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Utilisés comme armes chimiques notamment par l’armée irakienne durant le conflit Iran-Iraq (1980-

1988), à la fois sur les troupes militaires adverses et les populations civiles, les neurotoxiques 

organophosphorés (NOP) comme le tabun, le sarin et le cyclosarin firent de nombreuses victimes, 

décédées ou intoxiquées. 

 

Figure 1 : Bombes chimiques en attente de destruction dans le sud-est de l'Irak1 

 A la fois inodores et incolores, les NOPs sont les composés parmi les plus toxiques et provoquent des 

symptômes particulièrements éprouvants, pouvant laisser de graves séquelles neurologiques. C’est 

pourquoi l’opinion publique considère leur utilisation comme armes chimiques particulièrement 

immorale. Mais malgré la signature de la Convention sur l’interdiction des armes chimiques à Paris en 

1993 par tous les pays du globe (excepté, en 2019, la Corée du Nord, l’Egypte, le Soudan du sud et 

Israël, qui a signé mais pas ratifié ladite convention)2, les NOPs ont malheureusement encore été 

utilisés durant la dernière décennie : à de multiples reprises par le gouvernement syrien durant la 

guerre civile (2011 à aujourd’hui) et lors de tentatives d’assassinats attribuées au gouvernement russe 

sur les personnes de Sergueï Skripal en mars 2018 (composé Novichok) et d’Alexeï Navalny en août 

2020 (composé Novichok). 

En outre, le plus grand nombre de victimes d’intoxications par les organophosphorés se trouve dans la 

société civile et en particulier dans l’agriculture car des OPs sont utilisés comme pesticides, et, bien 

que les plus toxiques aient été progressivement banis par les pays développés, certains sont encore 

largement utilisés dans les pays en voie de développement (Figure 2). Durant les deux dernières 

décennies, on estime qu’environ 100 000 morts et 2 millions d’admissions à l’hôpital dans le monde 

sont dues chaque année à des intoxications par des pesticides ou insecticides organophosphorés (une 

partie significative étant liée à des tentatives de suicide).3 
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Figure 2 : agriculteur pulvérisant des pesticides dans une ferme au Kenya, sans équipements de protection 

adaptés4 

Cette famille de composés constitue donc toujours un véritable problème de santé publique mondiale, 

dans les domaines militaires et civils. C’est pourquoi, à partir des années 50, peu après leur 

développement comme pesticides et armes chimiques, la recherche scientifique internationale s’est 

attelée à chercher des contre-mesures médicales aptes à guérir efficacement les patients qui seraient 

intoxiqués par des doses létales d’un composé de cette famille, quel qu’il soit, mais aussi à réduire les 

désordres neurologiques pour les intoxications avec des doses non létales. 

Les NOPs sont des molécules organiques dérivées du phosphore pentavalent, possédant un bon 

groupe partant, et donc d’efficaces agents phosphylant, dont font partie par exemple l’agent innervant 

sarin (représentatif des phosphonates utilisés comme armes de guerre chimique, avec un atome de 

fluor comme groupe partant) et le dichlorvos (représentatif des phosphates utilisés comme pesticides, 

le groupe partant étant un ether d’énol) présentés ci-dessous (Figure 3). 

 

Figure 3 : structures de l’agent de guerre chimique sarin et du pesticide dichlorvos 

Leur structure leur permet, par phosphylation, d’inhiber de façon irréversible plusieurs hydrolases, 

dont deux cholinestérases : l’acétylcholinestérase (AChE) et la butyrilcholinestérase (BChE). Or l’AChE 

en particulier est indispensable à l’étape de terminaison de la transmission de l’influx nerveux en 

hydrolysant le neurotransmetteur acétylcholine (ACh) en choline et acide acétique. Dès lors, avec 

l’inhibtion de l’AChE, l’acétylcholine s’accumule dans les fentes synaptiques et les jonctions neuro-

musculaires, provoquant la saturation des récepteurs cholinergiques (récepteur nicotinique et 
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récepteur muscarinique) responsables de la transmission de l’influx nerveux électrique dans le 

neurone ou le muscle. L’accumulation d’acétylcholine sature les récepteurs et provoque une série de 

réactions en cascade, responsables des symptômes cholinergiques et de la mort par arrêt du muscle 

respiratoire.5  

Le traitement actuel destiné à contrer l’effet de ces NOPs est constitué d’un cocktail de trois molécules. 

Les deux premières diminuent ces symptômes en contrecarrant la surstimulation cholinergique : 

l’atropine (antagoniste compétitif) diminue l’activité des récepteurs muscariniques et le diazepam ou 

sa prodrogue l’avizafone (modulateur allostérique positif) est un anticonvulsant qui augmente l’action 

inhibitrice des récepteurs GABAA sur le passage de l’influx nerveux. La troisième molécule a pour but 

de restaurer l’activité de l’AChE en déphosphylant la sérine catalytique de son site actif (on parle de 

réactivateur). Si plusieurs nucléophiles ont été évalués, ce sont les nucléophiles alpha comme les 

oximes qui ont donné les meilleurs résultats. Les réactivateurs les plus efficaces, découverts et utilisés 

depuis les années 50, font tous partie de la famille des pyridiniums aldoxime (comme le 2-PAM) ou des 

bispyridiniums aldoxime comme le HI-6 (Figure 4). 

 
Figure 4 : structure des réactivateurs 2-PAM et HI-6 

Malheureusement ces réactivateurs ont deux défauts majeurs : leur efficacité est très hétérogène en 

fonction du NOP utilisé – voire totalement inefficace contre certains NOPs comme le tabun – et leur 

charge permanente les empêche de traverser la barrière hémato-encéphalique (BHE) dans des 

proportions suffisantes pour avoir un effet sur les désordres neurologiques causés par les NOPs au 

niveau du système nerveux central, laissant de potentielles séquelles neurologiques à long terme, 

comme il a été observé sur les victimes militaires ou civiles de la guerre Iran-Iraq ou des attentats 

perpetrés par la secte Aum dans le métro de Tokyo. L’objectif des chercheurs, ces 60 dernières années, 

a donc été de développer des réactivateurs qui soient plus efficaces, fonctionnant sur tous les NOPs 

(réactivateur à large spectre), et aptes à traverser la BHE. A ce jour aucune molécule ne répond à tous 

ces critères.  

C’est pour répondre à cet objectif que notre équipe a développé depuis plus de 10 ans plusieurs 

familles de composés basés sur le noyau 3-hydroxy pyridine aldoxime (Figure 5). Si les premières 
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molécules obtenues se sont révélées efficaces pour déphosphyler l’AChE, via l’ajout d’un ligand du site 

actif de l’enzyme sur l’oxime non chargée, leur manque d’hydrosolubilité a obéré leur utilisation in 

vivo. Dernièrement, la Dr. Anissa Braïki (Thèse DGA 2014-2017), a pu concilier hydrosolubilité et 

affinité de ces composés envers l’acétylcholinestérase grâce à l’ajout, via un bras espaceur, d’une 

amine tertiaire protonable à pH physiologique, cyclique ou non, agissant comme ligand du site 

périphérique ou de la gorge de son site actif. Suivant ce design, les molécules neutres synthétisées ont 

démontré leur efficacité pour le passage de la BHE, comme le composé JR-5956, et pour la réactivation 

des cholinestérases, avec des efficacités souvent équivalente ou supérieure aux réactivateurs 

standards, mais elles ne présentent pas encore d’efficacité à large spectre.7  

 

Figure 5 : Fonction réactivatrice et structure du réactivateur JR-595 

Cependant certaines molécules de cette famille ont aussi présenté une propriété intéressante : 

l’antagonisme des récepteurs nicotiniques, propriété que nous attribuons en grande partie à l’amine 

tertiaire protonable, qui se rapproche structurellement de l’ammonium de l’acétylcholine. Or diminuer 

les effets liés à la surstimulation de ces récepteurs, qui ne sont ciblés par aucun des trois composants 

des contre-mesures médicales actuelles, pourrait augmenter le taux de survie et diminuer les séquelles 

du système nerveux central (SNC), de la même façon que le fait l’atropine pour les récepteurs 

muscariniques. S’il est conceptuellement possible de rajouter un tel antagoniste des récepteurs 

nicotiniques comme quatrième molécule du cocktail médicamenteux, cet ajout semble une gageure 

compte tenu du nombre de facteurs pharmacocinétiques et pharmacodynamiques qu’il faudrait alors 

prendre en compte. Face à ce genre de situation, le concept de ligand multi-cibles (MTDL, Multi-Target 

Directed Ligand) a émergé cette dernière décennie, permettant à une molécule avec un seul profil 

pharmaceutique d’avoir deux (voire plus) actions distinctes sur des enzymes ou récepteurs impliqués 

dans des pathologies complexes comme les maladies neurodégénératives. 

L’hypothèse à l’origine de ce projet de thèse est qu’une molécule pouvant à la fois limiter la 

surstimulation des récepteurs nicotiniques et réactiver l’AChE aurait une efficacité supérieure, grâce à 

la synergie des ces deux effets. 

Deux éléments plaidaient pour la faisabilité de ce projet, d’une part l’expertise forte de l’équipe pour 

la synthèse des réactivateurs de cholinestérases et de ligands multi-cibles touchant notamment les 
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récepteurs nicotiniques dans le cadre du traitement de la maladie d’Alzheimer8, et le fait que certains 

des réactivateurs développés dans l’équipe, et ayant donné des résultats in vivo prometteurs (comme 

JR595) possèdent déjà dans une certaine mesure ce caractère multi-cibles avec un effet antagoniste 

sur les récepteurs nicotiniques, et une augmentation significative de cet effet semble accessible.   

L’objectif qui m’a été fixé pour cette thèse est donc la conception et la synthèse d’antidotes multi-

cibles (multi-target directed antidotes MTDA) afin d’évaluer in vitro et in vivo leur capacité à réactiver 

les cholinestérases inhibées par des NOPs et à réguler l’activité des récepteurs nicotiniques α7 et /ou 

musculaires. 

Cette thèse a été financée par l’Agence de l’Innovation pour la Défense (AID) et par la région 

Normandie et s’est déroulée au sein de l’équipe de chimie bio-organique du laboratoire COBRA (UMR 

6014) de l’université de Rouen Normandie, sous la direction du professeur Ludovic Jean et la co-

direction du professeur Pierre-Yves Renard. Cette thèse, en particulier l’évaluation in vitro et in vivo 

des composés obtenus, a été réalisée dans le cadre du projet Astrid Multidote (ANR-17-ASTR-0012) 

financé par l’Agence Nationale de la Recherche (ANR), qui a permis de financer le salaire de Julien 

Gasnot, stagiaire postdoctoral qui a également participé à l’élaboration et la synthèse de MTDAs. Ce 

projet se déroulait en partenariat avec deux équipes de biologistes : l’équipe du Dr. Denis Servent et 

du Dr. Rómulo Aráoz d’abord, du Laboratoire de Toxinologie Moléculaire et Biotechnologie (LTMB) au 

sein du CEA Saclay pour les tests d’électrophysiologie réalisés sur les récepteurs nicotiniques. Le Dr. 

Nicolas Lamassiaude a été recruté, dans le cadre du projet ANR, comme stagiaire postdoctorant dans 

cette équipe pour réaliser les tests. Ensuite l’équipe dirigée par le Dr. Florian Nachon du Département 

de Toxicologie et Risques Chimiques de l’Institut de Recherche Biomédicale des Armées (IRBA) avec le 

Dr. José Dias et la doctorante Ophélie Da Silva pour les tests in vitro sur l’AChE et la BChE phosphylées 

et les Dr. Guilhem Calas et Année-Sophie Hanak pour les tests in vivo.  

Cette thèse s’articulera autour de quatre parties. Dans la première partie, les effets pharmacologiques 

des neurotoxiques organophosphorés seront d’abord décrits, suivis d’une étude bibliographique non 

exhaustive des composés développés jusqu’à aujourd’hui visant à traiter une intoxication par les NOPs 

au travers des deux cibles biologiques choisies : AChE et récepteur nicotinique. Le cahier des charges 

ainsi établi mettra en perspective les travaux précédents réalisés dans notre équipe ou reportés dans 

la littérature et les antidotes multi-cibles conçus et synthétisés dans le cadre de cette thèse. 

La deuxième partie présentera la resynthèse de molécules précédemment synthétisées par notre 

équipe et ayant présenté un profil d’activité in vitro prometteur, afin d’effectuer leur évaluation in vivo 
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(Figure 6). Ces molécules présentent dans leur structure la fonction réactivatrice 3-hydroxy pyridine 

aldoxime, reliée à différentes amines tertiaires cycliques par une chaîne alkyle linéaire (comportant 

entre 3 et 5 atomes de carbones). Les premiers résultats in vivo obtenus seront présentés en fin de 

chapitre. 

 

Figure 6 : Structure générale des réactivateurs neutres évalués in vivo. 

Dans la troisième partie nous aborderons la synthèse d’antidotes multi-cibles dérivés des molécules 

précédentes dont la structure est fondée sur le remplacement de l’amine tertiaire du ligand par un 

ammonium quaternaire supposé accentuer le caractère antagoniste compétitif de ces composés vis-

à-vis des récepteurs nicotiniques, grâce à une plus forte similitude avec la structure de l’acétylcholine. 

Les ligands utilisés sont le groupe quinuclidinium et le groupe N-méthyl morpholinium (Figure 7). Les 

difficultés rencontrées ainsi que les résultats des test biologiques seront aussi présentés.  

 
Figure 7 : structure des antidotes multi-cibles avec ligand ammonium quaternaire 

La quatrième partie sera consacrée à la conception d’antidotes multi-cibles basés sur la structure de 

modulateurs allostériques positifs ou négatifs connus de certains récepteurs nicotiniques, 

principalement le PNU-120596, le SB-206553 et la physostigmine (Figure 8), dont la structure a été 

combinée avec celle du noyau 3-hydroxy pyridine aldoxime. Là encore, le choix des modulateurs 

allostériques, les difficultés synthétiques rencontrées et les tests biologiques seront discutés. 
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Figure 8 : structures de PNU-120596, SB-206553 et de la physostigmine à assembler avec celle de la fonction 

réactivatrice 

Enfin, une conclusion présentera les principaux résultats obtenus, et permettra de proposer des 

perspectives à ces travaux. 
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1. HISTORIQUE DES NEUROTOXIQUES ORGANOPHOSPHORES 

1.1. Structure générale 

Les neurotoxiques organophosphorés (formule générale Figure 9) sont des molécules organiques 

constituées d’un phosphore pentavalent comportant une liaison phosphoryle P=O (ou P=S ou P=Se) et 

substitué par au moins un groupe partant (CN, F, OR, SR …) et deux substituants de structure très 

diverse, l’un d’entre eux étant fréquemment un alkoxyle. 

