutre seraient équivalentes. La structure plane et la
lipophilie de ces ligands sont tres élevées et permettraient a priori un passage de la BHE plus aisé.
Néanmoins, cette structure planaire pourrait étre problématique en raison d’effets secondaires
potentiels (intercalant de I'ADN, tératogénese). Cependant en 1'absence d’outil de prédiction ADMET
au laboratoire et s’agissant d’un traitement ponctuel d'urgence, si ces réactivateurs se révelent actifs,
I'utilisation de ces molécules fera, comme tout médicament, 1'objet d’une étude bénéfice-risque a plus

long terme.
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Bien que I'hydrosolubilité puisse étre limitée, 'ajout de groupement hydro-solubilisant peut étre
envisagé a plus long terme, sans aucune conséquence sur les valeurs de pKa. Les noyaux aromatiques
ainsi que la présence d’une amine facilement protonable en milieu physiologique permettraient de tres
fortes interactions de type m-mt et cation-m avec le site périphérique de I’AChE, riche en résidus

aromatiques.

Cette partie sera donc consacrée a 1'étude in silico de ces potentiels réactivateurs ainsi qu’au
développement de leurs synthéses. Pour des raisons de clarté et de concision, les résultats seront
présentés uniquement pour les amines pour lesquelles les travaux sont les plus aboutis, dont les

structures ont été mises en évidence dans la Figure 146.

I1.1. Conception in silico

Parmi les multiples possibilités envisagées, quatre amines ont été sélectionnées avec comme critere
essentiel leur pKa, leur log P, leur affinité in silico avec la mAChE inhibée par le VX ainsi que leur acces

synthétique (Figure 147).
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Figure 147. Structures des réactivateurs envisagés

Dans un premier temps, une étude d’amarrage moléculaire statique a été effectuée a partir du fichier
PDB de la mAChE inhibée par le VX (code PDB : 2Y2U). Ce fichier a été préparé en utilisant le logiciel
AutodockTools.?7518 Ensuite, la taille et la position de la « boite » (a I'intérieur de laquelle des différentes
conformations et interactions seront étudiées) est définie par un ensemble de coordonnées (x, y, z). Cette
étape est cruciale au bon déroulement de I'étude : en effet, une boite trop grande allongerait les temps
de calculs tandis qu'une boite trop petite limiterait le nombre de conformations possibles du ligand. Les
réactivateurs étudiés ont été préalablement générés en utilisant ChemBioDraw (13.0) et leurs énergies
ont été minimisées en utilisant le logiciel ChemBio3D (13.0). Cette minimisation a été réalisée en utilisant
le champ de force MMFF94 (Merck Molecular Force Field — 100 000 itérations) et a permis d’obtenir la

conformation du ligand la plus stable. Apres génération des fichiers pdbqt des ligands et de I’enzyme
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par le logiciel AutodockTools, I'étude d’amarrage est réalisée a I'’aide du logiciel AutoDock Vina.>!® Les
résultats obtenus se présentent sur la forme d’un fichier pdbqt présentant les 10 conformations les plus
stables de la molécule dockée dans 1’enzyme ainsi qu'un fichier texte présentant les énergies de liaison

exprimées en kcal/mol de ces 10 conformations.

Les différentes amines ont été dockées avec un espaceur a 4 chainons (Figure 148 - Figure 149). Les
structures comportant la  2,3-dihydro-1H-benzo[d,e]isoquinoline (35-36) et la 5,6,7,12-
tetrahydrodibenzo[¢ flazocine (39-40) ont un mode de liaison trés proche : les noyaux aromatiques
interagissent par m-stacking avec le Trp286 du site périphérique, I'amine protonée interagit avec la
Tyr341 (cation-m) et la pyridine est stabilisée par le Trp86 du site cation-m. La molécule comprenant la
6,7-dihydro-5H-dibenzo[c,e]azepine (37), en plus des interactions précédemment décrites, interagit avec
la Phe295 par mt-stacking. Enfin concernant le réactivateur portant I'isoindoline comme ligand du site
périphérique (41), la faible taille de ce ligand induit de nombreuses conformations inversées de la
molécule dans le site actif avec le motif indoline dans le site catalytique de I'enzyme (interaction avec le
Trp-86) et la fonction réactivatrice de le site périphérique (interaction avec le Trp-286). Malgré cela, les

formes productives présentent les mémes interactions que précédemment.

AE =-11.2 kcal/mol AE = -10.2 kcal/mol

Figure 148. Conformations proposées des réactivateurs 35 (gauche) et 37 (droite) ; conformation prédominante — Docking statique - visualisé

sur Pymol (version 2.0.7) dans la mAChE inhibée par le VX.
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AE = -10.9 kcal/mol AE =-9 4 kcal/mol

Figure 149. Conformations proposées des réactivateurs 39 (gauche) et 41 (droite) ; conformation prédominante — Docking statique - visualisé
sur Pymol (version 2.0.7) de la mAChE.

Néanmoins ce type de docking statique présente des limitations notamment lorsque 1'enzyme possede

une certaine flexibilité. C’est le cas pour 'AChE dont les précédentes structures cristallographiques

obtenues par diffractions des rayons X démontrent une flexibilité conformationnelle de nombreux

acides aminés notamment au niveau des chaines latérales de certains résidus aromatiques présents au

niveau du site périphérique et de la gorge.111255259519-521

Un docking flexible a donc été mis en place afin de mieux appréhender les différences de conformations.
Celui-ci consiste a dissocier I'enzyme en deux parties distinctes : la partie rigide qui reste statique et la
partie flexible contenant les résidus susceptibles de bouger (Trp86, Trp286, Tyr341, Tyr124, Tyr337). Les
oximes sont préparées de la méme maniere que précédemment. Etant donné les calculs longs (2h30
contre 1min30 en statique) qui nécessitent un matériel informatique trés performant (idéalement 8
CPUs), seuls les réactivateurs a 4 et 5 carbones incorporant la 2,3-dihydro-1H-benzo[de]isoquinoline (35-
36) et la 6,7-dihydro-5H-dibenzo[c,e]azepine (37-38) en tant que ligand du site périphérique ont été
étudiés (Figure 150).
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La Figure 150 (a droite) illustre la mobilité des résidus notamment pour le Trp286 et le Trp86 qui

présentent des conformations avec une rotation pouvant aller jusqu’a 90° s’adaptant ainsi a la structure

et la taille du ligand étudié.
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Figure 150. Conformations les plus stables obtenues lors des dockings flexibles de 38 (gauche) et 35 (centre) ; conformations des résidus

observées lors des dockings flexibles (droite) visualisées sur Pymol 2.0.7.

L’influence de la longueur du bras de I'espaceur (3 a 6 atomes) a également été étudiée sur 'ensemble
des amines choisies en docking statique. Les valeurs d’énergies de stabilisation ainsi que les distances
caractéristiques des interactions importantes sont présentées dans le Tableau 56 avec comme exemple
d’amine étudiée la 2,3-dihydro-1H-benzol[d,e]isoquinoline. Bien que les énergies de liaison calculées
soient tres semblables, les molécules incorporant 4 a 5 carbones dans le bras espaceur présentent
beaucoup plus de formes productives (oxime pointant vers le phosphore de la serine) que leurs
analogues a 3 et 6 chainons. Aussi, les interactions de type m-stacking et cation-t avec le site
périphérique sont présentes tout en permettant un bon positionnement de I'oxime dans le site actif.
Enfin la distance idéale entre I'oxime et le phosphore est comprise entre 4 et 5 A. Seule la molécule a 5

chainons respecte cette distance, bien que I'oxime ne soit pas en position optimale.

Espaceur Energie de Distance Distance Distance Distance Oxygene de Nombre de formes
stabilisation  aromatique NH+/ pyridine/  1l'oxime / phosphore de productives
(kcal/mol) [ Trp286 (A) Tyr341(A)  Trp86 (A) la Ser203 (A)
propyl -11.8 5.6 2.7 4.2 5.1 2/10
Butyl -10.9 4.7 3.1 4.4 5.5 4/10
Pentyl -115 4.9 6.0 4.4 4.0 7/10
hexyl -11.3 44 4.0 4.6 3.9 2/10

Tableau 56. Influence de la longueur de 'espaceur sur I’énergie de stabilisation et le positionnement des réactivateur incorporant la 2,3-

dihydro-1H-benzold,elisoquinoline
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Afin de mieux appréhender les caractéristiques des réactivateurs, les parameétres physico-chimiques ont
également été simulés et comparés aux valeurs maximales conseillées, afin de prévoir la probabilité de
passage passif au travers la BHE. Les différentes valeurs obtenues pour les réactivateurs 36, 38, 40, et 42
sont illustrées dans la Figure 151 Les molécules 36, 38 et 42 remplissent 'ensemble des critéres. A
contrario, la molécule 40 présente une lipophilie légerement plus élevée que la valeur recommandée (5).
Cependant, avec bras espaceur plus court d'un atome de carbone (39), les critéres sont également

respectés.

MW/100

0

RB

HAB LogP

HDB PSA/10

Figure 151. Radar des propriétés physicochimiques des réactivateurs envisagés (en rouge, 36 ; en jaune 38 ; en vert, 40 ; en bleu 42 ; en noir,
valeurs maximales conseillées)
Les scores CNS-MPO ont été calculés (Tableau 57), cependant la forte lipophilie de ces molécules
traduites au travers des LogP et cLogD, deux facteurs intrinsequement liés et pris en compte dans le
calcul, amoindrit ce score CNS-MPO pour "ensemble des molécules. Bien que ces scores MPOs ne soient
pas dans la fourchette idéale (4 <), il est important de relever que d'une part, les facteurs sont d’égales
importances et que le score est issu d"une étude statistique (dont les extrémes sont ignorés pour ne pas
créer de biais), d’autre part, plus de 16% des médicaments CNS+ sur le marché présentent un score

compris entre 3 et 4.47

Molécules CNS_MPO score Molécules CNS-MPO score
35 4.02 39 3.29
36 3.69 40 3.10
37 3.62 41 4.02
38 3.33 42 3.69

Tableau 57. Score CNS-MPO des molécules 35 a 42

Les évaluations in silico étant globalement favorables, les synthéses des réactivateurs ont donc été

entreprises.
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I1.2. Synthése des réactivateurs inspirés des carbamazépines

Différentes voies de synthese ont été développées (Figure 152) : une voie de synthese linéaire, a 'image

du GM415, et une voie de syntheése convergente, a I'image du GM113.

Hydrogenation
Ester reduction -
Oxime generation Nucleophilic = OBn
= OH Substitution |
— — X, 0}
Amine N | _NOH . // N
n N Amine HO o
1 n 14 ~
Sonogashira n=2-3
cross-coupling
BnO SN P
oo M + AmineW
N Br n
O 4a 5

Figure 152. Rétrosynthéses envisagées

I1.2.1. Voie de synthése classique — synthése des amines libres

La premiere voie de synthese est identique a celles employées pour le RM048 et le GM415 et nécessite
de disposer des amines libres (Figure 153). Les efforts ont été consacrés a 1’obtention des amines 43, 44

et 46 essentiellement. La méthode de synthese de I'amine 43 a été utilisée pour les autres cibles

B9 P g

43 44 45 46

Figure 153. Amines libres désirées

synthétiques.52

La premiére étape de la synthese des amines libres (Figure 154) consiste en la formation des imides a
partir des anhydrides associés par réaction avec la benzylamine pour donner les adduits correspndants.
Les imides sont alors réduits en amine benzylée puis 'amine cyclique déprotégée est obtenue par

traitement a I'éthyle chloroformate puis a 'hydrazine.

Des trois amines désirées, seule 'amine 43 a été obtenue, avec un rendement global de 73 % sur trois
étapes. Cette amine libre est sensible a la lumiére, a I'oxygene et a la température et se dégrade méme
lorsque des conditions de stockages rigoureuses sont employées. La forme chlorhydrate est aussi

instable que la forme libre.

Concernant I'obtention de I'amine 46, la synthese a échoué lors de la N-débenzylation de I'intermédiaire
56, probablement du fait de la réactivité du produit désiré, en effet, le traitement a '’hydrazine couplée

a des conditions non-inertes et non-anhydres génére probablement du phtalhydrazine a 'image de la
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synthese de Gabriel. Une tentative de réduction du phtalimide en présence de BHs.Me:S a aussi échoué.
Face al'impossibilité de générer cette amine et en prenant compte les études in silico menées, cette amine

a été abandonnée.

Concernant la 5,6,7,12-tetrahydrodibenzo[cflazocine (44), malgré des conditions réactionnelles
identiques, la transformation de I'anhydride en imide benzylique 52 n’a pas été observée. A noter que
pour cette derniere amine, une voie de synthese alternative a été décrite en 2017, nécessitant plusieurs

biocatalyses.??

OO a; 92% OO b; 95% Oe ¢, d;84% OO

0“0 Yo o N o N N

Bn Bn H

48 49 50 43
. S G b . oed i i

O (0] o) (0] '}l (e} '}l '}l

Bn Bn H

51 52 53 44

a; 90% b; 82% ¢ d
—_— Rt i — —_—
o) o] o)

o ) N y

Bn Bn H

54 55 56 46

(a) BnNH, (1.05 equiv.), EtOH (0.15 M), 3h, reflux; (b) AICl, (4 equiv.), LAH (4 equiv.), THF (0.06 M), 0°C - rt; (c) Ethyl
chloroformate (1.3 equiv.), DCM (0.3 M), reflux,(d) KOH in ethylene glycol (26 equiv., 3.4 M), hydrazine monohydrate
(7.3 equiv.), 160°C, 4h

Figure 154. Synthéses des amines libres

Des tests de substitution nucléophile sur les alcools (avec ou sans noyau pyridine — 57a a 62a - Figure
155) préalablement activés (mésylate, tosylate, chlorure) dans différentes conditions (activation
thermique ou micro-onde, solvants différents) avec I'amine 43 n’ont pas permis d’obtenir le produit de
substitution (64-65) malgré la détection de sa présence lors des analyses MS (traces). Cette étude
méthodologique n’a pas permis de trouver les conditions permettant ’obtention du produit désiré. Cela
peut étre expliqué par la cinétique lente de la réaction de substitution nucléophile, par la faible
nucléophilie de 'amine 43, ainsi que son instabilité induisant une dégradation rapide, et des étapes de
purification tres difficiles. Aussi, I’amine libre se dégrade également lors du stockage malgré les
conditions de stockage rigoureuses (stockage sous atmosphere d’argon en absence de lumiere a -25°C).
Face a cette impasse, 'amination réductrice sur 'aldéhyde 63 avec I'amine 43 a été étudiée sans pour
autant permettre I'obtention de ’amine alkylée probablement due a I'instabilité des réactifs et donc

I'impossibilité de générer I'imine désirée in situ.
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57a, 58a, 59a;, K,CO, ‘ = |
ACN, refluy, N O\

‘ N z N

0

64

‘ 62a, K,CO,4
solvent, MW
NH ‘
43
g -
60a, 61a or 62a N \/\/
65

base, ACN, reflux

L base, AL, reflux
= OBn
> | O\
X z N X \/\///
) solvents: ACN, NMP, DMPU
57a X=MsO 60a X=MsO
58a X=Cl 6la X=Cl
59a X=TsO 62a X=TsO

NaBH(OAc); O

Swern, 89%
HO z — DeE O F
/\/\ O/\/\\\ e N \/\//
6a 63 65
Figure 155. Différentes tentatives d’alkylation de I'amine 39

Ces syntheses permettent de mettre en exergue, d’une part, la faible réactivité de ces amines et, d’autre
part, leur instabilité intrinseque. De ce fait, une autre approche beaucoup plus convergente a été tentée

ol le cycle aminé est généré avec le bras espaceur.

I1.2.2. Voie de synthése convergente

Tenant compte des précédents échecs, une voie de synthese beaucoup plus convergente a été envisagée.
Celle-ci consiste a générer les alcools (69, 71, 74) en position benzylique qui, par la suite, sont
transformées en bromure d’alkyle correspondant (70, 72, 75 - Figure 156). La double substitution
nucléophile en présence de I'espaceur aminé permet ’obtention de I’amine alkylée (75-78) de maniere
quantitative. En suivant cette stratégie, seul I'intermédiaire 74 n’a pas été obtenu. Apres ozonolyse, le
brut réactionnel contient un mélange de produit de départ et de mono et bis aldéhyde, et sa purification

n’a pas été possible.
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\\M/\ NaN, DMF \\M/\ PH, H,0 \\(\/)/\
OMs 80°C, 12h a N Et,0, 12h o, NH2

n

quant. 60%
n=1, 60b n=1, 66b n=1,67b
n=2, 60a n=2, 66a n=2,67a
OO LAH, THF OO PBr, or HBr OO
reflux, 5h 62-100%
07 o0 X0 quant. HO OH Br Br
a8 6 7
! LAH, THF l PBr; or HBr ]
e . — 2 e
O 0 reflux, 5h 60-100%
o) quant. OH Br
z OH Br
51 71 72
O
LAH, AICI, O O 0,/0;,NaBH o
Q THF, 0°C - rt MEOH
quant. HO OH E
66 73 74 |
Br Br
75

OO 67a or 67b, K,CO, O
ACN, reflux 2-12h N
, //Hn\/

70 n=1,76, quant.
n=2,63,79-100%

O 67a or 67b, K,CO, O

ACN, reflux 2-12h

b AN

72 n=1, 77, quant.
n=2,78, quant.

Figure 156. Génération des amines portant un bras espaceur

Le couplage de Sonogashira entre le précurseur de la fonction réactivatrice 4a et 'amine alkylée est la
réaction clef de cette synthese (Figure 157). Dans le cas des molécules 63 et 76, le couplage de
Sonogashira n’a pas permis I’obtention des produit désirés, seul le produit d’homocouplage, provenant
du couplage de Galser, a été obtenu et ne peut étre valorisé. Cependant dans le cas de la 6,7-dihydro-
5H-dibenzo[c e]azepine alkylée (78), le produit de couplage 81 a été obtenu avec un rendement modeste

de 30%, la purification étant difficile.
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Figure 157. Couplage de Sonogashira des molécules 63, 76 et 78
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Apres hydrogénation de I'intermédiaire 81, la molécule 82 a été soumis a la succession des trois réactions

déja mises en ceuvre pour les autres réactivateurs afin de générer l'aldéhyde a partir de l'ester

(protection du phénol sous forme d’éther sylilé, réduction de l'ester en aldéhyde, déprotection en

présence de TBAF - Figure 158). La derniere déprotection a été un échec, la basicité du TBAF ayant

provoqué la dégradation de la molécule désirée (clivage CHz — pyridine et N-CH2).

Pd(OH), H,
MeOH rt 12h
91%

82

O

)

1) TBSOTf, TEA, DCM, 0°C, 2h

2)D

IBAL-H, DCM, -78°C, 15 min

3) TBAF, THF, 0°C, 1.5 h

Figure 158. Vers l'obtention du réactivateur 38

HO/

|

| N N
(o]

)

Face a cet échec, une derniere voie alternative a été tentée (Figure 159). Elle consiste toujours en un

couplage de Sonogashira mais cette fois avec la pyridine portant un aldéhyde protégé sous forme

d’acétal (85). Malheureusement, le couplage a également échoué, seul le produit d’homocouplage est

observé par spectrométrie de masse.
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4a 84 85
d)
BnO N
0 I Z

TS0
)

(a) DIBAL-H, 15 min, -78°C, DCM, quant.; (b) Ethylene glycol, BF,.ET,O, MS 44, 0°C, 1h, DCM, quant.; (c)
ethylene glycol, APTS, MS 4A, reflux, 12h, 63%; (d) 77, PA(PPH,), - 5 mol%, Cul - 10 mol%, TEA/DCM (1/2), rt, 12h
Figure 159. Couplage de Sonogashira avec la pyridine-acétal 85

86

Bien que des voies de syntheése alternatives (Figure 160) puissent étre envisagées, ces cibles ont été
abandonnées vu les multiples échecs rencontrés et le manque de temps. Cependant, étant donné les

évaluations in silico, la synthese de ces molécules mériterait d’étre poursuivie au laboratoire.

BnO N BnO N BnO N
\ a) o | b), ¢), d) o |
A mmmememmmm—-- > O ">\ N mmmmeeeeee E
o) N </ N" N, LoH NN NH,
o o} o}
n n
85 n=3,86

n=2,87

HO ~ .
HoNe M _ Amine  <..8yD)
N n

(a) 6a or 6b PA(PPH,), - 5 mol%, Cul - 10 mol%, TEA/DCM (1/2), tt, 12h; (b) MsCl, 0°C, 1h, DCM; (c) NaN,, DMF,
60°C, 12h; (d) PPH,, H,O, THF, 12h; (€) 70, 72 or 75, K,COs, ACN, 2-12k; (f) H,, Pd(OH),, MeOH, rt, 12h (g) Formic
acid/H,O (1/1), rt; (h) AcONa, NH,OH.HCI, MeOH, rt, 3h

Figure 160. Alternative synthétique pour l'obtention des réactivateurs 35-42
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III. Incorporation d’analogues simplifiés de la PIQ

Du fait des échecs synthétiques rencontrés dans la génération de la famille précédente, I'incorporation
d’amines commerciales de structure plus simple a donc été envisagée. Sur la base du GM113 et du
GMA415, une simplification structurale de la PIQ et le changement de la position de 1'azote ont donc été

envisagés afin de vérifier I'influence de ces changements sur la réactivité de ces molécules (Figure 161).

\ojijg/;w — J00, = ¢, @fj

desired amine

Figure 161. Simplifications structurales de la PIQ

IT1.1. Conception in silico

Les réactivateurs incorporant les amines simplifiées de la PIQ (Figure 162) ont fait 1'objet d'une étude
d’amarrage moléculaire flexible telle que décrite précédemment et ces études ot été comparées aux

résultats obtenus pour le GM113 et le GM415.

©i> = | OH | N OH
NOH N NOH
N \N _NO N/ —
n n
n=2, 90 n=2, 92
n=3, 91 n=3, 93

Figure 162. Réactivateurs étudiés dans cette partie

A des fins de comparaisons, les conformations les plus stables obtenues lors des dockings flexibles des
molécules en C5 (91 et 93) ainsi que les GM113 (1 seul diastéréoisomere) et GM415 sont représentés dans

la Figure 163. Le mode de liaison est sensiblement le méme :
- Leligand du site périphérique est pris en sandwich entre le Trp286 et la Tyr124 ;
- Présence d'une liaison H entre I'ammonium et I'’hydroxy de la Tyr124 ;
- La pyridine est stabilisée par m-stacking avec le Trp86 ;
- La Tyr 341 interagit avec le bras espaceur via des interactions hydrophobes.

Dans le cas de la molécule 93, la distance de 1’oxime est loin d’étre optimale, ce qui peut étre expliqué
par l'interaction de la pyridine avec Trp337 provoquant un positionnement plus haut que ceux observés

dans le cas des autres molécules.
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TRPZ86

AE = -10.9 kcal/mol

TRP~286

AE = -9,7 kcal/mol AE =-9,5 kcal/mol

Figure 163. Conformations les plus stables obtenues lors des dockings flexibles du GM113 (haut, gauche), du GM415 (haut, droite), et des
molécules 90 et 93 (bas) visualisé sur Pymol (version 2.0.7)
Les parametres physicochimiques sont résumés dans le Tableau 58. Le retrait des groupements
methoxy du GM415 provoque une forte augmentation du pKa (= 7 a 9-10) dans le cas des molécules 90-
91. Les formes tautomeres diies a la présence des groupement methoxy expliquent cet abaissement du
pKa. Le changement de position de I'azote de la position benzylique (90-91) a la position phénylique

(92-93) provoque logiquement une diminution du pKa, le doublet d’azote étant en conjugaison avec le
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cycle aromatique. De ce fait, tres peu de formes protonées de ces molécules seront présentes a pH
physiologique. Afin de garantir une biodisponibilité suffisante, ces molécules devront faire 1’objet d'une
formulation. Concernant le passage de la BHE, les différents facteurs physicochimiques ainsi que les

scores MPO-CNS sont favorables.

. pKa Score
Molécule amtine MW RB HDB HAB LogP LogD PSA MPO-CNS
90 10.35 325.41 6 2 5 2.56 2.17 68.95 4.42
91 9.17 339.41 7 2 5 3.03 2.49 68.95 4.66
92 5.66 325.41 6 2 5 4.22 4.14 68.95 3.89
93 5.60 339.41 7 2 5 4.66 4.59 68.95 3.67

CNS+ max 10 450 8 3 7 5 - 70.00 >4

Tableau 58. Propriétés physico-chimiques simulées par MarvinSketch et Chemicalize.

IT1.2. Aspect synthétique

Cette partie sera consacrée a la synthese des réactivateurs présentés précédemment. Dans un premier
temps, l'incorporation de la tétrahydroquinoléine sera présentée suivi de lincorporation de la
tétrahydroisoquinoléine. A noter que les rendements présentés ne sont pas optimisés. Lorsque
différentes méthodologies ont été employées, le meilleur rendement de chaque étape sera pris en
compte dans le calcul du rendement global. Enfin, ces molécules ont été isolées sous forme de sels de
trifluoroacétate caractérisés par RMN 'H et 18F. La proportion de TFA par rapport au réactivateur a été
déterminée en RMN ®F par un étalonnage interne utilisant PhCFs. En effet, étant donné le caractere
extrémement hygroscopique de ces molécules rendant I'analyse élémentaire ardue, cette méthode de

caractérisation, déja été utilisée au laboratoire pour d’autres projets de 'équipe, a été mise en place.

ITI1.2.1. Syntheéses des réactivateurs 92 et 93

II1.2.1.1. Synthése du 92

Etant donné le caractere peu nucléophile de la 1,2,3,4-tetrahydroquinoline 94 ainsi que son caractere
apolaire, la voie de synthése convergente a été envisagée en premier lieu. Celle-ci consiste, comme
présenté précédemment, a lier, dans un premier temps, le bras espaceur et le ligand puis a coupler ce
fragment avec la bromopyridine 4. Une rapide étude méthodologique a été menée concernant I'étape
de substitution nucléophile (Tableau 59). Dans les conditions classiques de réaction avec la molécule
60b (entrée 1), seul le produit d’élimination 97 est obtenu. L'utilisation du tosylate (62b — entrée 2) ne
permet d’obtenir que 19% de la molécule 95 désirée (rendement non-reproductible). L'utilisation de KI
(1 équiv) afin de générer in situ l'iodure d’alkyle (entrée 3), beaucoup plus réactif, n'a pas permis

d’obtenir le produit de substitution. Aussi, 'absence de base ne donne aucune conversion (entrée 4).
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Enfin, un test de substitution nucléophile sur I'intermédiaire activée 59b, donne le méme résultat, a

savoir une conversion totale en produit d’élimination (98 - entrée 5).

X
) ©\/j Reagents N Z

R
ACN, reflux
R=H, X = OMs, 60b 94 R=H, 95 R=H, 97
R=H, X =0Ts, 62b OB OB
OB R= [T 5 9 R= [ 1 ;5 98
R=\<(N\/LKO\X=OTS, 59b "l "3
¢}
Entrée Réactif de départ Conditions réactionnelles Rendements isolés
1 60b 94 (1 equiv.), K2COs (2 equiv.) 97 (100%)
2 62b 94 (1 equiv.), K2COs (2 equiv.) 95 (19 %), 97 (81%)
3 62b 94 (1 equiv.), KI (1 equiv.) K2COs (2 equiv.) 97 (100%)
4 62b 94 (1+1 equiv. & +24h) %]
5 59b 94 (1 equiv.), K2COs (1 equiv.) 98 (100%)

Tableau 59. Tentative d'optimisation du greffage de I’amine 94

La molécule 95 a donc été mis en réaction en présence de la bromopyridine 4 dans nos conditions
classiques de couplage de Sonogashira (Figure 164). Malheureusement, le produit de couplage 99 a été
obtenu avec un faible rendement de 14% et en quantité trop faible pour poursuivre la synthése. Etant
donnée la faible reproductibilité de la substitution nucléophile, la molécule 92 a été abandonnée au

profit de la molécule 93 pour laquelle le probleme d’élimination ne se pose pas.

BnO XN
BnO | SN Pd(PPHj;), - 5 mol%, o |
N Cul - 10 mol% ~
/O N/ Br /\/ DCM: TEA (1:2) rt, 12h o N % N
~
99

o) 14%

4a 95
Figure 164. Couplage de Sonogashira entre I'alcyne 95 et la bromopyridine 4

II1.2.1.2. Synthése du 93

Au vu des résultats obtenus précédemment (substitution nucléophile difficile, couplage de Sonogashira
peu productif), une voie de synthése pour 1'obtention de la molécule 93 totalement linéaire a été choisie
(Figure 165). Le greffage de 'amine 94 est réalisé sur l'intermédiaire 59a, dans les conditions de
substitution classique, avec un rendement non-optimisé de 24%. Apres hydrogénation de 100 (avec un
rendement de 96%), l'intermédiaire 101 a été soumis a la suite de trois réactions déja présentée
(protection / réduction / déprotection). L’aldéhyde 102 est obtenu avec un rendement de 31% sur 3
étapes. Enfin, I'oxime 93 a été isolée apres chromatographie en phase inverse sous la forme de sel de
TFA (81 mg) avec un rendement de 71%, soit un rendement global non-optimisé de 5.1% a partir de 59a

(6 étapes).
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5% from 59a - 6 steps
(a) 94, K,CO,5 ACN, reflux, 12, 24 %; (b) H, Pd(OH), MeOH, rt, 12h, 96%; (c) TBSOTf, TEA, DCM, 0°C;
(d) DIBAL-H, DCM, -78°C, 15 min; (e) TBAF, THF, 0°C, 30 min, 31% aver 3 steps; (f) AcONa,
NH,OH.HCI, MeOH, rt, 4h, 72%.
Figure 165. Synthése du réactivateur 93

IT1.2.2. Syntheéses des molécules 90 et 91

Cette partie sera consacrée a l’obtention des réactivateurs a 4 et 5 chainons incorporant le motif
tetrahydroquinoléine comme ligand du site périphérique. Ces syntheses ont été effectuées avec
I’assistance d”Alex Talbot, stagiaire M1, notamment lors des syntheses réalisées a I'échelle de la dizaine

de grammes.

II1.2.2.1. Synthése du réactivateur 90

La molécule 90 a été obtenue en suivant la voie de synthése convergente précédemment décrite (Figure
166). L’étape de substitution nucléophile est réalisée a partir du tosylate 62b ou du mesylate 60b avec
des rendements sensiblement identiques (autour de 80%) mais qui varient selon le manipulateur (entre
68-93%). Concernant le couplage de Sonogashira, celui-ci est toujours problématique avec des
rendements variant de 14 a 45% non-reproductibles selon le manipulateur. Apres hydrogénation

catalytique de I'intermédiaire 105, la suite de trois réactions permet I'obtention de 1’aldéhyde 107 (28%
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sur 3 étapes — rendement non-optimisé). L'oxime 90 est isolée sous la forme de sel de TFA apres
purification par phase inverse (242 mg) avec un rendement de 76%, soit un rendement global non-

optimisé de 8.5% a partir de 60b.

+

X K,CO, ACN ©©
//\/ ©i> N
2 NH Reflux, 12h

68-93% \/\

R =H, X=0Ms, 60b 103 104
R=H, X=0Ts, 62b

4, PA(PPhy), 5 mol%,
Cul 10 mol %
TEA/DCM (1/2)

rt, 12h, 14-45%

OBn
=
_ | OH |
H, Pd(OH), N 0
,
N SN o< MeOH, t, 12h . = N !
106 105
1) TBSOTf, TEA, DCM, 0°C, quant.
2) DIBAL-H, DCM, -78°C, 15 min, quant.
3) TBAF, THF, 0°C, 12h, 28%;
_~_-OH AcONa _~_-OH
o NH,OH.HCI < L _now
N N MeOH, rt, 4h, N N
76% +2 TFA
107 90 - AB558

8.5 % from 60b - 7 steps
Figure 166. Synthése du réactivateur 90

II1.2.2.2. Synthése du réactivateur 91

La molécule 91 a été obtenue en suivant la méme voie de synthese que la molécule 93 (Figure 167). Le
réactivateur 91 sous la forme de sel de TFA a été obtenu en 7 étapes a partir de 59a avec un rendement
global non-optimisé de 27% (227 mg). A noter que I'oxime de ce réactivateur sous forme neutre a
tendance a s’hydrolyser lors du stockage. Aucune dégradation n’a été observée lorsque 1'oxime est

stockée sous forme de sel de trifluoroacétate.
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g
N (0]
~
N N
(0]
3
103 X =0Ms, 57a 108
X =0Ts, 59a
b)
OH
= OH =
| c).d) e N ~ | 0
N \N /O N ~
O
110 109

= | OH
N \N _NOH
2.05 TFA
91

AB-746
27 % from 59a - 6 steps

(a) K,CO5 ACN, reflux, 12h, 13-72%; (b) H, Pd(OH),, MeOH, rt, 12h, 97%; (c)TBSOT{, TEA, DCM, 0°C, 2h; (d)
DIBAL-H, DCM, -78°C, 15 min; (e) TBAF, THEF, 0°C, 30 min, 60% over 3 steps; (f) AcONa, NH,OH.HCI, MeOH, rt,
4h, 64%.

Figure 167. Synthése du réactivateur 91

II1.3. Evaluations in vitro

Ces trois molécules ont été envoyées a différents partenaires afin d’évaluer d’une part leur capacité in
vitro a réactiver I'enzyme inhibée (Dr José Dias a I'IRBA) ainsi que leur aptitude a passer passivement

la BHE (Dr Belen Perez a Barcelone).