 
Figure 9 : Structure générale des molécules organophosphorées 

Sans compter les dérivés comportant un atome de sélénium ou de soufre doublement liés au 

phosphore, une grande variété d’organophosphorés (OP) existe parmi les phosphoryles, dont les plus 

courants sont présentés dans le tableau suivant : 

Phosphate Phosphonate Phosphinate Phosphoramidate Phosphorofluoridate Phosphonofluoridate 

   
 

  

Phosphorothioate Phosphonothioate Phosphorodithioate Phosphorotrithioate Phosphoramidothioate 

    
 

Tableau 1 : Différentes classes de molécules organophosphorées,R représentant un dérivé alkyle ou aryle9 

Ces composés ont trouvé plusieurs applications dans l’industrie plastique, ainsi que comme 

retardateur de flammes, mais également, dans une moindre mesure, en médecine vétérinaire et 

humaine.9 Mais ces composés sont essentiellement utilisés dans l’industrie phytosanitaire (insecticides 

et pesticides) mais ont aussi été développés comme armes chimiques, via leur capacité à inhiber une 

enzyme ubiquitaire dans le règne animal, et jouant un rôle clef dans la transmission de l’influx nerveux : 

l’acétylcholinestérase.   
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1.2. Les pesticides  

Le premier OP à avoir été synthétisé est le triethyl phosphate, par Franz Anton Voegeli en 184810. Mais 

le premier organophosphoré à avoir démontré une capacité d’inhiber l’acétylcholinestérase fut le 

tétraéthyl pyrophosphate (TEPP, Figure 10) synthétisé par Philippe de Clermont et Wladimir Petrovitch 

Moschnin en 1854, qui fut largement commercialisé comme pesticide dans les décennies suivantes.11 

Cependant, les avancées les plus importantes dans le développement de ces composés dans l’industrie 

phytosanitaire proviennent des recherches menées par le chimiste allemand Gerhard Schrader dans 

les années 1930, qui continua ensuite ses travaux au profit de l’armée allemande. De nombreux dérivés 

furent également développés comme pesticides après-guerre (exemples Figure 10). 

 

Figure 10 : Structures de différents OPs utilisés comme pesticides et dates de leurs découvertes 

Cependant, les recherches académiques sur les différents effets des OPs se sont accélérées à partir 

des années 7012 et ont permis de mieux comprendre leur toxicité, ce qui a abouti à l’interdiction de 

nombre d’entre eux, ne laissant que 10 molécules autorisées en France aujourd’hui, dont le malathion 

et les chloropyriphos (Figure 10). Les restrictions sont bien moins importantes dans les pays en voie 

de développement où certains OPs très toxiques restent utilisés, avec des conséquences sanitaires 

graves.  

Les cas d’intoxication par exposition aux OPs dans ces pays sont d’abord liés à des tentatives de suicide 

parmi les populations pauvres13, le reste étant dû soit à des accidents de manipulation, au manque de 

formation sur les gestes et les équipement à adopter ou à l’accumulation de ces composés dans 

l’environnement.14 Les pesticides organophosphorés sont, par exemple, devenus, durant la dernière 

décennie, la cause dominante des quelques 16000 morts par intoxication aux pesticides en Inde, dont 

la source a été identifiée dans des publications scientifiques entre 1999 et 2018.15 Le dichlorvos est 
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aussi à l’origine de centaines de morts entre 2017 et 2020 au Népal.16 Ces chiffres étant globalement 

sous-estimés. 

De plus, l’exposition chronique à des doses sublétales d’OPs peut induire différentes pathologies telles 

que des maladies neurodégénératives comme Parkinson ou Alzheimer, une neurotoxicité 

dévelopementale chez l’enfant, certains cancers pour certains OPs et d’autres risques encore.12,17 Ces 

pesticides posent donc aussi la question de leur persistance dans l’environnement et des doses 

contenues dans l’air, l’eau, et les fruits et légumes et par voie de conséquence dans la population en 

général.18 

1.3. Les armes chimiques 

1.3.1. Développement 

Au cours de ses recherches sur de nouveaux insecticides, le chimiste allemand Gerhard Schrader 

synthétisa le neurotoxique organophosphoré tabun en 1936 dont le potentiel meurtrier chez les 

mammifères, l’Homme compris, fut identifié et incorporé dans l’arsenal des agents de guerre chimique 

potentiels par l’armée du régime nazi. Dans les années suivantes d’autres NOPs furent développés : le 

sarin (1938), le soman (1944), et le cyclosarin (Figure 11).5 Le régime nazi synthétisa par exemple 12000 

tonnes de tabun dans son usine de Duhernfurth, qui ne furent cependant jamais utilisées.  

 

Figure 11 : Structures des agents G et V 

A la fin de la guerre, le régime soviétique, les Américains et les Anglais récupérèrent les connaissances 

acquises ainsi que certains savants allemands pour développer leurs propres arsenals d’armes 



 

 

INTRODUCTION. CONTROLE DE LA TRANSMISSION CHOLINERGIQUE LORS 
D’INTOXICATIONS AUX NOPS. 

44 

 

chimiques durant la guerre froide qui suivit : les composés allemands furent nommés agents G, et ceux 

développés par les Anglais agents V, pour « venomous » ou « victory » : le VX, VG, VE, VM ainsi que le 

VR (VX russe)19 et le CVX (VX chinois) font partie de ces agents V. Entre les années 70 et 90 les 

Soviétiques développèrent de nouveaux composés nommés Novichok ou encore série A qui devaient 

être encore plus toxiques que les séries précédentes. Ils avaient aussi l’avantage, compte tenu de leur 

structure de type phosphoramidofluroidates et phosphonamidofluoridates, de ne pas être inclus dans 

la Convention sur l’interdiction des armes chimiques où seuls les phosphonates étaient listés. 

Différentes structures furent rapportées par un chimiste russe qui avait travaillé pour l’armée russe : 

A-230, A-232, A-234, A-242 (Figure 12).20  

 

Figure 12 : Structure des NOPs de la famille des Novichoks désormais intégrées dans la Convention pour 

l'interdiction des armes chimiques 

Les doutes demeurant autour des structures des Novichoks ont été levés quand celles-ci ont été 

ajoutées dans une mise à jour de la Convention sur l’interdiction des armes chimiques en juin 2020, ce 

qui a mis fin à l’impunité qui existait quant à leur utilisation.21 Cependant d’autres structures plausibles 

de Novichoks ont été présentées dans la littérature sans que l’on puisse être certains que ces composés 

existent bel et bien.22,23 Le dernier développement connu de ces armes est leur version binaire : deux 

réactifs non toxiques qui peuvent être mis à réagir au dernier moment pour produire le composé 

léthal. Le sarin, le soman, le VX, le VR et le A-232 ont connu un tel développement.20  

Tous ces NOPs sont des liquides incolores et pratiquement inodores. Les agents G sont 

particulièrement volatils (Tableau 2), c’est pourquoi le sarin, qui dans les conditions de température 

et pression usuelles se présente sous forme d’un liquide, a pu être dénommé à tort « gaz sarin ». Même 

si une partie de sa toxicité est liée à l’inhalation de ses vapeurs, sa toxicité par contact est importante. 

Les agents V comme le VX sont beaucoup moins volatils mais sont cependant beaucoup plus toxiques, 

notamment à cause d’une plus grande stabilité vis-à-vis de l’hydrolyse. Ils sont donc plus persistants 

sur la peau ou les surfaces contaminées, et leur toxicité est liée à leur capacité à être absorbés par 

contact au niveau de la peau. 
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Agent 

Demi-vie par 

hydrolyse à pH = 7 

et à 20 °C24 (heures)  

DL50 percutanée25 

(mg/individu) 

Volatilité à 25 °C24 

(mg/m3) 

CL50 inhalée25 

(mg.min/m3) 

Sarin (GB) 39 - 41 1700 22000 100 

Tabun (GA) 8.5 1000 610 400 

Soman (GD) 80 - 83 100 - 350 20 3900 50 - 70 26 

VX 400 - 1000 10 10.5 15 20 

A-23226 
« sensible à 

l’humidité » 
1 - 2 

« volatile » 

Peb = 70 °C 
6 - 10 

Tableau 2 : Valeurs physico-chimiques et toxicologiques chez l'être humain des principaux NOPs 

Peu de données sont disponibles sur les Novichoks, qui ont des résistances à l’hydrolyse et des 

volatilités très variables suivant la taille des chaînes de leurs substituants. Il n’en reste pas moins que 

certains Novichoks sont les plus toxiques de tous les OPs, que ce soit par contact ou par inhalation, 

exemplifié ici par le A-232. Tous ces OPs sont relativement simples à synthétiser mais les risques 

d’intoxication accidentelle des manipulateurs lors des étapes de synthèse, de purification et de 

manipulation rendent leur utilisation et stockage problématiques. 

1.3.2. Utilisations 

Les neurotoxiques organophosphorés ont été utilisés comme armes chimiques lors de guerres civiles 

et inter-étatiques, d’attentats et de tentatives d’assassinats (Figure 13). Ils ont malheureusement 

démontré en chaque occasion leur potentiel destructeur, même utilisés dans des conditions « non 

optimales » (en particulier liées à une faible pureté), à la fois par le nombre de victimes le jour même 

et par les conséquences sur le long terme, les personnes intoxiquées développant dans les mois et 

années suivantes différentes (neuro)pathologies plus ou moins graves directement liées à leur 

exposition. 
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Figure 13 : Chronologie des évènements ayant trait à l'usage des NOPs comme armes chimiques 

Devant le danger que représentent ces composés et leur potentielle prolifération dans des 

organisations étatiques ou terroristes, les états du monde entier se sont engagés, au travers de la 

Convention pour l’Interdiction des Armes Chimiques (déclarée en 1993 et entrée en vigueur en 1997), 

à ne plus produire aucun de ces composés, excepté pour développer des contre-mesures médicales, à 

déclarer et détruire les stocks qu’ils pourraient encore posséder et à laisser l’Organisation de 

l’Interdiction des Armes Chimiques (OIAC) contrôler ces destructions et tout évènement qui semblerait 

suspect vis-à-vis de leur utilisation. En 2019, la Corée du Nord, l’Egypte et le Soudan du sud ne l’ont 

pas encore signée et Israël ne l’a pas encore ratifiée. Cependant, la signature de cette convention n’a 

(tabun, sarin, cyclosarin) 1984 - 1988   Guerre Iran – Irak : le régime irakien utilise les NOPs 

contre l’armée iranienne (20 000 soldats tués) et 

les civils (à Halabja notamment).27  

Guerre du Golfe : militaires américains intoxiqués 

durant la destruction de munitions irakiennes.28 
1990-1991 (sarin, cyclosarin) 

 (Sarin) 1991 Le régime irakien écrase une insurrection à Najaf et 

Kerbala avec des bombes au sarin. 
 

Convention sur l’interdiction des armes 

chimiques à Paris, entrée en vigueur en 1997. 
1993 

(sarin) 1994 - 1995 Attentats de la secte japonaise Aum Shinrikyo qui 

libère du sarin à Matsumoto en 1994 (7 morts, plus 

de 200 blessés) puis dans le métro de Tokyo en 

1995 (12 morts, 6000 blessés).29 

Guerre civile syrienne : le régime utilise des NOPs 

contre les populations civiles, notamment à 

Ghouta en août 201330 (502 - 1845 morts, 3600 - 

9924 blessés) et à Khan Cheikhoun en avril 201731 

(37 - 200 morts, 400 - 557 blessés). 

2012 – 2017 (sarin) 

(VX) 2017  Assassinat de Kim Jong Nam à Kuala-Lumpur par le 

régime nord-coréen.32 

Tentative d’assassinat de Sergueï Skripal et de sa 
fille à Salisbury par le régime russe.33 

2018 (novichok) 

(novichok) 2020 Tentative d’assassinat d’Alexeï Navalny sur le vol 

Tomsk-Moscou par le régime russe.34 
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malheureusement pas empêché la Syrie et la Russie d’en faire usage de façon massive ou pour des 

assassinats ciblés.  

2. LES EFFETS D’UNE INTOXICATION AUX OPS 

70 ans de recherche ont permis de mieux comprendre l’effet des organophosphorés sur le corps et en 

particulier sur leur cible principale : le système nerveux via l’inhibition des cholinestérases. Les 

cholinestérases sont des enzymes ubiquitaires catalysant l’hydrolyse des esters de choline : 

l’acétylcholinestérase (EC 3.1.1.7) et la butyrylcholinestérase (EC 3.1.1.8). Les deux enzymes ont en 

commun environ 54% de leur séquence d’acides aminés et ont des structures tridimensionelles et des 

mécanismes catalytiques analogues, cependant l’AChE a une meilleure affinité pour le 

neurotransmetteur acétylcholine que la BChE. 

Tissu 
BChE  

(mg/kg d’organe) 
BChE (% total) 

AChE  

(mg/kg d’organe) 
AChE (% total) 

Plasma 4,6 27,6 0,0009 0,1 

Foie 8.7 - 9,3 22,4 0,067 - 0.071 2,3 

Peau 1.4 - 1,8 12,1 0,15 - 0.19 17,6 

Muscle 1,7 10,3 0,66 52,6 

Intestin grêle 4.4 - 5,0 6,9 0,16 - 0.18 3,2 

Poumons 7,5 5,2 0,15 1,4 

Cortex cérébral 2,5 5,2 0,38 10,5 

Estomac 6,0 3,1 0,17 1,1 

Rate 5.0 - 6,7 1,7 0,25 - 0.33 1,1 

Rein 6.3 - 7,7 1,7 0,13 - 0.15 0,5 

Cervelet 5,3 1,4 1,7 5,7 

Coeur 2,0 1,0 0,20 1,4 

Bulbe rachidien 3.4 - 4,3 0,1 3,2 - 4.0 1,8 

Thyroïde 0,4 0,01 0,10 0,05 

Masse totale (mg) 58 100 4.37 100 

Tableau 3 : Concentration massique des cholinestérases dans chaque organe et répartition de la quantité 

d'enzyme dans les différents organes chez l’être humain35 

Ces deux enzymes sont réparties différemment dans le corps : la BChE est circulante et se trouve 

principalement dans le plasma, le foie, la peau et les muscles, tandis que l’AChE est associée aux fentes 

synaptiques et se trouve principalement dans les muscles, la peau et le cerveau (Tableau 3).35 De plus, 

bien qu’il y ait une quantité massique dix fois plus importante de BChE que d’AChE, c’est bien l’AChE 

qui est essentielle au bon fonctionnement du système nerveux : il a en effet été observé que certaines 

personnes ne possédaient pas du tout de BChE sans que cela cause un dysfonctionnement 

physiologique. La BChE n’a donc pas de fonction vitale mais peut participer à diverses autres fonctions 
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(y compris pallier dans certains cas les déficiences ou inhibitions de l’AChE). Ainsi, lors d’une 

intoxication aux OPs, les deux enzymes sont également touchées mais c’est l’inhibition de l’AChE qui 

provoque les symptômes dramatiques. 