II1.3.1. Passage de la BHE in vitro

La pénétration cérébrale des 90 (AB-436), 91 (AB-746) et 93 (AB-392) par diffusion passive a été évaluée
par le Dr Bélen Pérez, en utilisant le test de perméation de membrane artificielle (PAMPA-BBB). La
perméabilité in vitro (P.) des oximes au travers d"un extrait lipidique de cerveau de porc a été déterminée
en utilisant une solution saline tamponnée au phosphate (PBS) / EtOH (70/30). La validation du test a
été effectuée en comparant les valeurs de perméabilité expérimentales et celles issues de la littérature

de quatorze médicaments commerciaux, donnant une bonne corrélation linéaire (R2 =0,9321) :
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P. (expérimentale) = 1,6601 P. (littérature) — 1,3856.

En utilisant cette équation et les limites de perméabilité de la BHE établies par Di et coll, > les fourchettes

suivantes de perméabilité P. ont été établies :
- P.>5,255 pour les composés a haute perméabilité a la BHE (CNS +)
- P.<1,935 pour les composés a faible pénétration de la BHE (CNS -)
- 5,255>P.>1,935 pour les composés a pénétration incertaine de la BHE (CNS +).

Selon le résultat du test PAMPA (Tableau 60), le transport passif a travers la BHE a été observé pour les
réactivateurs 90 et 93. Etonnamment, le réactivateur 91 ne semble pas passer la BHE malgré un score
MPO-CNS calculé de 4,66 tandis que la molécule 93 traverse la BHE malgré son score MPO de 3,67

illustrant la différence entre les prédictions et les tests.

Oxime P. (10-6 cm s1) Prédiction CNS Score MPO-CNS
90 (AB-558) 9,1+0,1 CNS+ 4,42
91 (AB-746) 175+1,1 CNS- 4,66
93 (AB-392) 8,4+0,4 CNS+ 3,67

Tableau 60. Perméabilité a la BHE in vitro (Pe) des molécules 90, 91 et 93 obtenues lors du test PAMPA

I11.3.2. Réactivation des hAChEs in vitro

Concernant I'évaluation in vitro de leur capacité a réactiver I’AChE phosphylée, I'étude menée par le Dr
José Dias est en cours. Cependant, bien que les constantes cinétiques ne soient pas encore disponibles,
des constantes ks a 100 uM nous ont été communiquées (Tableau 61) et nous permettent d’avoir un
apercu de la réactivité de nos oximes in vitro. L'ensemble des molécules réactivent a large spectre
contrairement au HI-6. Dans le cas du NEMP (analogue du VX) et du paraoxon, toutes les molécules

synthétisées présentent des constantes de vitesse supérieures au HI-6 et a la 2-PAM :

- Dans le cas du NEMP : la molécule 90 est 7 fois plus efficace que le HI-6, la molécule 91 est 2.6

fois plus efficace que le HI-6 et la molécule 93 est 1.3 fois plus efficace que le HI-6 ;

- Dans le cas du paraoxon : la molécule 90 est 20 fois plus efficace que le HI-6 et les molécules 91-

93 sont 11 fois plus efficaces que le HI-6.

Dans le cas du NIMP (analogue du sarin) et du NEDPA (analogue du tabun), la molécule 93 est bien
moins efficace que la 2-PAM (facteur 1.8 et 4.5 respectivement). A contrario, les molécules 90 et 91

réactivent bien mieux que la 2-PAM.
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Ainsi, sur la base de ces résultats préliminaires, la molécule 90 semble étre la plus efficace. Cependant,
il est nécessaire de finaliser 1'étude avec 1'obtention des constantes cinétiques de réactivation afin de

tirer des conclusions définitives et de rationaliser ces réactivités.

Oximes Structure ligand VX (NEMP) Sarin (NIMP) Tabun (NEDPA) POX
et espaceur
90 1.9+0.24 0.29 +0.003 0.65+0.1 0.49 +0.01
2.07+0.27 0.29 +0.003 0.66 +0.1 0.49 +0.01
1.99 0.29 0.66 0.49
91 0.76 + 0.033 0.19 £ 0.001 0.37 £0.06 0.29 + 0.005
0.68 +0.02 0.17 £ 0.001 0.32£0.05 0.27 + 0.004
0.72 0.18 0.35 0.28
93 0.35 +0.002 0.11 + 0.0006 0.04 +0.01 0.28 +0.007
0.34 +0.002 0.11 + 0.0007 0.035 +0.01 0.28 +0.007
0.35 0.11 0.038 0.28
HI-6 0.28 + 0.005 0.45 +0.002 %) 0.025 + 0.0002
2-PAM 0.14 £ 0.001 0.2 +0.002 0.17 +0.001 0.03 +0.0002

Tableau 61. kovs a 100 uM en min- sur la hRAChE inhibée par différents NOPs (expérience en microplaque; en gras la moyenne arondie des

deux mesures; @ : pas de réactivation).

IV. Incorporation d’amines cycliques

L’incorporation d’amines cycliques a déja été effectuée avec succes au sein du laboratoire. Outre la
morpholine (RM048-JR595), la pipéridine a aussi donné d’excellents résultats in vitro lors des

évaluations in vitro menées par le Dr. Zrinka Kovarik (JR585- Figure 168).

HO | N
HON N/ N

JR585
Figure 168. Structure du JR585

Bien que le JR585 soit moins efficace que le HI-6 pour la plupart des NOPs, cette molécule est capable
de réactiver la hAChE inhibée par le Tabun. En outre, elle réactive plus efficacement les ChEs inhibées

par le paraoxon que le HI-6 (Tableau 62).
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hAChE

or Oxime kr (min") Ko (uM) k2 M min™) Reactmax (min)
VX JR585 0.17+0.03 90 + 30 1890 + 410 90 (30)
HI-6) 0.33+0.02 60 + 10 5740 + 1120 90 (15)
Sarin JR585 0.075 + 0.003 160 +20 490 +50 100 (60)
HI-6 0.9+0.1 170 + 40 5420 + 780 60-90 (4)
Cyclosarin JR585 0.06 +0.01 330+110 180+ 40 100 (60)
HI-64 - - 22100 + 1300 100 (<1)
Tabun JR585 0.0033 + 0.0004 110+ 40 30+5 50 (400)
HI-6 ndte! nd nd 10 (24h)
Paraoxon JR585 0.07 +0.02 200+110 340100 70 (30)
HI-6 0.026 + 0.001 590 + 50 50 +2.2 90 (170)
hBChE
orP Oxime kr (min) Ko (uM) ke M min™) React.max (%)
VX JR585 0.05+0.01 270 +150 180 + 50 90 (120)
HI-60) 0.12+0.03 370230 330 +230 85 (120)
Sarin JR585 0.0022 +0.0005!<! - - 45 (325)
HI-6 0.04 +0.02 270+ 200 150 + 40 100 (300)
Cyclosarin JR585 0.32+0.04 810 +200 390 +50 90 (15)
HI-614 - - 780 + 30 90 (30)
Tabun JR585 ndle] nd nd <10 (24h)
HI-6 0.0016 + 0.0004 1800 + 1000 0.91+0.57 25 (18h)
Paraoxon JR585 0.020 + 0.003 140 + 40 140+ 30 90 (270)
HI-6 0.0068 + 0.0004 450 +70 15+2 80 (500)

Tableau 62. Cinétiques de réactivation du JR595 sur les hChEs inhibées par differents NOPs

Ainsi, afin de mieux appréhender 'apport de la pipéridine dans nos réactivateurs, des modifications

structurales concernant la taille du cycle mais aussi I'ajout d’une deuxiéme amine sur la pipéridine ont

été entreprises. (Figure 169).

O

el

o

— NH,
‘{O/ ’{O“ NH,

Figure 169. Ligands du site périphérique étudiés dans cette partie

Apres une rapide présentation de la conception in silico des réactivateurs, les synthéses seront

présentées en détails ainsi que les évaluations biologiques.
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IV.1. Conception in silico

HO | N
HON N/ N

3
JR585
HO | N HO | N
HON A7 N HONG A 7 N
n n
n=2,111 n=2,113
n=3, 112 n=3, 114
HO | X O/NHZ HO | X O\
HON P N HON P N
XN XN NH,
n n
n=2,115 n=2117
n=3,116 n=3, 118

Figure 170. Réactivateurs étudiés

Différents réactivateurs ont été envisagés (Figure 170) et les molécules possédant un bras espaceur a 5
chainons ont fait I'objet d’une étude d’amarrage moléculaire statique (forme protonée majoritaire a pH
= 7.4). Les interactions sont résumées dans le Tableau 63. Le mode d’interaction est sensiblement le
méme pour les réactivateurs étudiés. L'augmentation de la taille du cycle permet d’augmenter le
nombre d’interactions (interactions C-H et Van Der Waals) augmentant l'énergie de stabilisation
calculée. Le motif aminopipéridine permet d’ajouter d’autres modes de liaison notamment avec le

Trp286 (mt-cation) et d’augmenter également I'hydrosolubilité de ces molécules.
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Réactivateurs Energie de Distance oxime/ Résidus Interactions
stabilisation = phosphore de la (distance)
(kcal/mol) Ser203

HO -~ 9.0 55A Phe297  m-alkyl (5.40 A)
HON jg\m ,@ Tyr341  m-cation (4.47 A)
JR585 Tyrl24  liaison H (02.70 A)
Trp86  m-m (414 A)

HO O 93 55A Phe297  Van der Waals
Tyr341  m -cation (4.39 A)
H N\Ij\/\/\/ i , A
NS\ N Tyrl2z4  C-HG4A)
112

C-H (329 A)
Trp86  m-m (4.23 A)

HO O 9.4 5.6 A Tyr341  m -cation (4.32 A)
Tyrl24 Van der Waals
H N\Ij\/\/\/ ’ Y
NS\ NH Phe297  Van der Waals
114

Trp86  m-m (414 A)

HO_~ NH* -8.7 6.2 A Tyr124  liaison H (290 A)
! ONJJ\/\N@/ Trp286 e -cation (6.0 A)
N Tyr341 m -cation (4.29 A)
116

C-H (3.67 A)
Phe297  Van der Waals
Trp86  m-m (4.14 A)
9.0 6.2 A Tyr124  liaison H (2.46 A)

NH3+
HO._~ @ Trp286 T -cation (5.4 A)
Tyr341  m -cation (4.75 A)
HON\Ij\/\/\/ g Y
X N/ NH Phe297  Van der Waals
118

Trp86  m-m (4.11 A)

Tableau 63. Interactions et distances observées entre les réactivateurs et la mAChE inhibée par le VX lors de I'étude d’amarrage moléculaire

statique (interactions visualisées a I'aide du logiciel Discovery Studio version 17.2.0.16349 et Pymol version 2.0.7).

Les parametres physicochimiques ont été calculés comme précédemment (Tableau 64). Malgré des
valeurs de pKa basique supérieurs a 10, et des surfaces polaires supérieures a 70 A2 les scores MPO sont
favorables pour I'ensembles des molécules. L’ajout d’une amine primaire permettrait d’avoir au moins
une amine protonée a pH physiologique garantissant ainsi la biodisponibilité et les interactions avec le

site périphérique de I'enzyme inhibée.

Molécules pKa ligand MW RB HDB HAB logP logD PSA MPO score
(g/mol) (A

111 10.60 291.40 6 2 5 2.01 1.31 68.95 4.5

112 10.70 305.42 7 2 5 2.44 1.72 68.95 3.5

113 10.70 305.42 6 2 5 2.44 1.74 68.95 4.5

114 10.81 319.45 7 2 5 2.88 2.16 68.95 4.42

115 6.80 292.38 6 3 6 1.15 0.32 94.97 4.09
9.64 (NHy)

116 6.98 306.41 7 3 6 0.65 -0.88 94.97 4.25
9.68 (NH>)

117 8.39 292.38 6 3 6 0.25 -1.14 94.97 4.09
10.56 (NHz)

118 8.47 306.41 7 3 6 0.71 -0.05 94.97 4.26
10.58 (NHz)

JR585 10.49 291.39 7 2 5 2.02 1.32 68.95 4.5

Max CNS + 10 450 8 3 7 5 - 70.00 >4

Tableau 64. Propriétés physico-chimiques simulées par MarvinSketch et Chemicalize.
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IV.2. Synthéses des réactivateurs

Cette partie sera consacrée a la synthese des réactivateurs présentés précédemment. Dans un premier
temps, les syntheses des réactivateurs portant le motif azépane et azocane seront d’abord présentées.
Les syntheses des composés avec le motif 4-aminopipéridine ainsi que 3--aminopipéridine (sous forme
racémique) seront ensuite détaillées. Les syntheses suivent le méme schéma synthétique que celui utilisé
pour RM048 et GM415. A noter que les rendements présentés ne sont pas optimisés. Lorsque différentes
méthodologies ont été employées, le meilleur rendement de chaque étape sera pris en compte dans le
calcul du rendement global. L’ensemble des réactivateurs ont été envoyés au Dr José Dias (IRBA) pour
évaluation in vitro. Les sels de TFA des réactivateurs ont été caractérisés par RMN 'H et 8F (étalon

interne PhCFs).

IV.2.1. Synthése des dérivées de ’azépane

IV.2.1.1. Synthese du réactivateur 111

La synthese de ce dérivé n’a pas abouti, en effet la réaction de substitution nucléophile sur le dérivé 57b
ou 59b et 'azépane 119, ne permet pas d’obtenir le produit de substitution désiré (Figure 171), seul le
produit d’élimination est obtenu majoritairement. Au vu des difficultés de mise en ceuvre du couplage
de Sonogashira de I’alcyne vraie portant I'amine, les efforts de synthese se sont consacrés a son analogue

comportant un espaceur a 5 carbones (112), plus facile d"acces.

BnO | N 119 BnO | XN BnO N
(0] = K,CO, (0] = |
- —_— - N (@) Pz
N % X ACN, reflux I % N - N % P
(0] 2 2 O
120 98

X=TsO, 59b
X =MsO,57b 0% 100 %

Figure 171. Tentative d’obtention de l'intermédiaire 120 par substitution nucléophile

IV.2.1.2. Synthése du composé 112

La voie synthétique choisie pour cette molécule est linéaire (Figure 172). L’intermédiaire 121 est obtenu
par substitution nucléophile de 1'alcool activé sous forme de tosylate 59a ou de mésylate 57a par
I'azépane 119. L'utilisation du mésylate (57a) permet d’avoir un rendement allant de 31 a 62% tandis
que l'utilisation du tosylate (59a) permet d’obtenir I'intermédiaire clef avec des rendements allant de 21
a 25%. Ce resultat peut étre rationalisé par I'encombrement stérique créé par le groupe tosyle, rendant
I'acces de notre amine également encombrée difficile. L’intermédiaire 122 est obtenu apres

hydrogénation catalytique de I’alcyne avec un rendement quantitatif. L’obtention de I'intermédiaire 123
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se fait selon les conditions classiques avec un rendement global maximal de 68% apres purification par
chromatographie sur gel de silice. Enfin la génération de I’oxime 112 est réalisée avec un rendement de
60% apres purification en phase normale. A noter que la purification de cette étape finale par
chromatographie en phase inverse ne permet d’obtenir I'oxime 112a (sel de TFA) qu’avec un rendement
de 16% dii aux pertes liées a la phase inverse. Ainsi les molécules 112 et 112a sont obtenues apres 6
étapes a partir de l'intermédiaire 57a, a hauteur de 38 mg et 98 mg, avec des rendements non-optimisés
de 26% et 8% respectivement. La molécule 112 a été testée par le Dr José Dias (IRBA) in vitro tandis que
la molécule 112a a été évalué in vivo sur la souris par le Dr Guilhem Calas (IRBA). Sur le schéma de

synthese est précisé le nom de la molécule utilisé lors des échanges avec nos partenaires biologistes.

BnO | X BnO | X
(o) — a) O 7
- - -
(6] (0]
121

X=0Ts, 5%9a
X =0Ms, 57a
b)
HO
X
HOS S 9 d)e) |
| -~ o - N
Ox N/ N - N
)
123 122
g)
f)
HO
N | D \Ii/\/\/ O
HON N7 N HON N N
1.95 TFA
112 112a
AB-152 AB-152. TFA
26% from 51a - 6 steps 8% from 51a - 6 steps

(@)119, K,CO; ACN, reflux, 12h, 21-62 %; (b) H, Pd(OH), MeOH, rt, 12h, quant.; (c) TBSOT, TEA,
DCM, 0°C, 93-98%; (d) DIBAL-H, DCM, -78°C, 15 min, 73-75%; (e¢) TBAF, THEF, 0°C, 30 min, 20-96%; (f)
AcONa, NH,OH.HCI, MeOH, rt, 4h, 60%; (g) AcONa, NH,OH.HCI, MeOH, rt, 4h, then, reverse phase
purification 18%.

Figure 172. Synthéses du réactivateur 112 et de son sel de TFA 112a

IV.2.2. Synthése des dérivées de ’azocane

IV.2.2.1. Synthése du composé 113

La substitution nucléophile de 'azocane 124 sur Ialcool activé 57b permet I'obtention de I'intermédiaire

125 avec un rendement non optimisé de 29%. Ce faible rendement est dii a la réaction d’élimination qui
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est prépondérante dans ce cas. Apres hydrogénation catalytique, 1'aldéhyde 127 est généré a partir de
I'ester 126 apres protection-réduction-déprotection avec un rendement global non-optimisé de 46%. La
génération de I'oxime 113 est réalisée dans les conditions réactionnelles classiques. Apres purification
par chromatographie en phase inverse, la molécule 113 a été obtenue sous forme de sel de TFA avec un

rendement global non-optimisé de 2.4 % sur 6 étapes), a hauteur de 5 mg (Figure 173).

BnO x
BnO 124 o M
-~
o M i NN
N” — o N
0 OMs
57b 125
b)
HO
HO B 9,d), ¢ |
D — (0] Z
o
127 126

HO | N
HON —
XN N
1.8 TFA

113
AB-645
2,4% from 57b - 6 steps

(a) 124, K,CO3 ACN, reflux, 12h, 29 %; (b) H, Pd(OH), MeOH, rt, 12h, quant.; (c) TBSOTf, TEA, DCM,
0°C; (d) DIBAL-H, DCM, -78°C, 15 min; (¢) TBAF, THF, 0°C, 30 min, 46 % - 3 steps; (f) AcONa,
NH,OH.HCI, MeOH, rt, 4h, then, reverse phase purification 18%.

Figure 173. Synthése du réactivateur 113

IV.2.2.2. Synthése du composé 114

La substitution nucléophile sur 1'alcool activé 59b permet I'obtention de I'intermédiaire 128 avec un
rendement non optimisé de 85%. Apres hydrogénation catalytique réalisée avec un rendement de 74%,
I’ester 129 est transformé en I'aldéhyde 130 apres protection-réduction-déprotection avec un rendement
global non-optimisé de 19%. Apres génération de 1’oxime et purification par chromatographie en phase
inverse, lamolécule 114 a été obtenue sous forme de sel de TFA avec un rendement global non-optimisé

de 0.4 % sur 6 étapes a partir de 59a, a hauteur de 5 mg (Figure 174).
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_0 | N/ a) o | N/
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5 A OTs 3 X N
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o T
o)

P4

\ //

O

HO o), d), e)
| -
O N/ N -

130 129

HO | XN
HON N/ N
1.81 TFA
114

AB-436
0.4% from 59a - 6 steps

(a) 124, K,CO5 ACN, reflux, 12h, 85 %; (b) H, Pd(OH), MeOH, rt, 12h, 74%; (c) TBSOTf, TEA, DCM,
0°C, 71%; (d) DIBAL-H, DCM, -78°C, 15 min, 46%; (e¢) TBAF, THF, 0°C, 30 min, 57%; (f) AcONa,
NH,OH.HCI, MeOH, rt, 4h, 60%; (g) AcONa, NH,OH.HCl, MeOH, rt, 4h, then, normal and reverse
phase purification 3%.

Figure 174. Synthése du réactivateur 114

IV.2.3. Syntheéses des dérivés des 4-amino et 3-aminopipéridines
IV.2.3.1. Synthéses des réactivateurs incorporant le motif 4-aminopipéridine

1V.2.3.1.1. Synthése du réactivateur 115

L’amine 132 a été obtenue sur deux étapes a partir de I'amine commerciale 131 (Figure 175). La
protection de 'amine primaire sous forme de Boc, suivie d'une déprotection de la pipéridine a été
réalisée avec un rendement de 97% sur deux étapes. La réaction de substitution nucléophile entre 57b
et 'amine 132 a permis d’obtenir le composé 133 avec un rendement de 32% apres purification par
chromatographie sur gel de silice. L'intermédiaire 134, obtenu apres hydrogénation catalytique de
I'intermédiaire 133, est mis en réaction dans la suite de réaction de protection - réduction - déprotection
classique pour obtenir I'aldéhyde 135 (57% sur 3 étapes). Par ailleurs, un essai de déprotection au NH4F
(1.5 equiv) dans le méthanol (0.1 M) en lieu et place du TBAF (1 M dans THF) afin de faciliter I'étape de
purification a été effectué et permet une déprotection totale de I'éther silylé en 1h30 (suivi MS).

Cependant, cette alternative nécessite une optimisation afin d’étre mise en place dans la suite

Chapitre 3 : Conceptions, synthéses et évaluations biologiques de réactivateurs non-chargés incorporant une amine 203

cyclique en tant que ligand du site périphérique



réactionnelle. La derniére étape est une réaction monotope séquentielle consistant en la génération de
I’oxime et d'une déprotection du groupement amino. Apres purification par chromatographie en phase
inverse, le réactivateur 115 est obtenu sous la forme de sel de TFA), a hauteur de 177 mg, avec un
rendement de 57% soit un rendement global non-optimisé de 10% a partir de I'intermédiaire 57b sur 6

étapes.

N
a), b)
—_—
NH, NHBoc
131 132
BnO N
BnO
B -0 | g
_0 2 ) X
N \\ (0] N
(0] OMs
133 NHBoc
57b
d)
HO
X
MO 0).6),8) |
| -~ (@) —
(0]
NHBoc NHBoc
135 134
h)
HO | N
NH,
3.59 TFA
115
AB-740

10% from 57b - 6 steps
(a)Boc,O, DIPEA, THF, 0°C, overnight, 97%; (b) Hz, Pd(OH)zl MeOH, quant.; (C)K2C03, ACN, reflux, 6h,
32%; (d) H, Pd(OH), MeOH, rt, 4 days, quant.; (e) TBSOTf, TEA, DCM, 0°C, quant.; (f) DIBAL-H, DCM,

-78°C, 15 min, 76%; (g) TBAF, THF, 0°C, 30 min, 75%; (h) AcONa, NH,OH.HC], MeOH, rt, 10 min, then
TFA, 10 min, 57%.

Figure 175. Synthése du réactivateur 115

1V.2.3.1.2. Synthese du réactivateur 116

Le réactivateur 116 a été obtenu sous la forme de sel de TFA, a hauteur de 298 mg, avec un rendement
global non-optimisé de 19% sur 6 étapes, a partir de I'intermédiaire 59a (Figure 176). La synthese de ce

réactivateur débute par la substitution nucléophile de ’amine 132 sur le tosylate 59a avec un rendement
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de 98 %. Apres hydrogénation catalytique del’alcyne 136 avec un rendement quantitatif, I'intermédiaire
137 a été soumis a la suite de trois réactions de protection — réduction - déprotection afin de générer
I'aldéhyde 138 (30% sur 3 étapes). La derniere étape permet la génération de l'oxime ainsi que la
déprotection du ligand de maniére séquentielle (monotope) avec un rendement de 65% apres

purification par chromatographie en phase inverse.

BnO N BnO X
e |N/ - ) /o\fji;21\§§\v/\\/ri:j/NHBoc
N OTs R N
o] o}
136

b)
HO NHBoc
X
HO | N NHBoc o) | Cr
O pZ N /O N/ N
N
o)
138 137

HO ~ NH,
HON A\ 7 N
2.82 TFA
116

AB-737
19% from 59a - 6 steps

(a) 132, K,CO, ACN, reflux, 6h, 98%; (b) H, Pd(OH), MeOH, rt, 12h, 99%; (c) TBSOTf, TEA, DCM, 0°C, 92%;
(d) DIBAL-H, DCM, -78°C, 15 min, quant.; (e) TBAF, THF, 0°C, 30 min, 33%; (f) AcONa, NH,OH.HCI, MeOH,
rt, 10 min, then TFA, 10 min, 65%.

Figure 176. Synthése du réactivateur 116

IV.2.3.2. Synthése des réactivateurs incorporant le motif 3-aminopipéridine
1V.2.3.2.3. Synthése du réactivateur 117

La synthese du réactivateur 117 suit la méme séquence réactionnelle que celle utilisée pour le
réactivateur 115. Le réactivateur a donc été obtenu sous la forme de sel de TFA, sous forme racémique,
a hauteur de 200 mg, avec un rendement global non-optimisé de 13% sur 6 étapes a partir de
l'intermédiaire 57b (Figure 177). La réaction de substitution nucléophile entre I’amine 139 commerciale
et le mésylate 57b permet d’obtenir l'intermédiaire 140 avec un rendement faible de 38%.
L’hydrogénation catalytique de I’alcyne 140 permet d’obtenir I'intermédiaire 141 avec un rendement de

98%. L’aldéhyde 142 est alors obtenu par protection-réduction-déprotection avec un rendement de 55%
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sur 3 étapes. Enfin, la génération de l'oxime et la déprotection finale sont effectuées selon les mémes
conditions que précédemment (monotope séquentielle) avec un rendement de 64% apres purification

par chromatographie en phase inverse.

BocHN\(j

” BnO XN
BnO
B 139 0 |N/ -
o] P a) X
- N % o N NHBoc
(6] OMs
14
57b 0
b)
HO
HO | X ), d), e) | S
-~ NHB
P NHBoc -0 N N oc
Oy
0
142 141

2.87 TFA
117
AB-738
13% from 57b - 6 steps

(a)K,CO5 ACN, reflux, 6h, 38%; (b) H, Pd(OH), MeOH, tt, 12h, 98%; (c) TBSOT{, TEA, DCM, 0°C; (d)

DIBAL-H, DCM, -78°C, 15 min; (e) TBAF, THF, 0°C, 30 min, 55% over 3 steps; (f) AcONa, NH,OH.HCI,
MeOH, rt, 10 min, then TFA, 10 min, 65%.

Figure 177. Synthése du réactivateur 117

1V.2.3.2.4. Synthése du réactivateur 118

Suivant la méme séquence réactionnelle que le réactivateur 116, la molécule 118 a été obtenue sous la
forme de sel de TFA, a hauteur de 258 mg, avec un rendement global non-optimisé de 22% sur 6 étapes
a partir du dérivé tosylé 59a (Figure 178). La substitution nucléophile entre le dérivé 59a et 'amine 139
permet d’obtenir I'intermédiaire 143 avec un rendement de 83% apres purification par chromatographie
sur gel de silice. Aprés hydrogénation catalytique de l'alcyne 143 avec un rendement de 92%,
I'intermédiaire 144 est successivement protégé, réduit et déprotégé pour obtenir l'intermédiaire 145

avec un rendement sur 3 étapes de 37%. La réaction monotope séquentielle sur I'intermédiaire 145
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décrite précédemment permet 'obtention du réactivateur 118 avec un rendement de 76 % apres

purification par chromatographie en phase inverse.

. | ) Bn\:Jl\/ﬁ\/\/
(o) — a) o) Pz
o — A0
OT: X N
o) S o) NHBoc
143

59a

Y4

b)
HO
H\C)/\(j\/\/\/ O\ C), d)’ e) \Hjl\/i/\/\/ O\
- (0] = N
(0] N -
X N/ NHBoc N NHBoc
(0]
145 144

f)
H\O/\(j\/\/\/ O\
HON P N
XN NH,
2.38 TFA
118
AB-739

22% from 59a - 6 steps

(a) 139, K,CO; ACN, reflux, 6h, 83%; (b) H, Pd(OH), MeOH, rt, 12h, 92%; (c) TBSOTf, TEA, DCM, 0°C; (d)
DIBAL-H, DCM, -78°C, 15 min; (e) TBAF, THF, 0°C, 30 min, 37% owver 3 steps; (f) AcONa, NH,OH.HCI, MeOH,
rt, 10 min, then TFA, 10 min, 76%.

Figure 178. Synthése du réactivateur 118

IV.3. Evaluations biologiques

Ces molécules ont été envoyées a différents partenaires afin d’évaluer leur capacité a réactiver les

cholinestérases in vitro et également au Dr. Belén Pérez pour évaluation in vitro du passage de la BHE.

IV.3.1. Passage de la BHE in vitro

Comme précédemment, la pénétration cérébrale des molécules 115 a 118 par diffusion passive a été
évaluée par le Dr Bélen Pérez, en utilisant le test de perméation de membrane artificielle (PAMPA-BBB).
La perméabilité in vitro (P.) des oximes au travers d'un extrait lipidique de cerveau de porc a été

déterminée. La validation du test a été effectuée en comparant les valeurs de perméabilité
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expérimentales et issues de la littérature de quatorze médicaments commerciaux, donnant une bonne

corrélation linéaire (R2=0,9321) :
P. (expérimentale) = 1,6601 P. (littérature) — 1,3856.

En utilisant cette équation et les limites de perméabilité de la BHE établies par Di et coll,5 les fourchettes

suivantes de perméabilité P. ont été établies :
- P.>5,255 pour les composés a haute perméabilité a la BHE (CNS +)
- P.<1,935 pour les composés a faible pénétration de la BHE (CNS -)
- 5,255>P.>1,935 pour les composés a pénétration incertaine de la BHE (CNS ).

Selon le résultat du test PAMPA, le transport passif a travers la BHE n’a pas été observé pour les
molécules testées (Tableau 65). L’amine libre sous forme NH: nécessite d’étre modifiée afin que le

passage de la BHE soit facilité.

Oxime P. (10-6 cm s1) Prédiction CNS Score MPO-CNS
115 (AB-740) 1,4+0,1 CNS- 4.09
116 (AB-737) 1,0+0,1 CNS- 4.25
117 (AB-738) 0,8+0,0 CNS- 4.09
118 (AB-739) 0,1+0,0 CNS- 4.26

Tableau 65. Perméabilité a la BHE in vitro (Pe) des molécules 90, 91, 93 obtenues lors du test PAMPA

IV.3.2. Réactivation des hAChEs in vitro

Concernant I'évaluation in vitro de leur pouvoir de réactivation, I'étude menée par le Dr José Dias est
en cours. Cependant, bien que les constantes cinétiques ne soient pas encore disponibles, des constantes
kovs 2 100 pM nous ont été communiquées et nous permettent d’avoir un apercu de leur réactivité in vitro
(Tableau 66). Seules les molécules 116 a 118 réactivent I’AChE inhibée par les différents NOPs testés.
En, effet, les molécules 112 a 115 sont incapables de réactiver I'hAChE inhibée par le NEDPA (analogue
du Tabun), tandis que les molécules 116 a 118 réactivent de maniere plus efficace que la 2-PAM (2.3 a
3.7 fois plus efficace que la 2-PAM a 100 uM). Concernant la réactivation de ’/AChE inhibée par le
NEMP (analogue du VX) ou le paraoxon, l'ensemble de molécules possede des constantes bien
supérieures a celles du HI-6 et de la 2-PAM. Malheureusement, dans le cas du sarin, seules les molécules
117 et 115 ont des constantes supérieures a celle de la 2-PAM et seule, la molécules 115 surpasse le HI-

62100 uM.

En conclusion, la molécule 115, malgré son absence de réactivation sur I'AChE inhibée par le NEDPA,
a des capacités supérieures au HI-6 ; la molécule 117 présente les plus grandes capacités de réactivation

a 100 uM pour une utilisation a large spectre.
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Oximes Structure du ligand VX (NEMP) Sarin (NIMP) Tabun (NEDPA) POX
et de l'espaceur

112 O 0.4 0.38 o 0.24
N
A

113 @ 055+ 0.01 0.14 = 0.0009 o 0.25  0.008
N 0.70 0.02 0.13 £ 0.0007 o 0.31+0.012
! 0.63 0.14 o 0.28
114 @ 0.24 = 0.002 0.008 + 0.0008 o 0.09 £ 0.0006
NP 0.32+0.003 0.009 = 0.008 o 0.10 + 0.0008
° 0.28 0.009 o 0.10
115 HzN\@ 268003 057002 2] 17+0.19
N 251+025 0.64+0.03 o 19+025
ﬁi\ 2.60 0.61 o 18
116 HzN\@ 0.46+0.01 0.18 % 0.002 037003 0.25+0.003
N 0.46+0.01 0.19 + 0.002 0.41+0.03 0.26 + 0.004
° 0.46 0.19 0.39 0.26
117 /O 0.8 +0.026 0.24 % 0.003 057+ 0.06 0.26 £ 0.003
HoN N(\%\ 0.87+0.03 0.29 +0.007 0.68 +0.07 0.27 +0.003
¢ 0.84 0.27 0.63 0.27
118 D 0.38 £ 0.006 0.16 £ 0.002 052+ 006 0.19 = 0.002
HoN Nﬁ)\ 0.39 +0.006 0.15 +0.001 0.41+0.04 0.18 + 0.002
° 0.39 0.16 0.47 0.19
HI-6 0.28 £ 0.005 0.45 + 0,002 o 0.025 + 0.0002
2-PAM 0.14 £ 0.001 0.2+0.002 0.17 £ 0.001 0.03 + 0.0002

Tableau 66. kos a 100 uM en min- sur la hRAChE inhibée par différents NOPs (expérience en microplaque; en gras la moyenne arrondie; @ :

pas de réactivation).