2.1. Rôle de l’AChE au sein des synapses et des jonctions neuro-musculaires 

L’acétylcholinestérase a pour rôle principal d’hydrolyser l’acétylcholine dans les fentes synaptiques 

(synapse neuronale ou jonction neuro-musculaire) afin de réguler la quantité de ce neurotransmetteur 

et de permettre le bon fonctionnement de la transmission chimique des influx nerveux.  

Lors de la transmission d’un influx nerveux, l’acétylcholine (ACh) est d’abord synthétisée dans le 

neurone pré-synaptique à partir de choline et d’acétylcoenzyme A (AcCoA) grâce à la catalyse de 

l’enzyme choline acétyltransférase (ChAT) (1, Figure 14).36 L’ACh étant chargée, elle est intégrée dans 

des vésicules grâce à des protéines transportrices transmembranaires ; chaque vésicule contient de 

5000 à 50000 molécules d’ACh en moyenne et on compte environ 300 000 vésicules par axone. 

Lorsqu’un potentiel d’action provenant du corps cellulaire du neurone parvient à l’extrémité de son 

axone (2), la dépolarisation de la membrane provoque l’entrée massive d’ions Ca2+ via des canaux 

ioniques dont l’ouverture dépend de la tension. Ce flux de Ca2+ induit la fusion des vésicules (jusqu’à 

300) avec la membrane pré-synaptique et l’exocytose des molécules d’acétylcholine dans l’espace 

inter-synaptique (4).37 Une synapse axo-axonique placée en amont peut avoir une action excitatrice 

ou bien inhibitrice sur la propagation du signal en activant différents types de récepteurs sur la 

membrane pré-synaptique, qui augmentent ou au contraire réduisent le flux ionique engendré par le 

potentiel d’action, comme les récepteurs GABAB par exemple (action inhibitrice) (3).  

Une fois dans l’espace inter-synaptique, d’environ 50 nm de large, l’acétylcholine (dont la 

concentration peut atteindre 100 mmol/L) peut se fixer sur les récepteurs cholinergiques sur la 

membrane post-synaptique, qui appartiennent soit à un autre neurone (pour une synapse), soit à une 

cellule musculaire (pour une jonction neuro-musculaire) (5). Cependant, au moins 50% des molécules 

d’ACh est directement hydrolysée par l’acétylcholinestérase ou diffuse en dehors de la fente 

synaptique.38 Selon le type de jonction, les récepteurs cholinergiques sont soit des récepteurs 

nicotiniques (nAChR), soit des récepteurs muscariniques (mAChR). Ceux-ci sont des récepteurs 

transmembranaires aux mécanismes différents. La liaison de l’ACh sur les mAChRs fait indirectement 

varier la polarisation de la cellule postsynaptique alors que la liaison de l’ACh sur les nAChRs provoque 

l’ouverture de ces canaux ioniques et le passage direct de Na+ ou K+ (et Ca2+ pour certains). Si 

suffisamment de vésicules ont libéré le neurotransmetteur, le potentiel à l’intérieur de la cellule post-
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synaptique, qui est largement négatif au repos, peut finir par atteindre une valeur positive, inversant 

ainsi la polarisation transmembranaire et provoquant la formation d’un nouveau potentiel d’action ou 

la contraction des fibres musculaires. 

 

Figure 14 : Schéma général simplifié de la transmission cholinergique (adapté de Westfall, T. C. 2009)39 

L’acétylcholine peut aussi se lier à des auto-récepteurs (muscariniques ou nicotiniques) présents sur la 

membrane pré-synaptique. Ceux-ci ont pour fonction d’effectuer un rétro-contrôle positif ou négatif 

sur l’exocytose de l’ACh (6). Enfin, l’ACh présente dans la fente synaptique est hydrolysée en choline 

et acide acétique par l’AChE dans son site actif, mettant fin au signal (7). La réaction fait partie des 

réactions enzymatiques les plus rapides du corps humain avec l’hydrolyse de plus de 104 molécules 

d’acétylcholine par seconde ; l’hydrolyse de l’ACh dans cette fente est donc cinétiquement limitée par 

sa diffusion et non par le taux de roulement de l’enzyme.40 50 % environ de la choline est récupérée 

par la cellule pré-synaptique pour resynthétiser de l’ACh.  

En dehors de la transmission cholinergique, l’AChE joue aussi un rôle dans la régulation du système 

immunitaire.41 L’enzyme a, de plus, une fonction dans le développement des organes :  celui des 

muscles, des axones et des synapses, dans l’hématopoïèse et dans celui du système squelettique.42,43 

De façon surprenante, ces fonctions seraient assurées non seulement par son rôle catalytique sur 
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l’acétylcholine mais aussi par un rôle non catalytique, agissant sur le processus de reconnaissance et 

d’adhésion entre les cellules.43,44 D’autres fonctions de l’enzyme ont été indentifiées et sont étudiées.45 

2.2 Rôle de la butyrylcholinestérase 

Bien que 10 fois plus abondante que l’AChE, la BChE n’a pas de rôle vital puisque certains individus 

n’en possèdent pas. Cependant, différentes études ont montré que la butyrylcholinestérase pouvait 

pallier l’absence ou l’inhibition de l’AChE  pour effectuer la transmission nerveuse : en effet, des souris 

privées d’AChE (knock_out pour le gène codant pour cette enzyme) sont capables de vivre sans 

problème majeur, mais meurent de symptômes cholinergiques si leur BChE est inhibée.46,47  

D’autres fonctions biologiques de la BChE ont pu être mises en évidence au travers des études sur son 

implication dans certaines maladies neurodégénératives. Ainsi, dans le cas de la maladie d’Alzheimer, 

elle faciliterait la maturation des plaques amyloïdes, augmenterait le phénomène d’inflammation (qui 

est en partie médié par l’acétylcholine)41 et, à un stade avancé de la maladie, le trop faible taux 

d’acétylcholinestérases fonctionnelles est compensé par une plus forte expression de la BChE dans le 

cerveau.48,49 Il a été déduit qu’en situation normale, la BChE peut agir comme co-régulateur du taux 

d’ACh pour la transmission nerveuse et pour la régulation des signaux inflammatoires.49  

Cependant, la BChE a une bien moins grande affinité pour l’acétylcholine que l’AChE et n’a pas de 

substrat spécifique : elle est capable d’hydrolyser les esters de choline (butyrylcholine, acétylcholine 

ou succinylcholine utilisée comme curare dépolarisant) ainsi que d’autres esters tels que l’aspirine, le 

bambuterol (pro-drug de la terbutaline, bronchodilatateur), l’héroïne ou la cocaïne.50,51 

La BChE est aussi impliquée dans la régulation du poids : elle est capable d’hydrolyser et ainsi 

d’inactiver la ghréline, hormone impliquée dans l’augmentation de l’appétit et dans le stockage des 

graisses dans les tissus (ainsi que dans le comportement) ; de plus, d’autres études utilisant la 

modification de l’expression de la BChE dans des souris ont montré qu’elle serait impliquée dans le 

métabolisme des graisses. Des recherches sont aussi menées sur ses liens possibles avec l’insuline et 

l’homéostasie du glucose.52 

2.3. Structure et mécanisme des cholinestérases 

L’acétylcholinestérase comme la butyrylcholinestérase font partie de la famille des α/β hydrolases à 

sérine composés notamment d’un feuillet β entouré de plusieurs hélices α.53 Elles possèdent toutes 

un site actif comportant trois acides aminés responsables de la catalyse (histidine, 

glutamate/aspartate et sérine) : la triade catalytique. 
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2.3.1 Structure et mécanisme de l’AChE 

L’AChE est une enzyme ellipsoïdale de 45 x 60 x 65 Å composée de 535 acides aminés organisés en un 

feuillet β mixte central environné de 12 brins et entouré de 14 hélices α.54 La structure quaternaire de 

la protéine peut varier, avec des associations oligomériques diverses (monomère soluble, dimère 

attaché à la membrane post-synaptique …), comme par exemple un tétramère au niveau de la jonction 

neuromusculaire.43  

 

Figure 15 : Structure du complexe entre l'hAChE (orange) et la fasciculine (vert) (PDB 1B41) (gauche)55 et 

distribution de charge sur le pourtour du site actif de la TcAChE, colorée en fonction de la charge exprimée en kT 

(droite) (adapté de Colletier, 2006)56 

L’AChE de Torpedo Calfornica (TcAChE) fut la première à voir sa structure tridimensionelle résolue par 

diffraction des rayons X sur des monocristaux de l’enzyme, par Sussman et al. en 1991.57 Les 

cristallisations de l’AChE d’autres espèces ont été réalisées : entre autres, la souris58, la drosophile59, 

le poisson Electrophorus electricus60 ou le serpent Bungarus fasciatus61, ce qui permet d’avoir accès à 

sa diversité structurale suivant sa source. Celle de l’espèce humaine a d’abord été obtenue par 

cristallisation du complexe de l’enzyme avec la toxine fasciculin II en 2000 (Figure 15).62 L’étude de ces 

structures a permis de comprendre le mécanisme de l’hydrolyse de l’ACh et les différentes zones du 

site actif qui y sont associées. Ainsi, l’analyse du site actif de l’enzyme, une poche hydrophobe (4057 à 

68 %63 de surface aromatique) de 20 Å de profondeur, a mis en évidence trois sous-parties : un site 

périphérique donnant sur une gorge large de 5 Å qui se finit sur une cavité appelée site d’acylation où 

se produit l’hydrolyse de l’ACh.  
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2.3.1.1. Site périphérique 

La zone entourant l’entrée du site actif est globalement chargée négativement, ce qui attire les ligands 

chargés positivement passant à proximité (Figure 15). Une fois attirée, l’acétylcholine est complexée 

temporairement au niveau de l’entrée du site actif afin de la guider vers l’intérieur de celui-ci. En effet, 

outre le site d’acylation, la zone entourant l’entrée de la gorge forme aussi un site de complexation 

pour les ligands chargés positivement, comme l’ont montré Taylor et al., et qui a donc été nommé Site 

Périphérique Anionique (SPA).64 Cependant, contrairement à l’appellation, ce site est essentiellement 

composé de résidus aromatiques : Trp286, Tyr72, Tyr 124, Tyr341, avec seulement deux résidus 

chargés et non aromatiques : Asp74 et Glu285 (Figure 16).65 La complexation de l’acétylcholine 

implique l’attraction de son ammonium quaternaire par la charge opposée du carboxylate d’Asp74, 

ainsi que l’effet de synergie des trois liaisons cation-π que l’ammonium forme avec les résidus 

aromatiques Tyr72, Tyr124 et Trp286.65,66  

De plus, Asp74 et Trp286 sont impliqués dans une autre fonction du site périphérique : la modulation 

allostérique du pouvoir catalytique de l’enzyme. Lorsqu’un substrat se lie au SPA, cela augmente la 

cinétique de l’hydrolyse du substrat se trouvant dans le site d’acylation par des changements 

conformationnels67, qui sont transmis d’un site à l’autre par la chaîne flexible omega de la protéine. 

Cela influence notamment l’augmentation du diamètre de la gorge pour laisser passer le substrat.68 

Cependant, un effet inhibiteur (inhibition par excès de substrat) lié en partie à une augmentation de 

l’encombrement stérique apparait lorsque la concentation d’acétylcholine augmente : à concentration 

modérée la molécule substrat liée au SPA gêne la sortie de la choline et à plus forte concentration deux 

molécules substrat liées au SPA peuvent empêcher l’acétate de sortir, ce qui réduit la cinétique 

d’hydrolyse enzymatique.69,70 

2.3.1.2. Gorge 

La gorge est profonde de 15 Å71 et large de 5 Å à sa partie la plus étroite (Figure 16). Ce diamètre réduit, 

qui devrait difficilement laisser passer un ammonium quaternaire comme celui de l’ACh, est agrandi 

de façon dynamique à chaque passage d’un substrat grâce aux intéractions allostériques.68 De plus, sa 

surface, constituée majoritairement de résidus aromatiques (Phe, Tyr, Trp), qui peuvent établir des 

liaisons cation-π avec l’ammonium de l’ACh, permet un passage aisé du site périphérique vers le site 

d’acylation. En effet, le passage par la gorge entre ces deux sites (tous deux minima du potentiel 

électrostatique de l’ACh dans l’AChE) constitue une barrière énergétique très faible, de l’ordre de 

l’énergie cinétique de la molécule.72   
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Figure 16 : Site actif de l'hAChE incluant l’ACh (PDB 4EY4) avec en vert le site périphérique, en jaune le site cation- 

π, en magenta la poche acyle, en cyan la triade catalytique et le trou oxyanionique et les molécules d’eau 

constitutionnelles représentées sous forme de sphères rouges (gauche)73, version schématique (droite) 

2.3.1.3. Site d’acylation 

Une fois en bas de la gorge, l’ammonium de l’ACh est complexé via des liaisons cation-π par trois 

résidus aromatiques : Trp86, Tyr337, Phe338, composant le site cation-π (Figure 16).74 Il permet de 

stabiliser et d’orienter la molécule vers trois autres sites où a lieu son hydrolyse. L’ensemble forme 

une cavité qui enveloppe parfaitement chaque partie de la molécule et participe à la sélectivité de 

l’enzyme pour son substrat.75  

Parmi ces trois sites, la poche acyle stabilise par interactions de Van der Waals le méthyle de la partie 

acyle de l’ACh. Il est composé des résidus aromatiques Trp236, Phe295 et Phe297.76 

Le site estérasique, ou triade catalytique, réalise l’hydrolyse de l’acétylcholine. Comme son nom 

l’indique, trois acides aminés la composent : une sérine (Ser203), une histidine (His447) et un 

glutamate (Glu334). Le système histidine-glutamate sert à exacerber la nucléophilie de l’alcool de la 

sérine pour provoquer son attaque nucléophile sur l’ester de l’ACh (libérant alors la choline), puis pour 

exacerber la nucléophilie d’une molécule d’eau, attaquant à son tour l’ester pour l’hydrolyser en acide 

acétique et libérer l’alcool de la sérine (Schéma 1). L’acide acétique est à son tour éjecté du site actif. 
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Schema 1 : mécanisme de l'hydrolyse de l'ACh par la triade catalytique 

Enfin, durant tout le mécanisme, le troisième site appelé trou oxyanionique (composé des résidus 

Gly121, Gly122 et Ala204, Figure 16) a pour fonction d’activer l’ester par des liaisons hydrogène avec 

leurs fonctions aminées, puis de stabiliser l’oxyanion de l’intermédiaire réactionnel tétrahédrique. 