L’évaluation in vitro a été complétée dans le cas de la molécule 112. Les constantes cinétiques de
réactivation de '’hAChE inhibée par différents NOPs ainsi que les ICs sur l’enzyme native sont
détaillées dans le Tableau 67. Concernant les affinités envers I'enzyme inhibée, la molécule 112 est bien
moins affine que les réactivateurs de référence malgré une affinité envers 'enzyme native bien
supérieure. Aussi, les cinétiques de réactivation sont bien plus élevées que celles présentées par la 2-
PAM et le HI-6 (a I'exception du sarin ou le HI-6 surpasse la molécule 112). L’efficacité globale de cette
molécule est équivalente au 2-PAM dans le cas du VX et du sarin, mais surpasse aisément les

réactivateurs de référence dans le cas du paraoxon.
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Oximes

inéti NOP:
Constantes cinétiques OPs 112 Hl6 2PAM
VX (NEMP) 216 + 31 19+4 26+7
Sarin (NIMP) 69 +15 57 +£11 25+7
Kb (uM)
Tabun (NEDPA) (%] (%] 211+113
Paraoxon nd 290 + 70 68 +16
VX (NEMP) 1.3+£0.12 0.38 £0.02 0.19+£0.013
. Sarin (NIMP) 0.66 +0.05 0.76 £ 0.06 0.27 £ 0.02
kr (min-1)
Tabun (NEDPA) (%] (%] 0.47 £0.19
Paraoxon nd 0.1+0.01 0.066 +0.02
VX (NEMP) 6 20 73
) Sarin (NIMP) 9.5 133 10.8
k2 (mM-'min-1)
Tabun (NEDPA) 1% 1%} 2.24
Paraoxon 2.7 0.36 0.97
1Cs0 (UM) - 25+4 82+6 580 + 28

déterminé ; @ : absence de réactivation) et ICso sur la hAChE

protection obtenus, le développement de la molécule 112 a été abandonné.

Traitement Paraoxon VX (NEMP) Sarin (NIMP)
Aucun réactivateur 1 1 1
2-PAM 2,58 1,43 1,07
HI-6 1,6 3 2,63
Obidoxime 3,79 2,27 2,85
112a 1,61 1,57 14

Tableau 68. Indices de protection déterminés sur la souris en absence d’atropine

Tableau 67. Constantes cinétiques de réactivation in vitro de la molécule 112 sur la hRAChE inhibée par différents NOP (nd : non-

Etant donnée les capacités excellentes dans le cas du paraoxon, la molécule 112 a fait I'objet d’essais de
protection sur la souris par le Dr Guilhem Calas. Afin d’éviter les problemes de solubilité, le sel de
trifluoroacétate du réactivateur 112a a été employée. Les indices de protection ont donc été déterminés
sur la souris (Tableau 68). Pour les trois NOPs testés, les indices de protection sont du méme ordre de
grandeur : la molécule 112a protege donc les souris des NOPs de la méme fagon sur les 3 NOPs testés
contrairement aux molécules de référence. Dans le cas du paraoxon, la molécule surpasse le HI-6 mais
les capacités de protection restent inférieures a la 2-PAM et a I'obidoxime. Enfin, utilisée en protection
contre le NEMP et le NIMP, la molécule est plus efficace que la 2-PAM mais reste moins efficace

comparé au HI-6 et 'obidoxime. Face a ces résultats décevants et malgré '’homogénéité des indices de

cyclique en tant que ligand du site périphérique
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V. Incorporation de pipérazines N-substituées

Le motif pipérazine est un fragment tres fréquemment rencontrer en chimie médicinale notamment
dans les molécules actives au niveau du SNC.53-5155245% [ ’intérét de ce fragment, outre ses activités
biologiques diverses, est sa capacité avérée a améliorer les propriétés pharmacocinétiques des
molécules, telles que la solubilité dans l'eau et la stabilité métabolique. La présence de deux atomes
d’azotes dans ce cycle permet une véritable modulation des propriétés physicochimiques de la molécule
mais aussi sa formulation sous forme de sel. De ce fait, ce motif a été rapidement envisagé en tant que

ligand du site périphérique dans le développement de nos réactivateurs.

V.1. Conception in silico

HO x (\N,R

HON . N/ N \_, nitrogene 2

n \v nitrogene 1

n=2,R=Me, 146 n=2,R="Ph, 150 n=2,R=2-py, 156
n=3, R=Me, 147 n=3,R=Ph, 151 n=3,R=2-py, 157
n=2,R=Et, 148 n=2,R=8Bn, 152 n=2,R=2-pym, 158
n=3, R=Et, 149 n=3,R=Bn, 153 n=3,R=2-pym, 159

n=2,R=-CHPh, 154
n=3,R=-CHPh,, 155

Figure 179. Réactivateurs étudiés dans cette partie

Différents substituants ont été envisagés sur ce motif pipérazine (Figure 179) avec comme objectif une
modulation des de valeurs de pKa des atomes d’azote mais aussi de la lipophilie et de Iaffinité envers
I'enzyme inhibée. Cette partie sera consacrée aux études d’amarrage moléculaire ainsi qu’aux

simulations des propriétés physico-chimiques pour le passage de la BHE pour ces composés.

En premier lieu, I’ajout d"une chaine alkyle linéaire a été étudié au travers des molécules 146 a 149 afin
de vérifier 'apport du motif pipérazine. Des études d’amarrage moléculaire en statique et en flexible
ont donc été menées sur la mAChE inhibée par le VX. Les différentes interactions sont illustrées dans la
Figure 180. L’azote relié au bras espaceur est protoné, permettant des interactions intéressantes de type
cation-t ainsi que des liaisons hydrogenes stabilisantes avec les résidus Tyr124, Tyr341 et Tyr337. La
chaine alkyle interagit aussi avec le site périphérique via des interactions de type m-allyle et -0 avec les
résidus Trp286 et Tyr72. Ces molécules sont stabilisées par de nombreuses interactions de type Van Der
Waals. Enfin, 'oxime est en position active, c’est-a-dire qu’elle pointe vers le phosphore de la serine
phosphylée (distance comprise entre 4.3 et 5.6 A). De plus, le noyau pyridine est stabilisé par un -

stacking avec le Trp86.
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Figure 180. Interactions entre les molécules 146 a 148 dockées (statique) avec la mAChE inhibée par le VX (visualisé sur Discovery Studio
version 17.2.0.16349 ; O-P : distance oxime phosphore).
Cependant, les interactions peuvent étre augmentées notamment par 'apport de motifs aromatiques et
hétérocycliques. Les molécules 150 a 159 ont donc été évaluées en docking flexible illustrant des modes
d’interactions spécifiques (Figure 181). En effet, le greffage d’un motif phényle permet des interactions
de type m-stacking avec la Tyr124 et le Trp286. Aussi, cette interaction permet de placer idéalement
I'azote 1 de la pipérazine en face de la Tyr341, induisant une interaction cation-m. Le remplacement du
phényle par un benzyle permet d’augmenter les degrés de liberté du cycle aromatique. En effet, le mode
d’interaction change et permet un m-stacking avec le Trp286 mais aussi un m-stacking T-shaped
(perpendiculaire) avec le résidu Tyr124 tout en conservant l'interaction avec la Tyr341. L’ajout d’'un
second phényle sur cette molécule permet d’ajouter un mt-stacking T-shaped (perpendiculaire) avec le
résidu Tyr341. Lorsque I'azote 2 de la pipérazine est substitué par une pyridine, les modes de liaison

observés avec le phényle sont retrouvés. Etant donné la valeur de pKa de cette pyridine, des interactions

Chapitre 3 : Conceptions, syntheses et évaluations biologiques de réactivateurs non-chargés incorporant une amine 212

cyclique en tant que ligand du site périphérique



cation-mt en plus des m-stacking avec la Tyr124 et le Trp286 pourraient avoir lieu. Enfin, I'ajout d'un
second azote sur la pyridine change complétement le mode de liaison qui se rapproche sensiblement de

celui observé avec I’adduit diphényle.

Outre ces interactions avec le site périphérique, les oximes sont en position active : elles pointent vers
le phosphore de la serine phosphylée (distance comprise entre 3.9 et 4.5 A). Enfin, le noyau pyridine est
stabilisé par un m-stacking avec le Trp86 pour toutes les structures étudiées.

TRP-286 TRP ~?§6
5\\ A

.
2
',

E)
PHE; 295 .

TYR-337

AE =-12.0 kcal/mol AE = -11.9 kcal/mol

4 [

40
*

. TYB~341
i j |
L A\
/ VA = ”—“4“!5‘8
TYRJ{;QU\ ot .5 - (‘l TYR{124

I TYB 337

TRR \}&

'-_,‘f 3"

GL-U[QZJ /J i GLu\_;@g /

AE =-9.4 kcal/mol AE = - 9.9 kcal/mol
Figure 181. Dockings flexibles des molécules 150, 152, 154, 156 et 158 avec la mAChE inhibée par le VX (visualisés sur Pymol version

2.0.7)

Face a ces résultats plus qu’encourageant, les propriétés physicochimiques ont donc été étudiées avec
attention. Ces parametres sont résumés dans le Tableau 69. L’avantage majeur des pipérazines est que
le pKa de l'azote 1 du cycle est idéalement situé entre 7 et 8 (a 'exception de la molécule 154).
Malheureusement l'azote 2 du cycle pipérazine présente des pKa trop faible pour espérer une
protonation. Cependant, dans le cas des pipérazines N-aromatique et N-hétérocyclique, la protonation
n’est pas nécessaire étant donnée les interactions déja présentes. A partir des parametres simulés, les

scores MPO-CNS ont été calculés en utilisant le programme python que nous avons développé. Toutes
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les molécules présentent des scores compris entre 4.8 et 5.5 a1’exception des molécules 154 et 155 du fait
de leur lipophile élevée et de la présence d'un grand nombre de liaisons rotatives. Ces données nous

donnent un bon espoir d’obtenir des molécules actives au niveau du SNC.

Oximes pKaN1  pKa N2 pKa R (gfnvt\:l) RB HDB HAB logP logD PSA (A?) ]s‘g:z
146 7,91 2,38 - 292,38 6 2 6 0,94 0,63 72,19 55
147 7,98 2,45 - 306,41 7 2 6 1,31 0,95 72,19 55
148 7,95 2,53 - 306,4 7 2 6 1,25 0,92 72,19 55
149 8 2,63 - 320,43 8 2 6 1,64 1,27 72,19 55
150 7,9 -0,63 - 354,45 7 2 6 2,82 2,52 72,19 5,24
151 7,98 -0,6 - 368,48 8 2 6 3,21 2,85 72,19 4,91
152 7,83 2,3 - 368,48 8 2 6 2,72 2,45 72,19 521
153 7,9 2,37 - 382,51 9 2 6 3,13 2,8 72,19 4,88
154 10,33 3,51 - 444,58 9 2 6 4,48 4,19 72,19 2,15
155 7,88 2,5 - 458,66 10 2 6 4,9 4,58 72,19 2,84
156 8,52 - 522 355,44 7 2 7 2,39 2,16 85,08 5,16
157 7,85 - 52 369,47 8 2 7 2,8 2,5 85,08 518
158 7,49 - 2,05 356,43 7 2 8 1,86 1,71 97,97 5,24
159 7,71 - 2,04 370,46 8 2 8 2,3 2,08 97,97 512

Max CNS + 10 - - 450 8 3 7 5 - 70.00 >4

Tableau 69. Propriétés physicochimiques simulées par MarvinSketch et Chemicalize.

V.2. Synthéses des réactivateurs comportant un motif pipérazine N-substituée

Les syntheses des différents réactivateurs présentés seront détaillées dans cette partie. Cette famille de
réactivateurs sera divisée en trois parties distinctes selon la nature du groupement porté par la
pipérazine. D’abord l'incorporation des N-alkylpipéridines sera présenté, puis la synthese des
composés portant le motif N-aryls pipérazines et enfin, la synthése des composés portant le motif N-
hétéroaryl pipérazines. A noter que les rendements indiqués ne sont pas optimisés. Les sels de TFA
obtenus ont été caractérisés par RMN 'H et 5F (dosage interne utilisant PhCFs). L’ensemble de ces
molécules a été envoyé au Dr José Dias pour évaluation in vitro. Le réactivateur 147 a aussi été évalué

in vivo par le Dr Guilhem Calas.

V.2.1. Syntheéses des réactivateurs portant un motif pipérazine N-alkylée

Cette partie sera consacrée aux syntheses des réactivateurs 146 a 149. Différentes voies de synthese ont

été mises en place et seront discutées dans cette partie.
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V.2.1.1. Synthése des réactivateurs incorporant la N-méthyle pipérazine (146-147)
V.2.1.1.1. Syntheése du réactivateur 146

Le réactivateur 146 a été obtenu sous forme de sel de TFA, a hauteur de 200 mg, avec un rendement
global de 13% sur 6 étapes a partir de I'alcool activé 57b (Figure 182). De la méme maniere que pour les
réactivateurs présentés précédemment, une réaction de substitution nucléophile de la N-méthyl
pipérazine sur le mésylate 57b permet d’obtenir avec un rendement faible de 43% 1”intermédiaire 160.
Apres hydrogénation catalytique de la molécule 160 avec un rendement quantitatif, I'aldéhyde 162 est
obtenu a partir de l'intermédiaire 161 avec un rendement global sur 3 étapes de 58%. La derniere étape

permet d’obtenir la molécule 146 avec un rendement de 54%.
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(a) K,CO; ACN, reflux, 12h, 43%; (b) H, Pd(OH), MeOH, rt, 12h, quant.; (c) TBSOT, TEA, DCM, 0°C;

(d) DIBAL-H, DCM, -78°C, 15 min; (e) TBAF, THF, 0°C, 30 min, 58% over 3 steps; (f) AcONa,
NH,OH.HCI, MeOH, rt, 4h, then reverse phase purification, 54%.

Figure 182. Synthése du réactivateur 146
V.2.1.1.2. Syntheése du réactivateur 147

La synthese du réactivateur 147 est identique a celle du réactivateur 146. La molécule 147 a été obtenue

sous forme neutre, a hauteur de 200 mg, avec un rendement global de 21% sur 6 étapes a partir du
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mésylate 57a (Figure 183). Testée sous forme neutre in vitro, cette molécule a fait I'objet d'une
formulation sous forme de chlorhydrate (53 mg, caractérisé par analyse élémentaire) pour les

évaluations in vivo.
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AB-069 147a (AB-069.HCI)
21% from 57a - 6 steps

(a) N-methylpiperazine, KZCO3, ACN, reflux, 12h, 76%; (b) sz Pd(OH)Z, MeOH, rt, 12h, 97%; (c) TBSOTS, TEA,
DCM, 0°C; (d) DIBAL-H, DCM, -78°C, 15 min; (e) TBAF, THF, 0°C, 30 min, 61% over 3 steps; (f) AcONa,

NH,OH.HCI, MeOH, rt, 4h, 46%; (g) HClaq, MeOH, 30 min, 75%.