Cette activation-stabilisation étant nécessaire pour les deux additions successives des nucléophiles sur 

l’ester (Schéma 1).77,78 

2.3.2 Structure de la BChE 

La butyrylcholinestérase, composée de 574 acides aminés, a une structure très semblable à celle de 

l’AChE, avec la même organisation tridimensionelle de son site actif, cavité profonde de 20 Å : le site 

périphérique donne sur une gorge menant au site catalytique (Figure 17).79,80 Ses formes 

oligomériques sont également variées, avec une forme tétramérique prédominante, sous forme de 

dimère de dimère.81 Cependant, sa vitesse d’hydrolyse de l’ACh est moins grande que celle de l’AChE, 

ce qui est dû à une moins bonne affinité pour le substrat.52 Cela s’explique notamment par le volume 

de son site actif qui est, quelque soit le mode de calcul choisit, largement plus grand : 502 ou 690 Å3 

pour l’hBChE contre 302 ou 410 Å3 respectivement, pour l’AChE de torpille, soit 200 à 280 Å3 de 

différence.82–84 Ce volume plus important vient notamment d’un remplacement de 6 des 10 résidus 

aromatiques ayant des interactions avec le ligand dans le site actif de l’AChE par des résidus 

aliphatiques, plus petits et flexibles.73 De plus, au contraire des aromatiques, ceux-ci ne permettent 

pas la stabilisation de l’ammonium par liaison cation-π. 
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agent  

Figure 17 : Structures de la hBChE (PDB 1P0I) et de l’AChE (PDB 1B41) avec en violet la chaîne omega, en rouge le 

site périphérique, en bleu la poche acyle, en vert le site cation-π et en orange le trou oxyanionique (adapté de De 

Boer, 2021)85 

2.3.2.1. Site périphérique 

Ainsi, trois résidus aromatiques du site périphérique de l’AChE (Tyr72, Tyr124 et Trp286, en orange 

Figure 18) sont remplacés par deux résidus comportant une fonction amide : Gln119 et Asn68 et un 

résidu aliphatique (Val277) qui participent très peu à la complexation de l’ACh à cet endroit. Seuls les 

résidus Asp70 et Tyr332 (Figure 19) correspondent à ceux du site périphérique de l’AChE et stabilisent 

de la même façon son ammonium quaternaire.86 De plus, leur liaison avec l’ACh participe aussi à la 

régulation allostérique de la vitesse d’hydrolyse, via la chaîne omega qui les relie au site d’acylation.73 

Mais contrairement à l’AChE, une concentration plus élevée de substrat n’induit pas d’effet d’inhibition 

par excès de substrat : une deuxième molécule d’ACh ne gêne pas la sortie des produits d’hydrolyse et 

peut au contraire venir stabiliser l’intermédiaire tétrahédrique de la première molécule.87  

 

Figure 18 : Différences des acides aminés au niveau du site actif de l'hAChE et de l'hBChE55 
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2.3.2.2 Gorge 

La gorge de la BChE est bien plus large que celle de l’AChE, ce qui permet de faire entrer des esters 

plus volumineux que l’ACh, d’où une moins grande sélectivité. Comme dit précédemment, la cause 

prépondérante est le remplacement de résidus aromatiques par des résidus aliphatiques. 

 

Figure 19 : Site actif de l'hBChE incluant l’ACh (PDB 1P0I) avec en vert le site périphérique, en jaune le site cation- 

π, en magenta la poche acyle, en cyan la triade catalytique et le trou oxyanionique et les molécules d’eau 

constitutionnelles représentées sous forme de sphères rouges73 

2.3.2.3 Site d’acylation 

Le tryptophane (Trp82) conservé au niveau du site cation-π permet, comme pour l’AChE, la 

stabilisation de l’ammonium. Le trou oxyanionique (Gly116, Gly117, Ala199) ainsi que le site 

estérasique (Ser198, His438, Glu325) comportent les mêmes résidus (Figure 19).73 La différence 

majeure vient de la poche acyle où les deux résidus phénylalanine de l’AChE sont remplacés par deux 

résidus aliphatiques (Leu286 et Val288) qui contraignent beaucoup moins la taille du groupement acyle 

de l’ester (cercles Figure 18), ce qui rend la BChE capable d’hydrolyser des esters plus volumineux.88  

2.3. Inhibition des cholinestérases par les organophosphorés 

La nature lipophile des OPs leur permet de passer les différentes barrières biologiques, en particulier 

la barrière cutanée ou la barrière hémato-encéphalique, de se distribuer dans l’ensemble du corps et 

d’atteindre les cholinestérases, quelque soit leur localisation. De façon similaire à l’acétylcholine, les 

OPs forment un complexe de Michaelis-Menten avec l’enzyme avant d’atteindre son site actif, où la 
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triade catalytique joue le même rôle : l’histidine et le glutamate activent la nucléophilie de l’alcool de 

la sérine qui peut alors attaquer le phosphore électrophile de l’OP. Il s’ensuit l’élimination du groupe 

partant de l’OP et la phosphylation de l’enzyme (Schéma 2).89 Par la suite, deux réactions spontanées 

peuvent se produire : la déphosphylation de la sérine par hydrolyse d’une molécule d’eau, de façon 

similaire à l’hydrolyse de l’acétate lors du mécanisme enzymatique, et aboutir ainsi à la réactivation 

de l’enzyme, ou la déalkylation du phosphonate, phénomène appelé vieillissement de l’enzyme.90,91  

 

Schema 2 : réactions de phosphylation de la sérine catalytique et de déalkylation du phosphonate formé 

L’hydrolyse du phosphonate est en revanche une réaction beaucoup moins favorable que celle de 

l’acétate, et donc très lente, car l’eau n’est pas assez nucléophile pour attaquer le phosphore de cet 

adduit très stable, c’est pourquoi la phosphylation de l’enzyme est considérée comme irréversible. 

Seule l’histidine catalytique peut favoriser la réaction en exacerbant la nucléophilie d’une molécule 

d’eau, mais leurs positions respectives, l’une par rapport à l’autre et par rapport au phosphore, dans 

le site actif phosphylé de l’enzyme, sont rarement favorables et dépendent des substituants de l’OP.  

Ainsi le soman ne provoque presque aucun changement de la position de l’histidine mais s’interpose 

entre le résidu et la molécule d’eau, empêchant toute réactivation et favorisant au contraire la 

déalkylation.92 Au contraire, le VX et le tabun provoquent un changement radical de position de 

l’histidine catalytique durant la phosphylation, mais avec des conséquences différentes. Le 

groupement éthoxy du tabun force l’histidine à prendre une position où son imidazolium ne peut plus 

être activé par une liaison hydrogène avec le glutamate catalytique, ne permettant aucune hydrolyse. 

Tandis que la conformation de l’imidazolium dans l’enzyme phosphylée par le VX lui permet de faire 

une liaison hydrogène avec un autre glutamate du site actif et avec une molécule d’eau, mais dans une 

orientation moins favorable par rapport à l’accès au phosphore, rendant l’hydrolyse aussi lente que la 

déalkylation.93,94  

Globalement, aucune réactivation spontanée n’est observée chez les agents G, mais elle peut avoir 

lieu chez le VX et ses dérivés (VR, CVX) et chez une grande partie des pesticides, avec des durées de 

demi-vie qui restent souvent très longues (Tableau 4).95–97  
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Tableau 4 : Demi-vies des réactions de réactivation et de vieillissement spontanés de l'hAChE erythrocytaire 

phosphylée (37 °C, pH = 7,4)98 

Le vieillissement de l’enzyme a lieu quelque soit l’OP considéré, et le phosphonate déalkylé obtenu est 

d’une extrême stabilité grâce au pont salin formé entre son oxyanion et l’imidazole protoné de 

l’histidine catalytique, ainsi que grâce à la répulsion électrostatique qu’exerce cet oxyanion vis-à-vis 

d’un potentiel nucléophile chargé négativement (Schéma 2).  

Deux mécanismes sont envisageables pour cette O-déalkylation : soit la rupture de la liaison P-O, soit 

la rupture de la liaison C-O (Schéma 3).99 Les structures cristallines des enzymes vieillies obtenues par 

diffractions aux rayons X et des mesures de spectrométrie de masse d’enzymes vieillies en présence 

de H2O18 (permettant de vérifier l’incorporation de l’isotope O18 sur le phosphore ou non), ont permis 

de conclure que le mécanisme le plus courant était la rupture de la liaison C-O. Cela a été vérifié sur 

l’hBChE pour le dichlorvos, l’echotiophate, le DFP, le sarin, le soman et le cyclohexylsarin et sur l’hAChE 

pour le tabun et le soman.92,94,100 Cependant, le mécanisme précis n’est pas connu : qu’il s’agisse d’une 

attaque d’une molécule d’eau sur le carbone en alpha, déclenchant la rupture de la liaison C-O, ou bien 

de la rupture préalable de la liaison C-O et l’hydratation consécutive du carbocation formé.  

 

Schema 3 : mécanismes possibles pour le vieillissement de l'enzyme (gauche) et première étape du mécanisme de 

vieillissement pour l'enzyme phosphylée par le soman (droite)101 

OP t1/2 réactivation spontanée (h) t1/2 vieillissement (h) 

VX 33,0 36,5 

VR 17,8 138,6 

Soman aucune 0,07 

Sarin aucune 3,0 

Cyclosarin aucune 7,0 

Tabun aucune 19,2 

Methyl paraoxon 0,7 3,7 

Ethyl paraoxon 31,5 31,5 

DFP aucune 3,1 

Fenamiphos aucune 138,6 
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Le soman est un des seuls OPs pour lesquels le mécanisme a été totalement établi sur l’AChE, par 

cristallographie de l’enzyme phosphylée et par des simulations moléculaires dynamiques QM/MM 

(quantum mechanical/molecular mechanical), corroborées par des données expérimentales.92,101,102 Il 

en ressort que deux paramètres importants influent sur la cinétique de la réaction de dé-alkylation, 

qui va de quelques minutes (pour le soman), à plus d’une centaine d’heures, suivant les OPs (Tableau 

4) : la position de l’histidine catalytique dans l’enzyme phosphylée et la capacité du subsituant alkylé 

à se stabiliser sous forme de carbocation. En effet, le mécanisme de vieillissement de l’AChE 

phosphylée par le soman fait intervenir en premier lieu la rupture spontanée de la liaison C-O 

immédiatement suivie d’une stabilisation des deux produits : l’oxyanion du phosphonate par l’histidine 

catalytique et le carbocation par la migration d’un méthyle de l’isopropyle pour mieux répartir la 

charge (Schéma 3). Ce carbocation est ensuite hydraté par une molécule d’eau. Or le soman est un des 

rares OPs avec lequel l’histidine catalytique peut à la fois rester activée par le glutamate et être alignée 

sur le phosphore dans l’enzyme phosphylée, contrairement au VX ou au tabun. De plus, le soman est 

le seul à posséder un substituant où un méthyle peut migrer pour stabiliser la charge du carbocation. 

Il est à noter que les cinétiques de réactivation spontanée et de vieillissement pour un OP donné 

peuvent être différentes entre l’AChE et la BChE, car contrairement à l’AChE, l’histidine de la BChE est 

immobile, stabilisée par le résidu adjacent Phe398. Cela explique notamment pourquoi la BChE 

phosphylée vieillit généralement plus rapidement que l’AChE.94 

Enfin, un mécanisme de N-déalkylation par attaque SN2 d’une molécule d’eau sur le phosphore suivie 

de la rupture de la liaison P-N a été démontré dans le cas d’un OP analogue au tabun et de l’insecticide 

mipafox (doublement N-alkylé).103,104 

Pour retrouver une enzyme fonctionnelle à partir de la forme vieillie, il serait alors nécessaire de 

réalkyler le phosphonate pour ensuite cliver sélectivement la liaison P-O de la sérine phosphylée. Selon 

une étude de simulation QM/MM et de calculs DFT, la barrière énergétique pour effectuer cette 

réalkylation est très élevée, cependant des optimisations d’agents alkylants restent envisageables.105 

Malheureusement, l’exceptionnelle stabilité de cette forme a contrecarré, jusqu’à aujourd’hui, les 

efforts entrepris, même si certaines pistes ont été développées.106,107 C’est pourquoi les efforts de la 

recherche se sont surtout concentrés sur la réactivation de l’enzyme avant son vieillissement, laissant 

de ce fait le cas du soman à part.  

D’autres protéines estérasiques peuvent être touchées par les OPs, tel que la « neuropathy target 

esterase » dont la phosphylation de la sérine et son vieillissement engendrent son inhibition et 

l’apparition d’un syndrôme neuropathique retardé.108 
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2.4. Conséquences physiologiques et pathologiques 

Une fois phosphylée, l’acétylcholinestérase est totalement inhibée et l’acétylcholine qui n’est plus 

hydrolysée s’accumule sur toutes ses cibles biologiques, principalement les jonctions synaptiques et 

neuromusculaires. Les récepteurs cholinergiques y sont alors surstimulés en continu par des 

concentrations trop élevées en ACh. Les conséquences sont différentes suivant l’organe touché et le 

type de jonction synaptique et de récepteur qui y sont associés. Le fonctionnement de ces derniers est 

d’autant plus déréglé que certains OPs ont une action directe sur ces récepteurs.109,110  

 

Figure 20 : Schéma général simplifié du SNC (système nerveux central) et du système nerveux périphérique 

incluant le système nerveux somatique et le système nerveux autonome (sympathique et parasympathique), M : 

récepteur muscarinique, N : récepteur nicotinique, NA : noradrénaline, A : adrénaline, Tractus GI : Tractus 

gastrointestinal. (adapté de Waller et Sampson, 2018)37 

La perturbation de la transmission cholinergique touche les quatres grandes parties du système 

nerveux, comprenant le système nerveux central (SNC) où nAChRs et mAChRs sont présents, le 
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système somatique (mouvements volontaires), dont la transmission est assurée par les nAChRs, et le 

système autonome incluant le système sympathique, partiellement touché, et le système 

parasympathique, où les effets sont essentiellement muscariniques (Figure 20). Les symptômes 

produits dépendent de la gravité de l’intoxication comme de la voie d’entrée du toxique (cutanée, 

respiratoire, gastro-intestinale). Elle influe sur la bio-distribution, qui est par exemple bien plus lente 

par voie cutanée, avec un décalage des effets aigus.25,111,112 On peut aussi observer de profondes 

différences entre une intoxication par un agent neurotoxique organophosphoré et un pesticide : 

l’intoxication par le premier sera causée par une tout petite quantité de produit très inhibant, par voie 

respiratoire ou cutanée, tandis que l’intoxication par le deuxième sera causée par de grande quantités 

de produit (intoxication volontaire) peu inhibant, par voie orale, influençant grandement la 

pharmacocinétique consécutive de l’OP.113 

Les symptômes muscariniques périphériques comportent des larmoiements, spasmes cilliaires et 

myosis oculaire, de l’hypersécrétion : salivation et hypersudation, et la perturbation du système gatro-

intestinal : nausée, vomissements, douleur abdominale et diarrhée, et cardio-vasculaire : bradychardie 

et hypotension, ainsi que de l’incontinence urinaire. 