Figure 183. Synthése du réactivateur 147

V.2.1.2. Synthése des réactivateurs portant le motif N-éthylpipérazine (148-149)
V.2.1.2.1. Synthése du réactivateur 148

A l'image de la voie alternative tentée lors de la synthese du JR595, et avec comme objectif d’améliorer
les rendements des différentes étapes de synthese, la synthése du réactivateur 148 débute avec une
réaction de substitution nucléophile sur l’alcool 24a préalablement activé sous forme de mésylate
(Figure 184). Le produit de substitution 166 a été obtenu avec un rendement faible de 31%. Par
comparaison avec la synthése du réactivateur 146, l'utilisation de l'intermédiaire 22a ne permet pas
d’améliorer le rendement. Etant donné que la nucléophilie entre la N-méthyl et la N-éthyl pipérazines
sont identiques, ce faible rendement peut étre explicable par le caractére labile du groupement MOM
notamment lors des purifications par chromatographie sur gel de silice. La déprotection du groupement

MOM en milieu acide fort, permet 1'obtention de I'intermédiaire 167 avec un rendement faible de 22%,
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illustrant de nouveau les limitations de cette voie de synthese quin’a pas été optimisée. Apres protection
du phénol sous la forme d’éther silylé, 'ester est réduit en aldéhyde, puis I'éther silylé est clivé en
présence de TBAF, cet aldéhyde intermédiaire n’a pas été obtenu suffisamment pur pour étre
caractérisé. Cette molécule a donc été utilisée sans purification dans I'étape finale consistant a générer
I’'oxime suivie d’une phase de purification par chromatographie en phase inverse (75% sur 4 étapes).
L’oxime 148 a donc été obtenue sous la forme de sel de TFA (caractérisé par RMN), a hauteur de 45 mg,

avec un rendement global non-optimisé de 5% sur 7 étapes a partir de l'intermédiaire 24a.
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(a) MsCl, TEA, DCM, 2h, rt, quant.; (b) N-ethylpiperazine, K,CO; ACN, reflux, 12h, 31%; (c) TFA,

DCM, rt, 2h, 22%; (d) TBSOT{, TEA, DCM, 0°C; (e) DIBAL-H, DCM, -78°C, 15 min; (f) TBAF, THF, 0°C,

30 min; (g) AcONa, NH,OH.HCI, MeOH, rt, 4h, then reverse phase purification, 75% over 4 steps.
Figure 184. Synthése du réactivateur 148

V.2.1.2.2. Synthése du réactivateur 149

Le réactivateur 149 a été obtenu sous la forme de sel de TFA (caractérisé par RMN), a hauteur de 70 mg,
avec un rendement global non-optimisé de 5% sur 6 étapes a partir du tosylate 59a (Figure 185). Le
greffage de la N-ethyl pipérazine s’est faite avec un rendement de 92%. L’intermédiaire 168 est réduit
en 169 par hydrogénation catalytique avec un rendement faible de 50% di a une erreur de manipulation
lors du traitement de la réaction ayant entrainé la perte d'une partie du produit. Comme pour le
réactivateur 148, I'aldéhyde n’a pas été obtenu suffisamment pur pour étre caractérisé et a donc
directement été mis en réaction pour former 1’oxime 149 isolée apres purification par chromatographie

en phase inverse.
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5% from 57a - 6 steps
(a) N-methylpiperazine, K2C03, ACN, reflux, 12h, 92%; (b) Hz, Pd(OH)z/ MeOH, rt, 12h, 50%; (c) TBSOT{, TEA,
DCM, 0°C; (d) DIBAL-H, DCM, -78°C, 15 min; (e) TBAF, THF, 0°C, 30 min; (f) AcONa, NH,OH.HCI, MeOH, rt,
4h, 10% over 4 steps;
Figure 185. Syntheése du réactivateur 149

V.2.2. Synthéses des réactivateurs portant un motif N-aryl pipérazine
V.2.2.1. Synthése des réactivateurs incorporant la -phényl pipérazine (150-151)

V.2.2.1.1. Synthése du réactivateur 150

La molécule 150 a été obtenue sous forme neutre a hauteur de 58 mg, avec un rendement global non-
optimisé de 9% a partir de l'intermédiaire 60b (Figure 186). Cette molécule insoluble en milieu aqueux
a donc été transformée sous forme de sel de TFA dont le ratio a été déterminé par RMN du fluor (150a

- 46%, 57 mg).

Concernant la synthese, la réaction de substitution nucléophile de la N-phényl pipérazine sur le
mésylate 60b a permis 'obtention du produit de substitution 170 avec un rendement de 78%. Le
couplage de Sonogashira avec I'intermédiaire 4 permet I’obtention du produit de couplage désiré 171
avec un rendement apres isolation de 32%. Apres hydrogénation catalytique de cet intermédiaire,
I'aldéhyde 173 est généré apres protection — réduction - déprotection de l'intermédiaire 172 avec un
rendement de 38% sur ces 3 étapes. Enfin 'oxime 150 est générée dans les conditions classiques avec un

rendement de 92%.
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AB-277 150a
9% from 60D - 7 steps AB-745

(a) N-phenylpiperazine, K2C03l ACN, reflux, 12h, 78%; (b) 4, Pd(PPhy), - 5 mol%, Cul - 10 mol%, DCM: TEA
(2:1), 1t, 12h, 32%, (c) H, Pd(OH), MeOH, rt, 12h, 99%; (d) TBSOTf, TEA, DCM, 0°C; (e) DIBAL-H, DCM, -
78°C, 15 min; (f) TBAF, THF, 0°C, 30 min, 38% owver 3 steps; (g) AcONa, NH,OH.HCIl, MeOH, rt, 4h, 92%; (h)
TFA, MeOH, 30 min, 46%.

Figure 186. Synthése du réactivateur 150

V.2.2.1.2. Synthése du réactivateur 151

Le réactivateur 151 a été obtenu selon la méme séquence réactionnelle que son analogue 150 (Figure
187). La molécule a été isolée sous forme neutre, a hauteur de 29 mg, avec un rendement global non-
optimisé de 16 % a partir de 1’alcool activé 60a. Cette molécule faiblement soluble dans l'eau a été
transformée en sel de TFA (27 mg) dont le ratio a été déterminé comme précédemment par utilisation
d’un étalon interne (PhCFs) en RMN du ©F. Les rendements obtenus dans les différentes étapes de

synthese sont acceptables mais peuvent étre encore optimisés.
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(a) N-phenylpiperazine, K2C03’ ACN, reflux, 12h, 87%; (b) 4, Pd(PPhy), - 5 mol%, Cul - 10 mol%, DCM: TEA
(2:1), rt, 12h, 54%, (c) H, Pd(OH), MeOH, rt, 12h, quant.; (d) TBSOTf, TEA, DCM, 0°C; (e) DIBAL-H, DCM, -
78°C, 15 min; (f) TBAF, THF, 0°C, 30 min, 50% over 3 steps; (g) AcONa, NH,OH.HCIl, MeOH, rt, 4h, 70%; (h)
TFA, MeOH, 30 min, 49%.

Figure 187. Synthése du réactivateur 151

V.2.2.2. Synthéses des réactivateurs portant le motif N-benzylpipérazine (152-153)

V.2.2.2.1. Synthése du réactivateur 153

La premiére voie de synthese envisagée est la voie classique constituant en I'incorporation de I’amine

par substitution nucléophile sur le mésylate 57a (60% - Figure 188). Cependant, I'hydrogénation de

I'intermédiaire 178 a conduit a un mélange complexe de molécules O- et N- débenzylées, mélange

difficilement séparable par chromatographie. De ce fait, une voie de synthese alternative a donc été mise

en place (Figure 189).
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Figure 188. Voie de synthése initialement envisagé pour le réactivateur 153

A partir de l'intermédiaire 24a préalablement activé sous la forme de mésylate, le produit de
substitution 179 a été obtenu avec un rendement sur deux étapes de 86%. La déprotection du
groupement MOM a été étudiée dans différentes conditions (HCl aq 4 M, HCl aq 6 M, acide citrique 5%
dans le THF) qui n’ont pas permis I'obtention de l'intermédiaire 180. Seul I'utilisation de TFA dans le
DCM a permis d’obtenir la molécule désirée avec un rendement de 64%. Par la suite, I'aldéhyde 181 est
obtenu avec un rendement sur 3 étapes de 30%. Enfin 1'oxime 153 est générée dans les conditions
classiques avec un rendement de 82%. Pour conclure, le réactivateur a été obtenu a hauteur de 78 mg,

avec un rendement global non-optimisé de 6% a partir de I'intermédiaire 4b.
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(a) 6a, PA(PPhy), - 5 mol%, Cul - 10mol%, TEA:DCM (1:2), rt, 12h, 80%; (b) TBSOTf, TEA, DCM, rt, 2h, quant.; (c) H,,
Pd/C, MeOH, 2h, 84%; (d) TBAF, THF, 0°C, 30 min; 71%; (e) MsCl, TEA, DCM, reflux, 1h, quant.; (f) N-
benzylpiperazine, KZCO3, ACN, reflux, 12h, 86% (g) TFA, DCM, rt, 2h, 64%; (h) TBSOTf, TEA, DCM, rt, 3h, quant.; (i)

DIBAL-H, DCM, -78°C, 15 min, 69%; (j) TBAF, THF, 0°C, 30 min, 43%; (k) AcONa, NH,OH.HCI, MeOH, rt, 4h, 82%.
Figure 189. Synthése du réactivateur 153

V.2.2.2.2. Synthése du réactivateur 152

Bien que I'utilisation du groupement benzyle ait posé des problemes lors de la synthese du réactivateur

153, les rendements faibles obtenus nous ont encouragé a reprendre la voie de synthése classique

(Figure 190).

A partir de l'intermédiaire 57b, l'incorporation de la N-benzyl pipérazine a permis I'obtention de

lI'intermédiaire 182 avec un rendement de 46%. L’étape d’hydrogénation n’est pas optimale mais permet

I'obtention de l'intermédiaire 182 avec un rendement de 58% apres purification. La synthese de

I'aldéhyde 184 se fait de la méme maniere que précédemment avec un rendement sur 3 étapes de 70%.

Enfin, I'étape final permet la génération de 1’oxime qui est isolée par chromatographie en phase inverse

sous forme de sel de TFA avec un rendement isolé de 42% Cette oxime a été synthétisée a hauteur de

190 mg, avec un rendement global de 8% sur 6 étapes a partir de I'intermédiaire 57b.
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8% from 57b - 6 steps
(a)N-benzylpiperazine, KZCO3, ACN, reflux, 12h, 46%; (b) H2, Pd(OH)Z, MeOH, rt, 12h, 58%; (c) TBSOT{,
TEA, DCM, 0°C; (d) DIBAL-H, DCM, -78°C, 15 min; (e¢) TBAF, THEF, 0°C, 30 min, 70% over 3 steps; (f)
AcONa, NH,OH.HCI, MeOH, rt, 4h, then reverse phase purification, 42%.
Figure 190. Synthése du réactivateur 152

V.2.2.3. Synthése des réactivateurs portant le motif N-(diphenyl)methylpipérazine (154-155)
V.2.2.3.1. Synthése du réactivateur 154

La synthese du réactivateur 154 suit la voie linéaire classique (Figure 191). Ce réactivateur a été obtenu
sous la forme de sel de TFA, a hauteur de 444 mg, avec un rendement global non-optimisé de 22% sur
6 étapes a partir de I'intermédiaire 57b. La réaction de substitution permet d’obtenir I'intermédiaire 185
avec un rendement isolé de 43%. Ce produit est hydrogéné dans les conditions classiques pour obtenir
lI'intermédiaire 186 avec un rendement de 89%. La génération de I'aldéhyde 187 se fait de la méme fagon
que précédemment avec un rendement de 93 % sur 3 étapes. Enfin la condensation de I’hydroxylamine

suivie d"une purification en phase inverse permet d’avoir le réactivateur 154 avec un rendement isolé

de 61%.
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(a)N-methyldiphenylpiperazine, K2C03, ACN, reflux, 12h, 43%; (b) Hz, Pd(OH)Z, MeOH, rt, 12h, 89%;
(c) TBSOT(, TEA, DCM, 0°C; (d) DIBAL-H, DCM, -78°C, 15 min; (e) TBAF, THF, 0°C, 30 min, 93% over 3
steps; (f) AcONa, NH,OH.HCI, MeOH, rt, 4h, then reverse phase purification, 61%.

Figure 191. Synthése du réactivateur 154

V.2.2.3.2. Syntheése du réactivateur 155

La synthese du réactivateur 155 suit la voie linéaire classique. Ce réactivateur a été obtenu sous la forme
de sel de TFA, a hauteur de 416 mg, avec un rendement global non-optimisé de 15% sur 6 étapes a partir
de l'intermédiaire 57a (Figure 192). L’intermédiaire 188 est obtenu apres substitution nucléophile avec
un rendement de 60%. Apres hydrogénation catalytique (quant.), I'aldéhyde 190 est généré a partir de
I'intermédiaire 189 avec un rendement de 66 % sur 3 étapes. La condensation de I'hydroxylamine suivi

d’une phase inverse permet ainsi d’obtenir le réactivateur 190 avec un rendement de 39 %.
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15% from 57a - 6 steps

(a) N-methyldiphenylpiperazine, KZCO3' ACN, reflux, 12h, 60%; (b) Hz, Pd(OH)Z MeOH, rt, 12h, quant.; (c)
TBSOT{, TEA, DCM, 0°C; (d) DIBAL-H, DCM, -78°C, 15 min; (e) TBAF, THF, 0°C, 30 min, 66% over 3 steps; (f)
AcONa, NH,0OH.HCI, MeOH, rt, 4h, then reverse phase purification 39%;

Figure 192. Synthése du réactivateur 155

V.2.3. Synthéses des réactivateurs portant une pipérazine N-hétérocyclique
V.2.3.1. Synthése des réactivateurs portant le motif N-(2-pyridin)pipérazine (156-157)
V.2.3.1.1. Synthése du réactivateur 156

Reprenant le méme schéma synthétique que pour le réactivateur 153, I'oxime 156 a été obtenue sous la
forme de sel de TFA, a hauteur de 71 mg, avec un rendement global de 4% sur 7 étapes a partir de
I'intermédiaire 24b (Figure 193). La substitution nucléophile sur l'alcool réduit 24b, ne permet
I’obtention du produit 191 qu’avec un rendement de 46% probablement dti a une dégradation du MOM
dans les conditions de purification. Apres déprotection du groupement MOM, I'aldéhyde est généré
mais n’a pas pu étre obtenu suffisamment pur, et a été engagé tel quel dans I'étape finale. Apres

condensation de I’hydroxylamine, le réactivateur 156 est obtenu avec un rendement de 27% sur 4 étapes.
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(a) MsCl, TEA, DCM, rt, 2h ;(b) N-2-pyridinepiperazine, K2C03, ACN, reflux, 12h, 46%; (c) TFA, DCM, rt, 2h, 31%; (c)
TBSOTf, TEA, DCM, 0°C; (d) DIBAL-H, DCM, -78°C, 15 min; (e) TBAF, THF, 0°C, 30 min; (f) AcONa, NH,OH.HC],
MeOH, rt, 4h, then reverse phase purification, 27% over 4 steps.

Figure 193. Syntheése du réactivateur 156

V.2.3.1.2. Synthése du réactivateur 157

Reprenant le schéma synthétique linéaire, I'oxime 157 a été obtenue sous la forme de sel de TFA, a
hauteur de 6 mg, avec un rendement global de 0,3% sur 7 étapes a partir de I'intermédiaire 57a (Figure
194). Ce tres faible rendement est di a une avarie lors de la purification par chromatographie en phase
inverse finale (fuite au niveau de la colonne, 1% de rendement sur cette étape). L’ incorporation de la N-
2-pyriridine- pipérazine a été faite par substitution nucléophile sur l'alcool activé 57a avec un
rendement acceptable de 72 %. Apres hydrogénation catalytique, 1’aldéhyde est généré de la méme
fagon que précédement, avec un rendement isolé de 44% sur 3 étapes. L’oxime 157 est alors généré de

la méme fagon que précédemment.
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(a) N-2-pyridinepiperazine, K2C03/ ACN, reflux, 12h, 72%; (b) Hz, Pd(OH)Z, MeOH, rt, 12h, 95%; (c) TBSOT{,
TEA, DCM, 0°C; (d) DIBAL-H, DCM, -78°C, 15 min, ; (e) TBAF, THEF, 0°C, 30 min, 44% over 3 steps; (f) AcONa,
NH,OH.HCI, MeOH, rt, 4h, then reverse phase purification 1%.

Figure 194. Synthése du réactivateur 157

V.2.3.2. Synthése des réactivateurs portant un motif N-(2-pyrimidin)pipérazine (158-159)
V.2.3.2.1. Syntheése du réactivateur 158

L’oxime 158 a été obtenue sous forme de sel de TFA, a hauteur de 67 mg, avec un rendement global
non-optimisé de 4% sur 6 étapes a partir de I'intermédiaire 57b (Figure 195). La pipérazine est greffée
par substitution nucléophile sur le mésylate 57b avec un rendement de 48%. Le produit 196 est alors
hydrogéné pour obtenir l'intermédiaire 197. A noter que le rendement de I'hydrogénation n’est pas
représentatif, la majorité du produit ayant été perdu lors du bris du ballon le contenant. L’aldéhyde 198
est alors obtenu comme précédemment avec un rendement de 98 % sur 3 étapes. Enfin, I'oxime 158 est

générée puis isolée par phase inverse avec un rendement de 45 %.
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(a)N-pyrimidinylpiperazine, K,CO; ACN, reflux, 12h, 48%; (b) H, Pd(OH), MeOH, rt, 12h, 19%; (c)
TBSOTf, TEA, DCM, 0°C; (d) DIBAL-H, DCM, -78°C, 15 min; (e¢) TBAF, THF, 0°C, 30 min, 98% over 3
steps; (f) AcONa, NH,OH.HCI, MeOH, rt, 4h, then reverse phase purification, 45%.