Les symptômes nicotiniques provoqués au niveau sympathique sont la dilatation des pupilles, la 

stimulation d’adrénaline et de noradrénaline, de la tachycardie et de l’hypertension, tandis qu’au 

niveau somatique on observe des crampes, contractions involontaires, et faiblesse et paralysie des 

muscles. 

Les symptômes du SNC sont très variés et dépendent de la gravité de la situation avec : anxiété, 

fatigue, dépression, insomnie, trouble de l’élocution, altération du jugement, confusion, agitation, 

amnésie, ataxie, perte de réflexes, crises convulsives intenses, jusqu’au coma, voire la mort.  

La cause principale de décès est l’arrêt respiratoire qui dépend des trois voies de signalisation, 

muscarinique, nicotinique et centrale. Ainsi les symptômes muscariniques provoquent de 

l’hypersécrétion bronchiale, de la bronchoconstriction, des bronchospasmes et de la détresse 

respiratoire, tandis que les symptômes nicotiniques provoquent la paralysie des muscles respiratoires 

(diaphragme, intercostal) et de l’arythmie respiratoire. Enfin, au niveau central, la dépression du 

contrôle de la respiration provoque de l’apnée. Le caractère décisif d’une des trois voies dans l’arrêt 

respiratoire est discuté et semble notamment dépendre du stade de l’intoxication.114–116  

Suite à la phase cholinergique aigüe, les pesticides sont connus pour causer, dans environ 20% des cas, 

un syndrôme intermédiaire dans les 2 à 4 jours suivants. Il provoque une faiblesse des muscles 
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proximaux incluant les muscles respiratoires et du cou. Sans intubation il évolue rapidement vers un 

arrêt respiratoire fatal.117 

Au niveau du système nerveux central, les OPs induisent des effets destructeurs de court jusqu’à long 

terme. En effet, on distingue plusieurs phases, la première étant les crises convulsives causées par 

l’hyperstimulation des jonctions cholinergiques. Ensuite, cette hyperexcitation se transmet aux autres 

réseaux neuronaux gérés par d’autres neurotransmetteurs, provoquant des crises à forme épileptique. 

La répétition de celles-ci provoque entre autres un afflux trop important de Ca2+ à l’intérieur des 

cellules et la formation de radicaux libres, perturbant le fonctionnement des mitonchondries qui mène, 

notamment par du stress oxydatif, au disfonctionnement de la cellule et à sa mort. L’augmentation de 

l’apoptose des cellules et les disfonctionnements métaboliques provoquent des réponses 

inflammatoires et nerveuses, comme l’augmentation des cellules gliales, qui induisent à long terme 

des processus neurodégénératifs.118–123 D’autant que les systèmes de régulation de la réponse 

inflammatoire, cholinergique et non cholinergiques, sont aussi très perturbés par l’intoxication aux 

OPs.124–126 

Une autre neuropathologie, plus rare, peut être provoquée par les OPs : le syndrome neurotoxique 

retardé, qui survient 2 à 5 semaines après la phase initiale. Il est principalement causé par l’inhibition 

de l’enzyme Neuropathy Target Esterase, intervenant dans le métabolisme lipidique des neurones, et 

provoque la dégénérescence des axones neuronaux et secondairement leur démyélinisation, aux 

niveaux périphérique et central. Cela se traduit par des crampes et des douleurs dans les membres 

inférieurs, ainsi que des engourdissements, une paresthésie et une faiblesse progressive pouvant 

évoluer vers leur paralysie. Le rétablissement du bon fonctionnement des nerfs périphériques peut 

être total ou partiel suivant la sévérité de l’intoxication.108,127 

Pour lutter contre les effets des organophosphorés, différents moyens de lutte ont été développés, 

dont les contre-mesures médicales. 
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3. MOYENS DE LUTTE CONTRE LES ORGANOPHOSPHORES 

Quatre champs de recherche ont été investis ces dernières décennies pour faire face à une utilisation 

d’organophosphoré et à ses conséquences :  

- Détection 

- Décontamination 

- Protection 

- Antidote 

Les deux premiers points ne seront pas développés dans cette thèse. Pour la protection des personnes, 

outre les équipements de protection tels que masque à gaz et combinaison, un outil important est la 

prophylaxie. 

3.1. Prophylaxie 

Un agent prophylactique a pour objectif d’empêcher l’OP d’atteindre ses cibles biologiques. Cela peut 

être soit un ligand de cette cible, l’AChE ici, qui bloque la liaison de l’OP avec elle, soit une protéine ou 

une molécule qui neutralise l’OP avant qu’il ne l’atteigne. Cette stratégie parait particulièrement 

intéressante pour le cas du soman, puisque cela fait abstraction des problèmes de vieillissement de 

l’AChE (qui n’est plus réactivable sous cette forme). Cependant elle ne s’adresse qu’aux populations 

militaires, qui sont les seules à avoir la possibilité de prévoir en amont un risque accru. 

3.1.1. Ligands des cibles biologiques 

Dans ce cadre, un inhibiteur réversible du site actif de l’AChE peut être utilisé en prétraitement pour 

bloquer l’accès de l’OP à l’enzyme durant la période d’intoxication, de façon covalente ou non. Cette 

stratégie est sensée laisser le temps suffisant pour administrer un second traitement plus adapté pour 

neutraliser l’OP, qui sinon reste fonctionnel dans le corps. Lors de l’intoxication, un pourcentage 

suffisant de la quantité totale d’enzyme doit être inhibé de façon réversible pour sauvegarder un 

fonctionnement cholinergique satisfaisant, tandis qu’avant l’intoxication, une quantité suffisante 

d’enzyme doit rester fonctionnelle pour ne pas provoquer un blocage de la transmission 

cholinergique.128 Ainsi, le problème principal de ce traitement réside dans le dosage délicat de 

l’inhibiteur et dans les effets secondaires qu’il peut produire. Cela a notamment été le cas pour le 
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bromure de pyridostigmine, qui est utilisé dans les armées occidentales (Figure 21).129 Ce carbamate 

réagit transitoirement avec la sérine catalytique qui est carbamoylée. Ce carbamate sur la sérine est 

ensuite hydrolysable par une molécule d’eau. Il produit de nombreux effets secondaires et il est 

suspecté d’être une des causes du syndrome de la guerre du Golfe chez les soldats américains l’ayant 

utilisé pour se protéger de potentielles attaques chimiques.130–132 De plus, la charge permanente de la 

pyridostigmine l’empêche de traverser efficacement la barrière hémato-encéphalique (BHE), et donc 

de protéger l’AChE au niveau du SNC.133 D’autres carbamates ont été étudiés, sans pour autant être 

sélectionnés comme potentiel nouveau traitement prophylactique. Certains traversent cependant 

bien mieux la BHE, tel que la rivastigmine ou la physostigmine.134–136 

 

Figure 21 : Structures des carbamates étudiés en prophylaxie 

Des inhibiteurs non covalents provenant de traitements de la maladie d’Alzheimer ont aussi été 

étudiés. Ils ont notamment l’avantage d’avoir une sélectivité entre la BChE et l’AChE, celle-ci étant la 

cible privilégiée à protéger. Ces molécules traversent aussi facilement la BHE et ont démontré la 

capacité à protéger le SNC des dégâts habituellement causés par les OPs, en particulier la galantamine 

et l’huperzine A en présence de soman (Figure 22).137–141 De plus la galantamine possède une bonne 

pharmacocinétique par voie orale.  

 

Figure 22 : Structures des inhibiteurs non covalents de l'AChE issus de la recherche sur Alzheimer 

Cependant, la toxicité de l’huperzine et de la galantamine aux doses thérapeutiques devrait être 

réévaluée compte tenu des deux publications présentant des conclusions contradictoires sur 

l’avantage de l’un par rapport à l’autre.134,142 En outre, les études de ces composés devraient être 

approfondies sur un plus large spectre d’OPs pour démontrer leur efficacité par rapport à la 

pyridostigmine, en particulier l’huperzine A  (galantamine testée sur le sarin, le paraoxon et le VX143). 
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Car même si certains chercheurs considèrent l’inhibition réversible de l’AChE par ces composés 

indépendante de l’OP et les résultats obtenus sur le soman généralisables135, la compétition entre ces 

deux types d’inhibiteurs peut pourtant varier suivant la nature de l’OP, ainsi que sa voie d’entrée, 

cutanée ou inhalatoire.132 Enfin, la toxicité des OPs ne provient pas uniquement de leur action sur les 

cholinestérases et des mécanismes moins prévisibles compromettant l’efficacité du traitement ne sont 

jamais à exclure. 

La gestion de la toxicité intrinsèque de ces composés est donc un défi particulièrement difficile à 

relever. Malgré cela, la recherche d’autres composés se poursuit dans ce domaine.144,145 

3.1.2. Bioépurateurs 

Un bioépurateur a pour but de neutraliser l’OP avant qu’il n’atteigne l’AChE. Il doit avoir une action 

très rapide, irréversible et spécifique, qui permette d’augmenter significativement la LD50 d’un OP en 

présence du bioépurateur, sans effets immunitaires ni effets secondaires trop importants.146,147 Cela 

peut être une petite molécule ou une protéine, et la neutralisation de l’OP peut se faire de façon 

stoechiométrique, pseudo-catalytique ou catalytique (Figure 23). 

 

Figure 23 : Bioépurateurs stœchiométriques : un bioépurateur réagit avec un seul OP, Bioépurateur pseudo-

catalytique : l’ajout d’une deuxième molécule permet de réactiver le bioépurateur, Bioépurateur catalytique : il 

hydrolyse les molécules d’OP en continu (adapté de Masson, 2017)146  
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3.1.2.1. Cages moléculaires  

La recherche sur les bioépurateurs a récemment investi le champ des macrocycles moléculaires, dont 

la forme et la nature chimique peuvent être modulées pour capturer les petites molécules d’OP. La 

fonctionnalisation de ces molécules peut permettre aussi de les neutraliser. Des études plus poussées, 

notamment in vivo, sont encore cependant nécessaires sur ces nouveaux outils.  

Cyclodextrines  

Dans les années 70, le piégeage du sarin et du soman par les α- et β- cyclodextrines a été démontré in 

vitro.148 L’ajout de groupes nucléophiles sur le macrocycle a ensuite permis la neutralisation 

catalytique d’une large variété d’OPs, agents neurotoxiques et pesticides, avec des efficacités pour la 

plupart modérées.149–151 Cependant, cette fonctionnalisation reste un défi synthétique. De plus, le 

principal inconvénient de ces composés est que leur affinité pour tel ou tel OP dépend de la taille du 

cycle et de ses substituants, limitant leur spectre d’action, notamment vis-à-vis des agents V.152 Ce type 

de composé a tout de même prouvé une certaine efficacité in vivo en diminuant la mortalité de 

cochons d’Inde intoxiqués par du cyclosarin.153 

 

Figure 24 : Structures et surfaces de Van Der Waals d’α-cyclodextrine complexant une molécule de soman 

(gauche), de résorcinarène comportant un groupe carboxylique complexant une molécule de DMMP (milieu 

gauche), de naphthotube complexant une molécule de DEMP (milieu droite), et de panier moléculaire complexant 

une molécule de DMMP. DMMP : diméthyl méthylphosphonate, DEMP : diéthyl méthylphoshonate (adapté de 

Finnegan, 2021)154 

Autres cages moléculaires 

Les pillalarènes, resorcinarènes et calixarènes ont aussi été développés dans ce but. Des calixarènes 

substitués ont ainsi pu démontrer leur capacité à neutraliser plusieurs agents V in vitro dans des 

conditions physiologiques (37 °C, pH 7,4).155 D’autres cages moléculaires sont envisagées, parmi 

lesquelles les cucurbituriles, naphthotubes, des structures organométalliques (MOF) et des paniers 

moléculaires (molecular basket) (Figure 24).154 Les bioépurateurs protéiques d’origine biologique sont 

néanmoins pour l’instant nettement plus efficaces pour hydrolyser les OPs. 
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3.1.2.2. Bioépurateur protéique stoechiométrique 

Différentes protéines, endogènes ou exogènes, ont démontré une capacité à hydrolyser les molécules 

d’OPs, dont l’AChE, la BChE, la carboxylestérase, l’albumine plasmique, la paraoxonase et la 

phosphotriestérase.156–159 Chacune a cependant un inconvénient qui peut être une cinétique trop 

lente, un empoisonnement par l’OP, un spectre d’action incomplet, des quantités naturelles trop 

faibles, une purification difficile, une mauvaise stabilité dans le plasma sanguin, une immunogénicité 

trop importante ou la survenue de réactions toxiques. 

Les cholinestérases ont bien sûr fait l’objet des recherches les plus intenses, car ce sont les cibles 

directes des OPs, et elles couvrent l’ensemble des OPs, puisqu’un OP incapable de phosphyler ces 

enzymes ne devrait pas être toxique. En revanche, compte tenu de la phosphylation irréversible de la 

sérine catalytique, l’inconvénient majeur de l’utilisation de ces enzymes comme épurateur des OPs est 

la nécessité d’utiliser une molécule de protéine pour neutraliser une molécule d’OP (et donc d’en 

utiliser une quantité stoéchiométrique). L’AChE présente également la meilleure stéréosélectivité pour 

les OPs chiraux comme les agents V.160,161 L’AChE exogène présente ainsi des cinétiques d’hydrolyse 

élevées vis-à-vis de différents OPs et un essai préclinique sur des humains a montré que l’injection 

d’AChE produite à partir d’une plante génétiquement modifiée était sûre et bien tolérée.162 

Néanmoins, l’AChE est peu stable dans le sang. La pégylation de la protéine ou encore son 

encapsulation en nanoparticules (ce qui permet son relargage sur plusieurs jours) ont permis 

d’améliorer ses propriétés pharmacocinétiques.163–165  

L’hBChE est, elle, en revanche, naturellement beaucoup plus stable, jusqu’à une semaine dans le sang. 

Bien que moins sélective que l’AChE, elle ne provoque pas d’effets secondaires et ne présente pas 

d’immunogénicité lorsqu’elle est à forte dose. Les nombreuses études menées in vitro et in vivo ont 

démontré une bonne efficacité, car un prétraitement avec cette enzyme permet d’augmenter les DL50 

des différents OPs d’un facteur de 1,5 à 8.166–169 Son développement industriel est ainsi le plus avancé, 

un essai clinique de phase 1 ayant été validé.170,171 Pour autant, dans les deux cas, il s’agit donc d’une 

réaction stoechiométrique entre l’OP et l’enzyme, qui est ensuite empoisonnée de façon pratiquement 

irréversible, ce qui nécessite l’utilisation de quantités importantes : il a été par exemple établi qu’une 

dose de 200 mg d’hBChE était nécessaire pour multiplier par deux la DL50 du soman pour un être 

humain de 70 kg.52 Or la purification de l’hBChE extraite du plasma humain est une opération 

complexe, et qui nécessite plusieurs étapes de chromatographie, ce qui en fait une source largement 

insuffisante d’hBChE (280 mg pour 80 L).172,173  
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Les efforts se sont donc concentrés sur les moyens de produire et de purifier de plus grandes quantités 

d’enzyme. Parmi toutes les cellules, plantes et animaux génétiquement modifiés étudiés pour produire 

de la BChE humaine recombinante, le lait de chèvres génétiquement modifiées est la source la plus 

prometteuse (5 g/L) mais il reste cependant des problèmes liés à la lactation.80,174–176 Récemment, les 

travaux menés au laboratoire ont permis le développement de résines greffées avec des analogues 

d’huprine (inhibiteur efficace de l’hAChE, et qui montre une affinité adéquate pour la purification 

d’hBChE), ce qui a permis d’améliorer significativement l’efficacité de la purification, et de limiter à 

une seule les étapes de chromatographie (cette résine est commercialisée par la société ChemForAse, 

spin-off du laboratoire).177,178 Malheureusement la stabilité dans le plasma de ces enzymes 

recombinantes reste limitée. Pour améliorer cette stabilité, les mêmes types de solutions que pour 

l’AChE exogène ont été proposés. L’augmentation de la taille de la protéine (pégylation) ou 

l’amélioration de son oligomérisation ont été évaluées, ainsi que son encapsulation.179–183 Malgré cela, 

ce traitement stoechiométrique reste excessivement onéreux au regard des quantités nécessaires. 

Avant de trouver une source d’enzyme bon marché, une piste consiste à rendre le traitement pseudo-

catalytique en rajoutant un réactivateur capable de déphosphyler l’enzyme pour qu’elle puisse 

neutraliser plus d’une seule molécule d’OP, ce qui diminuerait la quantité nécessaire à injecter.    

3.1.2.3. Bioépurateur protéique pseudo-catalytique 

Le facteur limitant de ce type de traitement est la vitesse de réactivation de l’enzyme phosphylée, et 

l’efficacité de ces réactivateurs quelque soit l’OP utilisé. Or les réactivateurs existants ont 

majoritairement été développés pour réactiver l’AChE, qui est la cible biologique fondamentale. Il 

s’avère donc que la vitesse de réactivation de la BChE par ces composés est beaucoup trop lente, à 

cause des différences structurales entre les deux enzymes.184–186 Plusieurs équipes ont travaillé sur le 

design de nouveaux réactivateurs, destinés à réactiver efficacement l’hBChE phosphylée, ou dans 

l’idéal chacune des deux cholinestérases, certains ayant été testés in vivo.187–191 Dans ce contexte, le 

projet ANR PseudoScav 2019-2023 (ANR-19-CE39-0009), impliquant l’équipe de chimie bio-organique 

du laboratoire COBRA, une équipe strasbourgeoise de l’ICPEES, dirigée par le Dr. Rachid Baati, l’équipe 

du Dr. Florian Nachon du Département de Toxicologie et Risques Chimiques de l’IRBA et une équipe 

de biologie structurale de l’IBS de Grenoble, dirigée par le Dr. Martin Weik, a pour objectif de 

développer de tels réactivateurs de butyrylcholinestérase afin d’obtenir un système de bioépuration 

pseudo-catalytique (Figure 23). 
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L’équipe de Zhang et al. a publié en 2020 ses travaux sur des BChEs fonctionnalisées avec de 

nombreuses chaînes polymères comportant des fonctions réactivatrices.192 Les composés obtenus 

peuvent se réactiver à hauteur de 55 à 84% en 5-6 h, ce qui reste encore trop lent. Cependant cette 

équipe a montré que trois cycles d’inhibition-réactivation pouvaient être réalisés.  

En utilisant un bioépurateur pseudo-catalytique à base d’AChE, il est possible d’utiliser les 

réactivateurs qui ont été développés jusqu’ici, qui bien que significativement meilleurs que sur la BChE, 

n’en restent pas moins inégalement efficaces en fonction de l’OP (voir partie 3.4.). De plus, le 

phénomène de vieillissement qui empêche la réactivation de l’enzyme compromet l’utilisation de cette 

méthode, en particulier contre le soman. Des travaux de mutagénèse dirigée sur l’AChE ont été 

entrepris et ont montré à la fois une diminution de la vitesse de vieillissement contre le soman, et une 

augmentation de la vitesse de réactivation, notamment avec la mutation Y337A qui permet d’élargir 

la gorge du site actif de l’enzyme.193  

Comme précédemment, de telles AChEs mutées présentent des problèmes de stabilité, qui peuvent 

être réduits là encore par la pégylation de l’enzyme. De plus, des études in vivo ont souligné 

l’importance de réactiver à la fois l’enzyme mutée et l’endogène, ce qui complique l’obtention d’un 

réactivateur ayant de bonnes cinétiques de réactivation sur les deux enzymes structurellement 

différentes. En outre, la clairance des réactivateurs est souvent très forte, ce qui nécéssiterait des 

injections très régulières : l’encapsulation du réactivateur a été proposée comme solution. La fixation 

du réactivateur directement sur l’enzyme, comme ce qui a été fait pour la BChE, pourrait en être une 

autre. Finalement, il apparait que la complexité des paramètres pharmacocinétiques et 

pharmacodynamiques en jeu compromet les chances de succès de tels traitements prophylactiques. 

Le concept de bioépurateur catalytique apparait donc comme le traitement le plus prometteur puisque 

l’hydrolyse catalytique des OPs permettrait l’injection d’une quantité limitée d’un seul type de 

composé.52  

3.1.2.4. Bioépurateur protéique catalytique 

L’efficacité d’un bioépurateur catalytique est mesurée par son taux de roulement kcat (nombre de 

molécules d’OP hydrolysées par minute) et par sa constante de Michaelis-Menten Km qui peut être 

associée à l’efficacité de formation du complexe OP-enzyme. Il a été estimé que pour offrir une 

neutralisation efficace d’un OP (détoxification complète en quelques minutes),  l’enzyme doit 

présenter un kcat/Km > 107 M-1 min-1.194 Parmi toutes les enzymes identifiées comme étant capables 

d’hydroliser les OPs, qu’elle soit d’origine humaine, bactérienne, végétale ou animale, aucune n’a à la 
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fois le pouvoir de se réactiver spontanément et une telle efficacité. Les enzymes présentant le meilleur 

profil nécessitent donc d’être modifiées par mutagénèse dirigée dans le but d’améliorer leurs 

propriétés. 

Les enzymes endogènes ont pour avantage de présenter de longs temps de séjour sans provoquer de 

réaction immunitaire. La butyrylcholinestérase humaine a ainsi fait l’objet d’une attention soutenue 

depuis les années 90. Parmi les plus de 60 variants de l’enzyme développés, le variant BChE-G117H 

s’est montré le plus prometteur en augmentant sa vitesse de réactivation spontanée d’un facteur 100 

à 1000 selon l’OP, tout en conservant une bonne affinité pour les OPs. Son efficacité prophylactique 

s’est vérifiée in vivo contre une intoxication à l’échothiophate, cependant elle reste globalement 

encore trop faible.52 De plus ce variant reste sensible au vieillissement face au soman. Pour cela la 

mutation du résidu Glu197, qui est impliqué dans ce phénomène, a permis d’obtenir le variant BChE-

G117H/E197Q, qui est alors capable de réactivation spontanée avec le soman.195 Enfin, des études 

consistant à imiter la structure de la BChE porcine et à comprendre le mécanisme impliqué pour cette 

enzyme est une des dernières pistes d’amélioration étudiée car celle-ci présente des cinétiques de 

réactivation spontanée bien meilleures que l’humaine sous sa forme naturelle.196  

En ce qui concerne l’AChE, malgré de multiples travaux de mutagénèse dirigée entrepris, aucun n’a 

permis d’améliorer sa faible réactivation spontanée ni sa forte propension au vieillissement. Une autre 

enzyme humaine possède une affinité naturelle pour les OPs : la paraoxonase PON-1.184 Les mutations 

de certains de ses résidus ont permis d’obtenir de très bonnes efficacités d’hydrolyse des OPs (kcat/Km),, 

supérieures à 3.107 M-1 min-1 pour le cyclosarin et le soman, qui se sont confirmées in vivo avec la 

survie à 100 % de cochons d’Inde intoxiqués par 2 LD50 de cyclosarin et traités 1 h avant par 0.2 à 1 

mg/kg de bioépurateur. Malheureusement cette enzyme est inefficace contre les agents V. Deux 

autres enzymes humaines ont été envisagées comme bioépurateurs : la carboxylestérase 1 et la 

carboxylestérase intestinale.  

Deux autres carboxylestérases d’insecte et de bactérie ont aussi été étudiées, sans que les mutations 

effectuées permettent d’atteindre des efficacités (kcat/Km) de l’ordre de 107 M-1 min-1. Parmi les 

enzymes bactériennes, l’enzyme phosphotriestérase (PTE) présente à l’état naturel les réactivations 

spontanées les plus efficaces parmi toutes les enzymes évaluées jusqu’à maintenant. L’efficacité étant 

inégale selon les OPs, de très nombreuses études de mutagénèse ont été publiées pour en faire un 

bioépurateur à large spectre, d’autant que leur origine bactérienne en facilite la production. Les 

variants PTE C23 et C23AL se sont révélés prometteurs, avec une efficacité kcat/Km = 1,2.107 M-1 min-1 

pour le deuxième contre le VX, et avec une détoxification efficace in vivo.197,198 Leur efficacité contre 
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les agents G reste cependant limitée. Au contraire, le variant Mut1 de l’enzyme DFPase de calmar est 

très prometteur contre les agents G (efficacité de 107 M-1 min-1), ainsi que les variants obtenus à partir 

de l’enzyme organophosphate acid anhydrolase.184 Pour autant, pour la plupart de ces enzymes 

exogènes, il est nécessaire d’opérer des modifications chimiques (pégylation) ou de les encapsuler 

pour contrecarrer leur mauvaise pharmacocinétique et leur immunogénicité. 

Malgré de nombreux progrès, un traitement prophylactique de référence n’est donc pas encore prêt, 

d’autant que la production et la purification de ces enzymes aux normes GMP peut s’avérer très 

difficile et coûteux.199,200 Cependant l’action détoxifiante de ces enzymes peut aussi être utilisée dans 

un traitement pharmacologique d’urgence en cas d’intoxication.  

3.2. Traitement pharmacologique d’urgence 

Sans mesure prophylactique, il faut faire appel à des antidotes de l’intoxication aux organophosphorés. 

Pour cela, plusieurs modes d’actions sont possibles, qui sont complémentaires : contrebalancer les 

symptômes provoqués par l’inhibition de l’AChE et préserver l’activité de l’enzyme. 

Les moyens d’action pour réguler les symptômes peuvent consister à : 

- Limiter la production et l’exocytose de l’ACh pour limiter son excès synaptique 

- Rétablir une activité normale des récepteurs nicotiniques et muscariniques en présence de l’excès 

d’ACh 

- Rétablir une activité normale des autres récepteurs neuronaux et de leurs neurotransmetteurs 

associés pour lutter contre la surexcitation neuronale dans le SNC. 

Les moyens d’action pour préserver l’activité de l’AChE peuvent passer soit par la capture et la 

neutralisation de l’OP (mêmes outils qu’en prophylaxie), soit par la réactivation de l’AChE phoshylée.  

Le traitement pharmacologique d’urgence standard utilisé actuellement est un cocktail de trois 

molécules agissant sur ces différents aspects : l’atropine, le diazépam ou sa prodrogue hydrosoluble 

avizafone et un réactivateur de l’AChE (Figure 25). L’atropine est un antagoniste compétitif des 

récepteurs muscariniques qui permet de limiter les symptômes associés. Le diazépam est une 

benzodiazépine modulateur allostérique positif (PAM) des récepteurs GABAA accentuant leur effet 

inhibiteur sur l’activité neuronale et limitant ainsi la surexcitation neuronale. Les crises convulsives 

responsables de dégâts irréversibles au cerveau sont ainsi limitées. Ces traitements symptomatiques 

seront développés dans la partie 4, en incluant les récepteurs nicotiniques dont les symptômes ne sont 

jusqu’à ce jour pas traités. 
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Figure 25 : structures des réactivateurs, de l'atropine et du diazepam utilisés comme traitement pour une 

intoxication aux OPs 

Le réactivateur a une fonction chimique nucléophile permettant de s’additionner au phosphore 

électrophile de l’AChE phosphylée et de la déphosphyler. Les trois réactivateurs autorisés actuellement 

dans le monde pour un usage médical comportent la fonction aldoxime, il s’agit du pralidoxime (2-

PAM), de l’obidoxime (LüH-6) et de l’asoxime (HI-6). Le pralidoxime est notamment utilisé en France, 

en combinaison avec les autres molécules dans un auto-injecteur fabriqué par la pharmacie centrale 

des armées (INEUROPE®).201,202 Son remplacement par le HI-6 est cependant envisagé. En effet ces 

réactivateurs de référence n’ont pas une action thérapeutique universelle face à tous les OPs existants 

et souffrent d’autres faiblesses qui ont rendu indispensable leur remplacement par de meilleurs 

réactivateurs. 