Figure 195. Synthése du réactivateur 158

V.2.3.2.2. Synthése du réactivateur 159

L’oxime 159 a été obtenue sous forme neutre, a hauteur de 1.1 g, avec un rendement global non-optimisé

de 21% sur 6 étapes a partir de l'intermédiaire 57a (Figure 196). La substituation nucléophile entre la

pipérazine et le mesylate permet d’obtenir le produit de substitution avec un rendement de 78%. Apres

hydrogenation catalytique (rendement quantitatif), l'intermédiaire 200 est protégé, reduit puis

déprotégé pour obtenir I'intermédiaire 201 avec un rendement de 40% sur 3 étapes. Enfin, celui-ci est

mis en réaction avec I'hydroxylamine pour former I'oxime 159, isolé par phase normal, avec un

rendement de 66%. Par manque de temps, cette molécule n’a pas été formulée sous forme de sel. Cette

formulation se fera si les évaluations in vitro sont favorables afin d’envisager une étude in vivo. Etant

donné la quantité de réactivateur disponible, il serait intéressant de mener une véritable étude

pharmacologique sur différentes formulations, voire méme I’encapsulation dans des nanoparticules a

I'image des travaux menés sur le GM415.
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21% from 57a - 6 steps

(a) N-pyrimidinylpiperazine, KZCO3, ACN, reflux, 12h, 78%; (b) sz Pd(OH)Z, MeOH, rt, 12h, quant.; (c)
TBSOT{, TEA, DCM, 0°C; (d) DIBAL-H, DCM, -78°C, 15 min; (e) TBAF, THF, 0°C, 30 min, 40% over 3 steps; (f)
AcONa, NH,OH.HCI, MeOH, rt, 4h, 66%.

Figure 196. Synthése du réactivateur 159

V.3. Evaluations biologiques des réactivateurs incorporant une pipérazine
V.3.1. Evaluations in vitro

Les différentes oximes de cette partie ont été envoyées fin 2017 a nos différents partenaire. Certaines

données ne sont pas disponibles actuellement.

V.3.1.1. Passage de la BHE in vitro

Comme précédemment le passage de la BHE a été évalué par le Dr Bélen Pérez au travers des tests
PAMPA (Tableau 70). La validation du test a été effectuée en comparant les valeurs de perméabilité
expérimentales et issues de la littérature de quatorze médicaments commerciaux, donnant une bonne

corrélation linéaire (R2=0,9321) : P. (expérimentale) =1,6601 P. (littérature) — 1,3856.
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En utilisant cette équation et les limites de perméabilité de la BHE établies par Di et coll, > les fourchettes
suivantes de perméabilité P. ont été établies comme précédement (P. > 5,255 pour les composés a haute
perméabilité a la BHE ; P. < 1,935 pour les composés a faible pénétration de la BHE ; 5,255 > P. > 1,935

pour les composés a pénétration incertaine de la BHE).

Concernant les N-alkyl pipérazines, le passage de la BHE dépend de la longueur de la chaine espaceur.
L’apport d’un aryl sur la pipérazine permet une nette amélioration du passage. Enfin, les N-hétérocycle
pipérazines traverse la BHE a 1’exception du 158 dont le passage est ambigu probablement a cause d’un

bras espaceur trop court qui ne compense pas la présence de la pyrimidine.

Oxime Ligand + espaceur P. (10:° cm s7) Prédiction CNS Score MPO-CNS
146 (AB639) NN 2,840,1 CNS+/- 55
QN(\Q\
4
148 (AB588) NN 2,920,2 CNS+/- 55
K/NH)\
4
149 (AB557) N 26,4+4,5 CNS+ 55
K/N(\f\
5
150 (AB744) @\ 9,8+0,1 CNS+ 5,24
NTY
N
o \94)\
151 (AB745) @ 10, 2+0,6 CNS+ 4,91
N/\
N
o \95)\
152 (AB641) g@ 7,620,1 CNS+ 5,21
N
e
155 (AB555) o 8,6+0,5 CNS+ 2,84
Ph N/\
SSLM
156 (AB589) B 7,2+0,4 CNS+ 5,16
N7 N/\
N
M
158 (AB647) N 4,8+0,1 CNS+/- 5,24
N7 N/\
N
R
159 (AB508) N 12,3+0,7 CNS+ 5,12

»
S

Tableau 70. Perméabilité a la BHE in vitro (Pe) des molécules 90, 91, 93 obtenues lors du test PAMPA

Globalement, l'ensemble des réactivateurs dérivées de la pipérazine semblent passer la BHE a

I’exception des réactivateur 146, 148 et 158 dont le passage est incertain.

V.3.1.2. Réactivation de 'hAChE inhibée par différents NOPs

Concernant I'évaluation in vitro des potentiels réactivateurs de nos oximes, 'étude menée par le Dr José

Dias est en cours. Cependant, bien que les constantes cinétiques ne soient pas encore disponibles, des
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constantes kobs a 100 uM nous ont été communiquées et nous permettent d’avoir un apergu de la
réactivité in vitro des oximes (Tableau 71). Parmi I’ensemble de ces molécules, les oximes 146, 148, 150,
151, 152, 154, 155, 156 et 158 réactivent a large spectre, tandis que les autres molécules semblent
incapables de réactiver ' hAChE inhibée par le NEDPA (analogue du Tabun). Quant a la molécule 149,
celle-ci réactive uniquement I'’#AChE inhibée par le NEMP (analogue du VX) mais avec une constante

supérieure a celles obtenues pour les molécules de références.

Oximes Structure du ligand VX (NEMP) Sarin (NIMP) Tabun (NEDPA) POX
et de I'espaceur
146 \Nﬁ 0.38 +0.006 0.11 +0.001 0.57 +0.08 0.13 +0.001
K/NHA 0.38 +0.007 0.12 +0.001 0.57 +0.08 0.14 + 0.001
4 0,38 0,12 0,57 0,14
147 \Nﬁ 0,13 0,13 1%} 0,5
N
K/ \&?SA
148 /\Nﬁ 0.41+0.01 0.09 + 0.0007 0.49+0.15 0.12 +0.001
&N\g)\ 0.41+0.01 0.09 + 0.0007 0.36 +0.08 0.12 +0.001
4 0,41 0,09 0,43 0,12
149 /\Nﬁ 0.5+0.03 1%} 1%} 1%}
&Nﬁ)\ 0.51+0.03 o o o
S 0,51 1% 1% 1%
150 @\ 31+05 0.47 +0.007 1.12+0.2 0.55 + 0.009
N 3.46+0.6 0.48 + 0.007 1.03+0.2 0.55 + 0.009
bNﬁ)\ 3,28 0,48 1,08 0,55
4
151 @\ 0.52 +0.008 0.015 + 0.0007 0.14 + 0.002 0.49 +0.016
N 0.51 +0.007 0.016 + 0.0007 0.08 + 0.002 0.50 +0.017
K/Ni\%)\ 0,52 0,016 0,11 0,5
152 @ﬁNﬁ 0.23 +0.003 0.22 +0.002 0.37 +0.08 0.27 +0.004
K/N@}\ 0.24 +0.003 0.23 +0.002 0.42 0.1 0.31 +0.005
4 0,24 0,23 0,4 0,29
153 g@ \9)\ 0,06 (40 uM) 0,22 %) 0,04 (40 uM)
N
5
154 Ph 0.28 +0.003 0.16 + 0.002 0.06 + 0.004 0.34 + 0.006
PRTONTY 0.29 +0.004 0.18 + 0.004 0.1 +0.006 0.36 + 0.008
LN
Hf\ 0,29 0,17 0,08 0,33
155 Ph 0.15 +0.002 0.08 +0.001 0.08 +0.01 0.17 £ 0.002
PRTONTTY 0.19 +0.004 0.08 + 0.001 0.019 +0.004 0.17 £ 0.002
LN
195)\ 0,17 0,08 0,014 0,17
156 B 2.98+0.5 0.46 +0.01 0.46 +0.07 1.54+0.19
NG N 27+04 0.44 +0.01 0.5+0.08 1.53+0.19
&Nﬁk 2,84 0,45 048 1,54
4
157 B 0.17 +0.0009 0.10 + 0.0006 %) 0.20 + 0.003
NG N 0.16 + 0.0007 0.08 +0.0003 %) 0.20 + 0.003
oA 017 0,09 o 0,2
5
158 N 1.7+0.15 0.47 + 0.007 0.7+0.12 0.87 +0.04
NG N 1.67+0.15 0.47 + 0.007 0.61+0.1 0.85+0.04
&Nm)\ 1,69 0,47 0,66 0,86
HI-6 0.28 +0.005 0.45 + 0.002 %) 0.025 + 0.0002
2-PAM 0.14 + 0.001 0.2 +0.002 0.17 +0.001 0.03 + 0.0002

Tableau 71. kobs a 100 uM en min™ sur la hRAChE inhibée par différents NOPs (expérience en microplaque; en gras la moyenne arrondie; @ :

pas de réactivation).
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[ . . . . Kobs (réactivat (o4
Etant donné la somme des données obtenus, par soucis de comparaison, le ratio —2*ACPALUD o éié
obs (référence)

calculé (Tableau 72). Concernant les réactivateurs dont la pipérazine est substituée par une chaine
aliphatique, la longueur de I'espaceur a une influence directe sur les capacités in vitro. En effet, dans le
cas des molécules 146-147, 'augmentation de la longueur de 'espaceur provoque une diminution de
I'activité sur I'hAChE inhibée par le NIMP (analogue du Sarin), le NEMP (analogue du VX) ou le
NEDPA (analogue du Tabun). Cependant dans le cas du paraoxon, au contraire, I'activité est augmentée
de facon importante : la molécule 147 est 16.7 fois plus efficace que la 2-PAM et 20 fois plus efficace que
le HI-6. Ce phénomene n’est pas observé pour les molécules 148-149. L’élongation du groupement porté
par la pipérazine a cependant tres peu d’influence sur la réactivation (146 vs 148). Lorsque le bras
espaceur et la chaine aliphatique sont allongés (146 vs 149), I'activité sur ' hAChE inhibée par le VX est

augmentée tandis que l'activité sur I'’hAChE inhibée les autres NOPs est supprimée.

L’apport d'un motif aromatique sur la pipérazine permet une nette amélioration des capacités de
réactivation du fait d’une affinité bien plus élevée que dans le cas des chaines aliphatiques (comme déja
suspecté lors des études de docking). L’influence de la longueur du bras espaceur n’est pas négligeable :
I'allongement de cette chaine provoque la diminution voire la perte d’activité (150 vs 151). Le
remplacement du phényle par un benzyle provoque aussi une diminution de 'activité (150 vs 152),
probablement dii a un pouvoir inhibant de I'enzyme native important. Enfin, I'ajout d’'un deuxieme
phényle provoque une perte d’activité dans le cas du NIMP (analogue du Sarin) et du NEDPA (analogue
du Tabun), mais paradoxalement une augmentation d’activité dans le cas du NEMP (analogue du VX)
et du paraoxon (154 vs 152). La molécule la plus efficace de cette série est 'oxime 150 surpassant a la

fois la 2-PAM et le HI-6 notamment dans le cas du paraoxon.

Enfin, 'incorporation d’un motif pyridine sur la pipérazine permet de moduler 'activité in vitro. En
effet, dans le cas du bras espaceur a 4 carbones, la pyridine en place du phényle permet une
augmentation importante de la réactivation dans le cas du paraoxon (150 vs 156). Cette augmentation
n’est pas observée dans le cas du bras espaceur a 5 chainons (151 vs 157). Enfin, I'adjonction d’une
pyrimidine, provoque une diminution du potentiel de réactivation en comparaison avec le phényle pour
tous les NOPs testés (150 vs 158). En comparaison avec la pyridine (156 vs 158), les activités sont
diminuées dans le cas du NEMP (analogue du VX) et du paraoxon. Cependant, I'activité in vitro est
augmentée dans les cas du NIMP (analogue du Sarin) et du NEDPA (analogue du Tabun). L’oxime la
plus efficace de cette série est le réactivateur 156 notamment dans le cas du paraoxon ou cette molécule

est 51 fois plus active que la 2-PAM et 62 fois plus que le HI-6 a 100 uM.
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Oximes kovs (réactivateurs)/ kovs (2-PAM) kovs (réactivateurs) / kovs (HI-6)
g | Carbones R VX | Sarin | Tabun | POX VX Sarin POX
(Espaceur)

146 4 Me 2,7 0,6 3,4 4,7 1,4 0,3 5,6
147 5 Me 0,9 0,7 (%) 16,7 0,5 0,3 20,0
148 4 Et 2,9 0,5 2,5 4,0 1,5 0,2 438

149 5 Et 3,6 (%) (%) (%) 1,8 (%) (%)
150 4 Ph 23,4 2,4 6,4 18,3 11,7 1,1 22,0
151 5 Ph 3,7 0,1 0,6 16,7 1,9 (%] 20,0
152 4 Bn 1,7 1,2 2,4 9,7 0,9 0,5 11,6
153 5 Bn 0,4* 1,1 (%) 1,3* 0,2 0,5 1,6
154 4 CHPh2 2,1 0,9 0,5 11,0 1,0 0,4 13,2
155 5 CHPh2 1,2 0,4 0,1 5,7 0,6 0,2 6,8
156 4 2-py 20,3 2,3 2,8 51,3 10,1 1,0 61,6
157 5 2-py 1,2 0,5 %) 6,7 0,6 0,2 8,0
158 4 2-pyr 12,1 2,4 3,9 28,7 6,0 1,0 34,4

Tableau 72. Ratio des kovs @ 100 uM (*concentration d’oxime égale a 40uM ; @ : absence de réactivation)

Ces données sont préliminaires et ne suffissent pas a appréhender le phénomene de réactivation dans
sa globalité. Cependant les molécules 147 et 153, obtenues plus précocement, ont pu faire 1’objet d’une
étude complete (ce ne sont hélas pas les plus prometteuses vu les kobs obtenus). Les constantes cinétiques
de réactivation ont été déterminées in vitro sur ' hPAChE inhibée par différents NOPs ainsi que les ICso

sur 'enzyme native (Tableau 73).

Concernant les affinités sur I'’hAChE, la molécule 147 est beaucoup plus affine que les réactivateurs de
références. L’ajout du benzyle augmente fortement cette affinité (153), ce qui pourrait provoquer des

problemes d’inhibition de I’enzyme native.

Au niveau de la réactivation en elle-méme, la constante de dissociation de la molécule 147 n’est pas
améliorée dans le cas de I'hAChE inhibée par le NEMP (analogue du VX). A contrario, dans le cas du
NIMP (analogue du Sarin) et du paraoxon, Iaffinité est améliorée. L’analogue 153 est plus affin pour
I’hAChE inhibée par le NEMP (analogue du VX) et le paraoxon, mais dans le cas du NIMP (analogue
du Sarin), cette oxime présente une constante de dissociation plus élevée que celles présentées par les
réactivateurs de référence. Les cinétiques de réactivation de ces molécules sont équivalentes voire
supérieures a celles de la 2-PAM mais restent inférieures a celles du HI-6. Enfin, I'efficacité globale de
ces réactivateurs est supérieure aux molécules de références dans le cas du paraoxon mais aussi dans le
cas du NEMP (analogue du VX) pour la molécule 153. Cela est explicable du fait que I'affinité envers

I'enzyme inhibée est importante améliorant ainsi I'efficacité globale malgré une cinétique plus lente.
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Oximes

Constantes cinétiques NOPs 127 153 HI-6 2 PAM
VX (NEMP) 40+6 0.9 £0.07 19+4 26+7
Sarin (NIMP) 66 +19 76 +9 57+11 25+7
Kb (uM)
Tabun (NEPDA) (%] (%) (%) 211 +113
Paraoxon 49 +17 36+6 290+ 70 68 +16
VX (NEMP) 0.19+0.01 0.06 + 0.0008 0.38 £ 0.02 0.19+0.013
ko (min) Sarin (NIMP) 0.25 +0.03 0.41 £0.03 0.76 £ 0.06 0.27 £0.02
Tabun (NEPDA) (%] (%) (%) 0.47 £0.19
Paraoxon 0.09 +£0.012 0.07 +0.008 0.1+0.01 0.066 +0.02
VX (NEMP) 4.7 66 20 7.3
. Sarin (NIMP) 3.79 5.4 13.3 10.8
ke (mMImin®) o (NEPDA) %) 1% 1% 2.24
Paraoxon 1.8 19 0.36 0.97
ICso0 (UM) - 67 +10 26+03 82+6 580 + 28

Tableau 73. Cinétique de réactivation in vitro des molécules 147 et 153 sur la hAChE inhibée par différents NOPs (@ : absence de

réactivation).

V.3.1.3. Effet sur les récepteurs nicotiniques

Les molécules 147 et 153 ont été évaluées par le Dr Romulo Araoz (Laboratoire de Toxinologie

Moléculaire et Biotechnologies, CEA Saclay, Institut des Neurosciences Paris-Saclay, UMR 9197 CNRS)

avec comme objectif de mettre en évidente un effet antagoniste de nos molécules sur les nAChRs de

type a7 (Cf Chapitre 2). L’étude est en cours, cependant quelques résultats préliminaires sont

disponibles.

A une concentration de 10 uM des oximes 147 (AB-069) et 153 (AB-153), le pourcentage d’inhibition est

d’environ 50% mais est totalement réversible. A 100 uM, les récepteurs sont totalement inhibés (Figure

197).

AB069

oM

10 yM

AB153

100 uM

Recovery

Figure 197. Effet antagoniste sur le ré

: —
-{7//////////%4

|
; —

Residual ACh-Evoked Current (%)

cepteur a7 nAChR humain des oximes 147 et 153 (technique HiClamp)
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La valeur d'ICs a été déterminée dans le cas de la molécules 147. Celle-ci s'éleve a 4.75 uM en

concordance avec le premier screening (Figure 198).
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Relative ACh current (%
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0 "y ™ ™ il b} T ) |
101 10° 10® 107 10° 10° 104 103 1072
AB069 (M)

Figure 198. Inhibition dose-dépendante du courant cholinergique par I'oxime 147 chez des ovocytes de X. Laevis exprimant le RnACh
humain de type a7 (amplitude du pic du courant enregistré a un potentiel imposé de -60 mV en présence de concentrations croissantes de
147 ; les pics d’amplitude ont été normalisés contre des courants induits par 100 uM ACh soit la ECso)

L’effet sur le pic de courant induit par I'ACh de cette oxime a été étudié. Contrairement au RMO048,

I'oxime diminue de 50% I’amplitude du pic a une concentration de 1 uM (Figure 199).

Ach 100 uMm \

1 UM AB069

100 nM AB069

Figure 199. Effet de I'oxime 147 sur le nAChR humain de type a7 (temps d’incubation : 5s ; en vert : courant induit par 100 uM ACh ; en
rouge : 100 nM de 147 ; en bleu : 1uM de 147)

Bien que ces résultats soient préliminaires, ils indiquent que les oximes 147 et 153 sont des antagonistes

desnAChR a7. A plus long terme, Ieffet sur les récepteurs muscariniques M1, beaucoup plus abondants

au niveau du SNC, sera évalué. Ces oximes pourront constituer une base pour le développement de

réactivateurs « multi-cibles » agissant sur ’AChE aussi bien que sur les récepteurs nicotiniques voire

muscariniques.

V.3.2. Evaluations in vivo

L’oxime 147 a fait 'objet d'une étude pharmacocinétique et de survie sur la souris selon les mémes
protocoles que ceux exposés dans le chapitre précédent. Afin d’éviter les problemes de biodisponibilité,

la forme chlorhydrate a été employée.
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Les constantes pharmacocinétiques sont résumées dans le Tableau 74. Le temps de résidence est de 18
minutes suggérant que les vitesses de diffusion ainsi que la clairance sont plus importantes pour 1’oxime
147 comparé a la 2-PAM et au HI-6 (la 2-PAM étant considérée comme la meilleure oxime pour la
protection in vivo contre une intoxication au paraoxon chez la souris). Le pourcentage de réactivation
est inférieur a celui obtenu pour le HI-6, mais est équivalent a celui de la 2-PAM. Enfin, le tmax est plus
important comparé a celui de la 2-PAM et du HI-6, illustrant une entrée dans le compartiment sanguin
plus lente. L’étude a donc été poursuivie avec la survie des souris traitées par ce réactivateur avant

exposition au paraoxon.

Oximes Concentration MRT (min) tmax (min) React max (%)
(umol/kg)
HI-6 100 451+14 58+0,3 117,7 +2,2
2-PAM 100 31+3 45+05 51+2
AB-069 HC1 100 18,8+1,8 7+1 49 +6,2

Tableau 74. Données pharmacocinétiques obtenue in vivo sur la souris

Malheureusement, I'indice de protection, bien qu’équivalente au HI-6 reste inférieure a celui de la 2-

PAM. Face a ce résultat décevant, le développement de I’oxime 147 a été stoppé (Figure 200).

-
= o Bl Hi6
B 2-PAM
o ] ABO69 HCI

Pl £ 95% CI

Figure 200. Indice de protection sur la souris exposée au paraoxon en absence d’atropine

VI. Conclusion du chapitre 3

L’objectif de cette partie était d’incorporer des amines cycliques en tant que ligand du site périphérique
dans nos réactivateurs tripartites. Quatre familles ont été étudiées: les amines dérivées des
carbamazépines, les amines simplifiées de la PIQ, les amines cycliques dérivées de la pipéridine et,
enfin, les pipérazines N-substituées. Vingt-et-un réactivateurs ont été obtenus et les évaluations

biologiques sont en cours (Figure 201).
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n=2, 90, AB-558 n=23,112, AB-152 n=2,115, AB-740
n=23, 91, AB-746 n = 3,116, AB-737
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n=23, 93, AB-392 n=2,113, AB-643 n=2,117, AB-738
n=23,114, AB-436 n= 3,118, AB-739

HO XN (\N,R

HON _ N \)
n
n=2,R=Me, 146, AB-639 n=2,R=Ph, 150, AB-745 n=2,R= 2-py, 156, AB-589
n=3, R=Me, 147, AB-069 n=3,R=Ph, 151, AB-744 n=3, R=2-py, 157, AB-451
n=2,R=Et, 148, AB-588 n=2,R=Bn, 152, AB-641 n=2,R=2-pym, 158, AB-647
n=3,R=Et, 149, AB-557 n=3,R=Bn, 153, AB-153 n=3,R=2-pym, 159, AB-508

n=2,R=-CHPh,, 154, AB-643
n=3,R=-CHPh,, 155, AB-555

Figure 201. Structures des réactivateurs synthétisés dans ce chapitre

La synthese des dérivés des carbamazépines, composés tres prometteurs in silico, n’a pas abouti a
I’obtention de produit final. Cependant une voie de synthése alternative existe et mérite d’étre testée au

vu des potentiels décelés.

Concernant les dérivés incorporant des amines dérivées de la PIQ, trois réactivateurs sur quatre
initialement désirés ont été obtenus et évalués in vitro. Ces molécules ont la particularité de réactiver a
large spectre. Le réactivateur 90 (AB 558) est particulierement intéressant puisqu’il surpasse le HI-6 et
la 2-PAM lors de la réactivation de I'’AChE inhibée par le NEMP (analogue du VX), le NEDPA
(analogue du tabun) et le Paraoxon. Cependant, I'étude des cinétiques permettra une véritable étude

SAR.

L’incorporation d’amines cycliques dérivées de la pipéridine a permis I'obtention de 5 réactivateurs sur
les 6 envisagés. Parmi ces réactivateurs, trois sont capables de réactiver a large spectre. Les oximes 116
(AB-740) et 117 (AB-738) présentent des capacités prometteuses bien qu’elles ne traversent pas la BHE

in vitro. Une encapsulation pourrait s’avérer trés bénéfique. Une étude plus poussée a été menée sur la

Chapitre 3 : Conceptions, synthéses et évaluations biologiques de réactivateurs non-chargés incorporant une amine 237

cyclique en tant que ligand du site périphérique



molécule 112 (AB-152) mais elle s’est révélée décevante in vivo malgré des capacités de réactivation
intéressante in vitro, illustrant la difficile extrapolation entre le in vitro et le in vivo. Afin de finaliser
I'étude sur les m-aminopipérazine, la synthése des deux enantiomeres permettrait de mettre en

évidence les possibles différences in vitro.

Enfin l'incorporation de pipérazines substituées a permis la synthese de 14 réactivateurs innovants qui
traversent tous la BHE in vitro. Les molécules 146 (AB-639), 150 (AB-745), 156 (AB-589) et 158 (AB-647)
méritent une étude plus approfondie au vu des données préliminaires in vitro. Les molécules 147 (AB-
069) et 153 (AB-153), obtenues au début de cette these ont été évaluées in vitro pour leurs potentiels de
réactivation mais aussi pour leur effet antagoniste sur les nAChR a-7, démontrant un effet antagoniste
intéressant dans le cas d'un traitement d'urgence. La molécule 147 (AB-069) a été évaluée in vivo mais

les résultats obtenus ne sont pas suffisants pour envisager un développement plus poussé.

La finalisation des évaluations biologiques nous permettra véritablement de juger le potentiel des
molécules étudiées dans cette partie. Cependant, d’autres ligands peuvent étre envisagés et sont décrits
dans la figure suivante. En focalisant sur des ligands potentiels aminés, un nombre infini de ligands est
envisageable. Les seules limites sont I'imagination et I’acces synthétique. Quelques structures possibles

sont décrites dans la figure suivante (Figure 202).
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and other heterocycles
Figure 202. Amines a envisager comme ligands du site périphérique
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Par ailleurs un analogue de I’oxime 116 portant un motif N,N-dimethyl-4-amino pipéridine, est en cours

de synthese au sein de notre équipe.

Concernant les voies synthétiques utilisées, selon mon expérience, il est nécessaire de revoir la séquence
réactionnelle. En effet, la séquence réactionnelle protection — réeduction - déprotection permettant la
génération de 'aldéhyde précurseur a partir de I'ester présente de nombreuses limitations. En effet, les
deux premiere étapes (protection puis réduction) ne peuvent étre purifiées par chromatographie a cause
de l'instabilité des intermédiaires réactionnels. Ces étapes nécessitent des traitements aqueux qui, dans
le cas des amines étudiées dans cette partie, provoquent des pertes non négligeables (émulsions,
solubilité dans I'eau) diminuant le rendement. L’emploi de TBAF pour cliver la protection de I'éther
silylé, bien qu'efficace quand il est de bonne qualité, peut provoquer des problemes lors des
purifications en phase normale comme en phase inverse. Un premier test de remplacement de ce réactif
par le NH4F dans le méthanol a donné des résultats prometteurs mais nécessite une optimisation afin
de vérifier la reproductibilité mais aussi son impact sur I'amélioration des purifications, les puretés et
donc des rendements finaux. Cependant, selon moi, il est nécessaire de repenser la génération de
I’aldéhyde. En effet, comme, nous allons le voir dans le chapitre suivant, I'aldéhyde peut étre généré en

amont du greffage du ligand, sans conséquence sur les rendements en début de synthese (Figure 203).

X
L
Br N
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b), c)
R X OH | N OH
| A0 e) R N/ (o) d)
n N n J R
(0]

| ~OH
R P NoH
n
(a) 6a or 6b, Pd(PPhy), Cul, TEA:DCM (1:1), rt, 12h; (b) MsCl, TEA, DCM, tt, 1h; (c) RH, K,CO; ACN, reflux; (d) H,

Pd(OH), methanol, 1h; (g) Formic acid, H,0; (f) AcONa, NH,OH.HCI, MeOH, rt.

Figure 203. Voie alternative d’acces aux réactivateurs possible
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L’intérét de cette voie est multiple :

- Iln’y a plus besoin de protéger puis déprotéger le phénol par un éther silylé, limitant les pertes

et étapes de purifications non nécessaires ;

- Il nest plus nécessaire d’ajuster le nombre d’équivalents de DIBAL-H en fonction du nombre

d’hétéroatomes en présence (et d’éviter les problemes de chélation avec I’aluminium) ;

- Plus de probleme de sels de tetra-butyl ammonium (issus du TBAF) parfois difficile a séparer
du réactivateur par chromatographie en en phase normale ; la déprotection de 1’aldéhyde (1,3-
dioxolane) se fait en conditions acides aqueuses et l'ensemble des étapes réactionnelles
(substitution, couplage pallado-catalysé, hydrogénation, génération de l'oxime) se font en

milieux neutre ou basique sous condition anhydre.

Concernant I'obtention des réactivateurs a quatre carbone, les voies testées ne permettent pas d’éviter
la réaction parasite d’élimination et donc conduisent a de faibles rendements observés. Cette propension
al’élimination est liée au caractere basique de I'amine employée. Il est nécessaire d’étudier cette réaction
de maniere plus approfondie. En effet, 'élimination se fait-elle uniquement sur 1’alcool activé ou
également sur le produit de substitution ? Bien que dépendant de ’amine, le monitoring IR in situ

pourrait répondre a cette question.

Un autre point a soulever est la génération des sels de réactivateur. Les molécules formulées sont
extrémement hygroscopiques et se présentent généralement sous forme d’huile (notamment quand la
quantité de produit est faible). La précipitation dans I'éther est possible, cependant, le solide redevient
a son état premier tres rapidement. Le séchage de ces produits doit se faire dans un SpeedVac
(évaporateur sous vide centrifugé et chauffé) car un dessiccateur classique sous vide (sur P20s) ne suffit
que rarement. Le choix du TFA s’est donc imposé, afin de faciliter la caractérisation du sel, mais ne
constitue pas une solution, les formulations de molécules bioactives se font essentiellement sous forme
de chlorhydrate, de lactate, de mésylate ou de tartrate.5” Pour déterminer avec plus de précision le pKa
des amines, la pHmétrie a été utilisée cependant, les amines ont des pKa tres proches de ceux de I'oxime
et du phénol, ce qui se matérialise par un unique saut de pH duquel nous ne pouvons déduire,
notamment dans le cas des sels de pipérazine, 'acidité exacte lié¢ au sel aminé. Le dosage par RMN a été
envisagé. Cependant, étant donné la complexité de nos molécules, le dosage par RMN n’est pas possible.

Ce volet nécessitera I'intervention d"un véritable spécialiste de la formulation et de la chimie du solide.
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CHAPITRE 4 : VERS UN PASSAGE ACTIF DE LA BHE -
SYNTHESE DE REACTIVATEURS COMPORTANT UN

MOTIF CARBOHYDRATE






I. Introduction

La biodistribution et un passage efficace de la BHE des molécules bioactives est, comme présenté dans
les précédents chapitres, une problématique majeure des thérapies agissant sur le systeme nerveux

central.

La BHE est constituée de cellules endothéliales liées par des jonctions serrées. De ce fait, les molécules
polaires passent difficilement cette barriere.?® Cependant, des molécules comme le glucose, certains
acides aminés ou nucléosides sont capables de traverser aisément cette barriere via des transporteurs
spécifiques tels que GLUT1, LAT1, CAT1 ou CNT2. Le transport du glucose est médié par les
transporteurs de glucose de classe I (GLUT1) présents sur les membranes des cellules endothéliales.
Ces transporteurs sont relativement non-spécifiques puisqu’ils sont capables de transporter aussi bien

les hexoses que les adduits glycoconjugués.530531

Le greffage d’un carbohydrate sur les fonctions réactivatrices afin de faciliter le passage de la BHE est
une stratégie qui a déja été utilisée précédemment comme le montre les travaux d’Heldman et coll. ainsi
que Garcia et coll. Ces travaux décrivent la synthese et I'évaluation de des pyridinium aldoximes

glycoconjugués présentant des activités in vitro similaire au 2-PAM.445532

Inspiré par ces travaux, le laboratoire a donc envisagé 'association d’un motif carbohydrate avec la
fonction réactivatrice 3-hydroxypyridine aldoxime (Figure 204). Une partie de ces travaux a été réalisé
par le Dr Pierre Warnault lors de son stage postdoctoral au sein de 1'équipe (2014-2015) et dans le
contexte du projet ANR Astrid ReCNS-AChE 2013-2017.

HO ‘ N
HON N/

Reactivating  1inker

Function Carbohydrate
HO ‘ X
HON N/
Reactivating Linker Linker
Function Ligand Carbohydrate

Figure 204. Structures générales des réactivateurs de ce chapitre
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II. Conception in silico de réactivateurs incorporant un motif carbohydrate

Avec comme objectif I'incorporation du motif B-glucopyranose, quatre structures ont été identifiées et

synthétisées (Figure 205) :

- Les PW094 et PW150, ou la fonction réactivatrice est reliée au motif [3-glucopyranose par une

chaine alkyle de 3 ou 4 atomes de carbones (1¢r génération) ;

- Les PW205 et PW208, comportant un motif triazole incorporé dans le bras espaceur (2éme
génération). Par analogie aux travaux de Sharpless sur le développement d’inhibiteurs
dimériques puissants de I’ AChE, anti et syn TZ2-PA6,%753 |'insertion d"un motif triazole a pour
but d’augmenter les interactions avec certains résidus du site périphérique et de la gorge de

I'enzyme (e.g., Tyr 341 et Tyr 337).504

OH
Hom
HO o)
OH ~ ~OH
N
n N\ _—=NOH
n=1,202b, PW-150 n=1,203b, PW-205
n =2, 202a, PW-094 n =2, 203a, PW-208

Figure 205. Structures des réactivateurs

Concernant les PW094 et PW150, le docking statique montre des interactions de type Van Der Waals et
hydrogene entre le 3-glucopyranose et les résidus du site actif (e.g., Try341 et Arg296 - Figure 206). La
longueur de la chaine alkyle est primordiale : la chaine C3 est trop courte pour que les interactions avec
le B-glucopyranose et les résidus du site périphérique soient présentes se traduisant par une énergie de

stabilisation faible.
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Figure 206. Interactions du PW094 (gauche) et PW150 (droite) avec la hRAChE inhibée par le VX en docking statique (visualisées sur

Discovery)

Concernant les molécules PW205 et PW208, comme décrit dans la littérature, I’apport du triazole permet
une interaction supplémentaire du type m-stacking avec la Tyr341 et le motif 3-glucopyranose interagit

via une liaison hydrogene avec le Trp286 situé dans le site périphérique de I'enzyme (Figure 207).
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