3.3. Réactivation de l’AChE – mécanisme 

La déphosphylation ne peut être faite que par une molécule possédant une fonction chimique 

suffisamment nucléophile pour attaquer le phosphore électrophile. Pour atteindre une telle 

nucléophilie, les recherches se sont portées sur les fonctions chimiques nucléophiles profitant d’un 

effet alpha : deux hétéroatomes adjacents possédant chacun au moins un doublet non liant, ce qui 

accroit la réactivité de l’ensemble. Parmi les fonctions potentielles, les oximes font figures de référence 

dans la recherche sur les réactivateurs.  
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Schema 4 : mécanisme et paramètres réactionnels de la réactivation de l'AChE 

Le mécanisme de réactivation passe par la formation d’un complexe de Michaelis-Menten [EPOX] 

réversible, entre l’enzyme phosphylée [EP] et le réactivateur portant l’oxime [OX], celui-ci étant en 

équilibre acido-basique entre formes oxime et oximate à pH physiologique (Schéma 4). Ce complexe 

est caractérisé par une constante d’association KA et une constante de dissociation KD mesurant 

l’affinité entre le réactivateur et l’enzyme phosphylée en mmol/L. L’oximate peut ensuite réaliser une 

addition nucléophile sur le phosphore, suivie de l’élimination de l’oxyme phosphylé [POX], ce qui libère 

l’alcool de la sérine catalytique de l’enzyme [E]. La vitesse de cette réaction est caractérisée par la 

constante cinétique kr exprimée en min-1. Dans le cas où la concentration en oxime est largement 

supérieure à la concentration initiale en enzyme inhibée : [OX] >> [EP]0, et que la réactivation est 

complète, l’équation cinétique peut se simplifier en une équation de vitesse de pseudo-ordre 1 de 

constante kobs, pour une concentration donnée d’oxime.98  

𝑘𝑜𝑏𝑠 =  
𝑘𝑟 [𝑂𝑋]

𝐾𝐷 + [𝑂𝑋]
 

Cette constante peut être obtenue expérimentalement pour différentes concentrations d’oxime, ce 

qui permet ensuite d’en déduire kr, puis KD, puisque lim
[𝑂𝑋]→ ∞

[𝑘𝑜𝑏𝑠] = 𝑘𝑟. De plus, dans le cas où [OX] 

<< KD, l’équation peut se simplifier pour donner la constante de vitesse d’ordre 2 de la réaction de 

réactivation kr2 (en mM-1 min-1) :  

𝑘𝑟2 =  
𝑘𝑟

𝐾𝐷
 

Cette constante traduit l’efficacité globale de la réaction, incluant à la fois l’affinité du réactivateur 

pour l’enzyme phosphylée (KD) et la vitesse de réaction (kr). Les trois constantes sont donc utilisées 

pour comparer les performances des différents réactivateurs développés. Néanmoins, il peut être 

difficile d’effectuer de telles comparaisons entre les résultats de différents laboratoires car certaines 

équipes ne fournissent parfois pas ces constantes mais plutôt les valeurs de pourcentage d’enzyme 
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réactivée en un temps donné avec une concentration d’oxime donnée. La valeur de kr2 dépend aussi 

de facteurs expérimentaux tels que l’origine de l’AChE utilisée pour ces tests, sa séquence exacte en 

acides aminés et son mode de préparation et de purification.203 

3.4. Pharmacologie des réactivateurs de référence 

3.4.1. Efficacité in vitro 

La recherche sur les réactivateurs a débuté dans les années 50 avec l’identification de l’hydroxylamine 

et des acides hydroxamiques comme nucléophiles potentiellement aptes à effectuer cette 

déphosphylation.204 Ces travaux ont ensuite permis la découverte de l’efficacité supérieure des oximes 

et l’affinité des motifs pyridiniums pour le site actif de l’AChE, conduisant à la découverte en 1955 du 

seul mono-pyridinium aldoxime encore utilisé : le pralidoxime (2-PAM) (Figure 26).205 Puis à partir de 

la fin des années 50, ont été synthétisés les bis-pyridiniums aldoximes, qui montraient de meilleures 

efficacités de réactivation grâce à une plus grande affinité pour le site actif. Les premiers leads furent 

des bis oximes symétriques avec le trimedoxime (TMB-4), le méthoxime (MMB-4), et l’obidoxime (LüH-

6), suivis de leurs analogues asymétriques avec l’asoxime (HI-6) en 1968 et le HLö-7 en 1986.206–210  

 

Figure 26 : structures des réactivateurs de référence 

Ces six composés ont été pendant très longtemps les meilleurs réactivateurs décrits dans la littérature, 

et restent les références à partir desquelles s’opèrent les comparaisons. Pour cela, l’équipe de Worek 

et al. s’est attaché à mesurer les constantes de réactivation de ces réactivateurs pour un grand nombre 

de neurotoxiques et de pesticides (Tableau 5).211,212 

Il faut d’abord observer que le soman n’est pas testé car le vieillissement très rapide de l’enzyme qu’il 

génère rend difficile la mesure de la réactivation in vitro. Cependant l’équipe de Worek a montré que 
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le HI-6 et le MMB-4 échouent à réactiver l’enzyme in vitro, alors que des effets protecteurs de certains 

oximes, notamment le HI-6, ont été observés in vivo dans plusieurs publications.213 Ces oximes sont 

donc suspectés d’étre impliqués dans d’autres mécanismes biologiques apportant une certaine 

protection. 

Oxime OP KD (μM) kr (min-1) Kr2 (mM-1 min-1) 

2-PAM 
1955 

Tabun 706 0.01 0.01 

Cyclosarin 3159 0,182 0,06 

Sarin 27,6 0.25 9,1 

VX 28,1 0,215 7,7 

Paraoxon 187,3 0,17 0,9 

MMB-4 
1958 

Tabun 1252 0.011 0.009 

Cyclosarin 370,6 0,85 2,3 

Sarin 78,4 0,18 2,3 

VX 241,9 0,328 1,4 

Paraoxon 264,3 0,36 1,4 

TMB-4 
1958 

Tabun 111 0,1 0,9 

Cyclosarin 343 0,21 0,62 

Sarina ND ND ND 

VX ø ø ø 

Paraoxon 62 0,97 17,4 

LüH-6 
1964 

Tabun 203 0,046 0,23 

Cyclosarin 582 0,39 0,68 

Sarin 31,3 0,937 29,9 

VX 27,4 0,893 32,6 

Paraoxon 65 1,22 19,98 

HI-6 
1968 

Tabun ø ø ø 

Cyclosarin 123 2,75 22,41 

Sarin 50,1 0,677 13,5 

VX 11,5 0,242 21,0 

Paraoxon 478 0.16 0.34 

HLö-7 
1986 

Tabun 106,5 0,02 0,2 

Cyclosarin 17,9 1,663 92,9 

Sarin 24,2 0,849 35,1 

VX 7,8 0,49 62,8 

Paraoxon 47,8 0,34 7,1 

Tableau 5 : Constantes associées à la réaction de réactivation in vitro de l’hAChE inhibée par 5 neurotoxiques et 

un pesticide organophosphorés, par les 6 réactivateurs de référence, les meilleures valeurs sont indiquées en 

gras.211,212 a : données établies sur l’AChE d’Electrophorus electricus216 

Sans prendre en compte le soman, donc, aucun des réactivateurs de référence n’offre une efficacité 

de réactivation à large spectre, ce qui contitue leur principal défaut. Excepté le TMB-4, ces 

réactivateurs ont notamment tous une capacité de réactivation très faible ou nulle de l’AChE 
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phosphylée par le tabun. Malheureusement, le TMB-4 est en revanche incapable de réactiver l’enzyme 

inhibée par le VX et réactive très faiblement l’AChE inhibée par le cyclosarin.  

Le 2-PAM est le moins efficace de tous ces réactivateurs, avec des valeurs satisfaisantes uniquement 

pour le sarin et le VX, tandis que le MMB-4, le LüH-6, le HI-6 et le HLö-7 sont les meilleurs. Parmi ceux-

ci les résultats in vitro indiquent le HLö-7 comme le meilleur réactivateur, avec un large spectre d’action 

et une réactivité faible, mais non nulle pour le tabun. Le MMB-4 présente dans une bien moindre 

mesure les mêmes caractéristiques. L’avantage du HLö-7 semble venir de son affinité pour l’enzyme 

phosphylée qui est systématiquement la plus grande parmi ces réactivateurs et les OPs présentés. A 

l’inverse le LüH-6 réactive très bien l’enzyme inhibée par le VX, le sarin et le paraoxon grâce aux 

meilleures cinétiques de réaction sur ces OPs. Enfin, le TMB-4 est le réactivateur avec le spectre 

d’action le plus large pour la réactivation des pesticides et insecticides.214,215 Cependant nous verrons 

que les résultats in vivo ne sont pas toujours directement corrélables aux résultats in vitro, car d’autres 

paramètres sont également à prendre en compte (ADME, pharmacodynamique), ce qui rend difficile 

la sélection des leads pour le développement de nouvelles contre-mesures médicales à partir des 

seules valeurs de réactivation in vitro (le HLö-7 montrant par exemple une faible stabilité métabolique 

in vivo). 

3.4.2. Relation structure – activité 

L’oximate étant la forme la plus réactive pour réagir sur l’adduit phosphylé, une part significative du 

réactivateur doit être sous cette forme à pH physiologique 7,4. Cependant il est préférable que le 

réactivateur entre dans le site actif de l’enzyme sous forme protonée car le coût énergétique de la 

désolvatation de l’oximate pour y entrer serait trop grand. En outre, plus le pKa de l’oxime est inférieur 

au pH physiologique, plus la désolvatation de l’oximate précédant une attaque nucléophile est difficile, 

ce qui réduit sa réactivité. Son pKa ne doit donc pas non plus être trop bas. Le pKa de l’oxime est donc 

un facteur important qui doit idéalement être légèrement supérieur au pH physiologique, autour de 

8.217  

La structure du réactivateur est ensuite importante pour la formation du complexe de Michaelis-

Menten avec l’enzyme phosphylée. Les motifs pyridiniums des réactivateurs de type bis-pyridiniums 

peuvent ainsi former des interactions favorables de type cation-π ou π-π avec les groupements 

aromatiques du site périphérique ou de la gorge, ce qui stabilise leur positionnement avant la 

réactivation.218,219 Cela explique en partie leur meilleure efficacité comparée au 2-PAM plus petit. 
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Figure 27 : Structure du site catalytique de l’AChE de souris phosphylée par le sarin avec les liaisons hydrogène 

Glu334-His447 et une molécule d’eau proche (gauche)220, puis avec l’attaque du réactivateur HI-6 et l’assistance 

du résidu E202 (milieu)221.Structure du site catalytique de TcAChE phosphylée par le VX et réseau E199-H440-H2O 

(droite).93 

Pour que la réaction de réactivation se produise, le réactivateur doit pouvoir se positionner de sorte 

que la distance soit faible entre l’oxygène de l’oxime et le phosphore.  

De plus le réactivateur doit aussi être proche de l’histidine catalytique qui peut, via une molécule d’eau, 

déprotoner l’oxime pour exacerber sa nucléophilie. Pour cela des études cristallographiques et de 

modélisation moléculaire ont montré que l’histidine était impliquée dans un réseau de liaisons 

hydrogène formé par l’association glutamate – histidine catalytique – H2O (Figure 27). Le résidu Glu334 

de la triade catalytique est impliqué dans le cas du sarin et du pesticide fenamiphos.220,222 Mais l’autre 

glutamate proche de la sérine catalytique, Glu202, a aussi été observé dans un tel réseau de liaisons 

hydrogène dans la TcAChE inhibée par le VX, où l’His447 adopte une autre conformation.93 De plus, 

Glu202 peut aussi stabiliser l’adduit phosphylé lors de l’attaque du réactivateur, dans le cas du sarin.221 

Ainsi, His447, Glu202 et Glu334 sont les résidus clés du mécanisme de réactivation.223 Néanmoins la 

position et la mobilité de l’histidine catalytique dépendent de la structure de l’OP comme nous l’avons 

vu dans la partie 2.3. consacrée à l’inhibition par les OPs. 

Ces deux points expliqueraient donc la réactivation très difficile dans le cas du tabun : son 

encombrement stérique réduit la mobilité de l’histidine et la place dans une position défavorable, tout 

en empêchant le réactivateur d’approcher suffisamment du phosphore.94,224  

3.4.3. Pharmacodynamique des réactivateurs 

Les études in vivo ont montré que les réactivateurs de référence pouvaient avoir des effets de 

protection significatifs sur des OPs alors qu’ils sont très peu efficaces sur ceux-ci in vitro, tel que le HI-
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6 sur le soman ou sur le tabun, qui ont respectivement tendance à vieillir rapidement l’AChE ou à la 

rendre très difficilement réactivable. Or l’action hydrolytique directe des réactivateurs sur les OPs in 

vivo ne présente qu’un effet favorable très marginal.225 De nombreuses études ont donc identifié 

d’autres cibles biologiques de ces oximes pouvant jouer un rôle favorable sur la survie et les 

symptômes de l’intoxication. Toutes les oximes ne partagent cependant pas les mêmes cibles et effets.  

Des effets favorables sur la transmission cholinergique ont ainsi été démontrés en l’absence de 

réactivation de l’AChE.226,227 Le HI-6, le HLö-7 et des analogues peuvent diminuer la quantité 

d’acétylcholine libérée par exocytose en présence d’un OP comme le soman et ainsi limiter son excès 

synaptique. Le mécanisme d’action de ces bispyridiniums est très probablement la modulation 

allostérique des récepteurs cholinergiques pré-synaptiques qui influencent l’exocytose de l’ACh.228–231  

Composé 
mAChR 

IC50 (mM) 

nAChR neuronal 

IC50 (mM) 

nAChR musculaire 

IC50 (mM) 

TMB-4 0,063 0,501 0,501 

LüH-6 0,016 1,84 1,05 

2-PAM 0,60 1,62 0,623 

HI-6 0,193 2,24 1,05 

MMB-4 0,208 1,73 9,37 

Atropine 0,000054 ND ND 

Mécamylamine ND 0.000288 ND 

Tableau 6 : IC50 des réactivateurs de référence et de deux antagonistes de référence sur les récepteurs 

muscariniques et nicotiniques neuronaux et musculaires.232 

Il est également aujourd’hui bien établi que les réactivateurs on un effet antagoniste sur les récepteurs 

cholinergiques post-synaptiques, ce qui permet de limiter leur sur-stimulation, les plus puissants étant 

le TMB-4 et le LüH-6 (Tableau 6).231,233,234 Cependant cet effet reste extrêmement modéré avec des 

IC50 100 à 1000 fois supérieures à celle des antagonistes de référence, l’atropine pour les mAChRs et 

la mécamylamine pour les nAChRs.232 Un effet toxique impliquant le blocage des jonctions 

neuromusculaires peut seulement survenir à de très forts dosages supérieurs aux doses 

thérapeutiques, qui peuvent parfois être injectés en début d’intoxication.235 De plus, le mécanisme 

d’action des bispyridiniums sur les nAChRs étant selon toute évidence allostérique, il a aussi pour effet 

de limiter la désensibilisation des récepteurs nicotiniques, ce qui peut permettre une reprise de l’influx 

nerveux.236,237 Des modulateurs allostériques sans oximes ont ainsi été développés pour servir 

d’antidotes sur les nAChRs à partir de ces résultats (voir partie 4.3.4.).238 Même s’il sont très faibles, 

ces effets sur d’autres cibles cholinergiques que l’AChE représentent un premier élément en faveur 

d’un potentiel antidote multi-cibles du système cholinergique. 
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3.4.4. Pharmacocinétique et stabilité des réactivateurs 

Le 2-PAM, le LüH-6 et le HI-6 atteignent un pic de concentration plasmatique de 20 à 30 min après leur 

injection. La vitesse d’élimination peut varier suivant l’oxime mais la demi-vie d’élimination se situe en 

général autour de 2 heures chez un patient intoxiqué, dont le fonctionnemet des reins est altéré.239–

243 Surtout, la concentration minimale requise pour permettre une réactivation suffisante est 

rapidement atteinte.244 Ces durées relativement courtes nécessitent donc des injections répétées du 

traitement car l’intoxication peut durer jusqu’à plusieurs semaines suivant sa gravité, les OPs pouvant 

être relargués très longtemps de compartiments lipophiliques dans le corps. Il est donc ainsi 

généralement conseillé d’administrer un premier bolus fortement dosé, suivi d’une perfusion continue 

tout au long du traitement.245 

La biodistribution des réactivateurs se fait essentiellement dans le liquide extra-cellulaire pour une 

personne saine tandis que pour une personne intoxiquée la majorité de la quantité de réactivateur 

injectée se trouve stockée par des liaisons ioniques dans les tissus conjonctifs, comme le cartilage,  

d’où ils sont relargués très lentement.243 De plus, les réactivateurs de référence ne traversent pas ou 

très peu la barrière hémato-encéphalique, ne leur permettant pas de diminuer efficacement les 

symptômes centraux, qui peuvent être graves (voir partie 3.5.4). 

A pH supérieur à 4 les oximes se dégradent principalement en nitrile pouvant donner de l’acide 

cyanhydrique entre autres sous-produits, sans que cela représente une toxicité problématique.246 Les 

autres mécanismes de dégradation sont essentiellement dûs à la déshydratation et à l’hydrolyse, avec 

peu d’intervention métabolique.247 Les réactivateurs ont des stabilités aqueuses très différentes. Le 2-

PAM, le TMB-4, le MMB-4 et le LüH-6 peuvent se conserver en solution aqueuse à un pH autour de 3 

et à 25°C au minimum plus d’un an.248–251 Au contraire le HLö-7 est le plus instable avec une demi-vie 

en milieu physiologique (pH 7,4, 37 °C) de seulement 12 h.247 Cela a été une des raisons de son 

élimination des traitements potentiels, bien qu’il possède les meilleures efficacités de réactivation in 

vitro. Malgré une dégradation similaire, le HI-6 a une meilleure stabilité permettant son utilisation et 

son stockage.252 Il est à noter que la nature des contre-ions de ces pyridiniums influence 

significativement leur stabilité et leur solubilité (les chlorures et mésylates de 2-PAM ont par exemple 

une plus grande solubilité aqueuse que l’iodure de 2-PAM). 
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3.4.5. Efficacité in vivo 

Wilhelm et al. ont publié en 2014 une étude sur l’efficacité in vivo des réactivateurs de référence sur 

les principaux OPs sur des cochons d’inde. A partir d’une intoxication par une LD85 de chaque OP suivie 

de l’administration 1 min plus tard d’atropine et d’une quantité équimolaire de réactivateur, ils ont pu 

mesurer les taux de mortalité à 24 h et d’inhibition d’AChE et de BChE sanguines périphériques par 

rapport au contrôle sans traitement.253 Le score de qualité de vie a aussi été mesuré, valant 1 ou 2 si 

des symptômes légers ou modérés persistaient et allant jusqu’à 12 suivant le nombre de symptômes 

graves persistants. Bien qu’il s’agisse d’AChE et de BChE de cochon d’inde, la comparaison avec les 

résultats in vitro de cholinestérase humaine (voir tableau 5, partie 3.4.1. et Figure 28) permet plusieurs 

observations. 

 
Figure 28 : Taux de mortalité à 24 h après l’intoxication suivant l’OP et le réactivateur administrés.254 (adapté de 

Wilhelm 2014)253 

Globalement les résultats sont cohérents entre résultats in vitro et in vivo. Le MMB-4, le HLö-7 et le 

HI-6 sont, comme en in vitro, les trois meilleurs réactivateurs. Suivant l’ordre MMB-4 > HLö-7 > HI-6, 

leurs taux de mortalité et leurs scores de qualité de vie sont meilleurs que ceux du contrôle et ce, à 

large spectre. Au contraire les autres réactivateurs ont des taux de survie et des scores hétérogènes, 

comme pour le 2-PAM, ce qui en fait un mauvais traitement de ce point de vue. L’inefficacité du 2-

PAM a été confirmée plus globalement par des méta-analyses compilant les nombreuses études sur 
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ce réactivateur.255,256 Cependant deux types de corrélations ne peuvent pas systématiquement être 

faites et rendent l’évaluation in vitro complexe à interpréter.  

La première corrélation est celle entre un classement selon les valeurs de kr2 in vitro et l’efficacité in 

vivo à laquelle on trouve de nombreuses exceptions. En effet, alors que le MMB-4 est largement moins 

efficace in vitro sur le cyclosarin, le sarin et le VX que le HLö-7 et le HI-6, son efficacité in vivo est 

équivalente ou supérieure à celles de HLö-7 et du HI-6 pour ces OPs. De même l’efficacité du 2-PAM 

et du HI-6, très limitée sur le paraoxon in vitro, est bien plus grande in vivo avec une réduction 

significative de la mortalité. Enfin, on observe aussi des cas extrêmes où la réactivation de l’AChE se 

produit in vivo, associée à un très bon taux de survie, alors qu’il n’y en a pas ou quasiment pas in vitro : 

le MMB-4 pour le tabun et le TMB-4 pour le VX. Le critère essentiel in vitro est donc l’observation d’un 

large spectre d’action avec une valeur minimum de kr2, l’obtention de valeurs plus élevées que celles 

des oximes de référence apparaissant secondaire. 

La seconde corrélation est celle entre la réactivation de l’AChE et son incidence sur l’amélioration du 

taux de mortalité, qui ne se vérifie pas toujours. Ainsi, in vitro comme in vivo, le HLö-7 et l’obidoxime 

(LüH-6) réactivent très peu ou pas du tout l’AChE et la BChE inhibées par le tabun. Pourtant ils 

améliorent le taux de mortalité : de 86% pour le contrôle à 25% pour l’obidoxime et 13% pour le HLö-

7, avec de très bons scores de qualité de vie. Bien que ces observations doivent être relativisées par 

les variations inhérentes aux modèles animaux, cela illustre que, indépendamment de la réactivation 

des cholinestérases, tous les mécanismes pharmacocinétiques et pharmacodynamiques des 

réactivateurs peuvent avoir un effet très significatif sur la protection qu’ils apportent face à une 

intoxication donnée. 

Enfin, le HI-6 et le HLö-7 ont de bonnes capacités de réactivation contre le soman in vivo.257 Le HI-6 

apparait donc comme le meilleur réactivateur du groupe, en plus du MMB-4. 

3.5. Limites des réactivateurs de référence et spécificités attendues 

Néanmoins, aucun de ces réactivateurs, en combinaison avec l’atropine, ne produit un effet contre-

poison suffisamment puissant et agit de façon universelle contre les intoxications. Il a aussi été vu 

précédemment que le HLö-7 n’était pas assez stable. En outre, ils présentent d’autres limitations : au 

niveau moléculaire, un phénomène de recapture faisant suite à la réactivation (où l’oxime phosphylée 

est elle-même un agent neurotoxique), et un équilibre délicat entre affinité et inhibition de l’AChE ; au 
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niveau pharmacologique, leur toxicité et le passage très difficile de la barrière hémato-encéphalique 

(BHE). 

3.5.1. Phénomène de recapture 

La réactivation de l’AChE par l’oxime produit une phosphyloxime [POX] qui peut devenir à son tour un 

inhibiteur de l’enzyme avec l’addition de la sérine sur le phosphore et le départ de l’oxime (Schéma 

5).258 La phosphyloxime a une affinité pour l’enzyme qui dépend à la fois de l’OP et de l’oxime mais qui 

peut être équivalente voir largement supérieure à celle de l’OP de départ.259 Cet équilibre compromet 

donc l’efficacité des oximes. Cependant les phosphyloximes ont aussi tendance à se dégrader 

rapidement en nitrile par une élimination de Beckman, qui est plus ou moins favorisée selon la stabilité 

du [POX].260 Les formes de résonance du pyridinium ainsi que l’acidité du proton de l’oxime, qui 

dépendent de la position de l’oxime sur le pyridinium, influencent cette stabilité. Ainsi la position 2 de 

l’oxime rend le [POX] instable tandis que la position 3 est la plus stable et la position 4 donne une 

stabilité intermédiaire.261  

 

Schema 5 : réactions de réactivation de l’AChE, recapture de la phosphyloxime et de sa dégradation par 

élimination de Beckman 

Ce phénomène est donc assez peu problématique pour les oximes en position 2 du pyridinium comme 

le 2-PAM mais n’est pas négligeable pour les réactivateurs incluant l’oxime en position 4 comme le 

TMB-4, le LüH-6, ou le MMB-4. Néanmoins, des enzymes telles que des phosphoestérases ou 

paraoxonases peuvent hydrolyser le [POX] pour redonner l’oxime de départ et l’acide 

organophosphonique.262–264 En limitant ainsi le phénomène de recapture, la cinétique globale de 

réactivation en est accélérée. 

3.5.2. Equilibre affinité/inhibition de l’AChE 

L’affinité de l’oxime pour l’enzyme phosphylée est un paramètre important pour favoriser la formation 

du complexe de Michaelis-Menten entre les deux partenaires. Pour obtenir une bonne efficacité de 

réactivation, cela peut se traduire par une constante de dissociation KD au moins inférieure à 100 
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μM.265 Cependant cette valeur ne doit pas non plus devenir trop basse. En effet les différences de 

conformation entre l’enzyme phosphylée et l’enzyme native sont assez faibles.266 Donc plus un 

réactivateur est affin de l’enzyme inhibée plus il y a de risque qu’il soit également un bon inhibiteur de 

l’enzyme native (IC50 < 1 μM). Or cela augmenterait la toxicité du réactivateur et limiterait sa 

potentielle dose maximale thérapeutique et donc sa fenêtre thérapeutique vis-à-vis de chaque OP.  

3.5.3. Toxicité 

En effet un écart trop faible entre la dose médiane effective (ED50, effet thérapeutique pour 50% d’une 

population) et la dose léthale médiane (DL50, 50% de mortalité parmi une population) du réactivateur 

limite la quantité qui peut être injectée sans qu’il y ait de trop forts effets secondaires. Cela peut être 

mesuré par l’indice thérapeutique qui est le ratio des deux dosages : plus il est grand, plus les doses 

administrées peuvent être fortes sans effet nocif.257 

Réactivateur TMB-4 LüH-6 2-PAM MMB-4 HI-6 HLö-7 

DL50 (mg/kg) 
Souris, i.m. 

102 188 263 441 671 671 

Indice 

thérapeutique 

DL50/ED50 

rats 

cyclosarin / 3,6 < 2,2 32 1420 2068 

sarin / 4 < 2,2 199 1166 1166 

soman / < 1,6 < 2,2 < 6,4 39 98 

Tableau 7 : Doses léthales médianes et indice thérapeutiques des réactivateurs de référence, respectivement sur 

la souris par injection intramusculaire et sur le rat.267–270 

Une intoxication par des réactivateurs présente généralement les mêmes symptômes cholinergiques : 

modification de la pression sanguine, goût altéré, vertige, nausée, vision floue et faiblesse 

musculaire.271 De plus des doses de 0.5 DL50 de HI-6 ou d’obidoxime (LüH-6) provoquent des dommages 

aux organes viscéraux et aux tissus musculaires  sur des rats ; des doses de 0.1 DL50 étant plus 

sûres.272,273 En outre l’obidoxime est hépatotoxique à forte dose.274  

De nombreuses études in vitro ont été menées pour déterminer la DL50 des différents réactivateurs 

(souris, chien, cochon d’Inde, rat, lapin).271 Le TMB-4 est le réactivateur le plus toxique et le LüH-6 et 

le 2-PAM ont de faibles indices thérapeutiques (Tableau 7). Au contraire les indices thérapeutiques du 

MMB-4, du HI-6 et du HLö-7 sont satisfaisants sur les OPs testés.   

3.5.4. Passage de la barrière hémato-encéphalique 

La nature lipophile des organophosphorés leur permet d’investir tous les organes, et notamment de 

traverser la barrière hémato-encéphalique pour pénétrer dans le système nerveux central (SNC). 
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L’inhibition des cholinestérases au niveau central a une influence significative sur la mortalité 

puisqu’elle induit des crises convulsives pouvant être mortelles et la dépression du système 

respiratoire.116,275 De plus les séquelles neurologiques peuvent être importantes sur le long terme (en 

années) : effets sur la vision, altération de l’apprentissage, de  la mémoire, de l’attention, états 

dépressifs, changements morphologiques et histopatologiques du cerveau, neurodégénérescence 

…17,123,276–278 dont les mécanismes sont de mieux en mieux appréhendés.118,121,122 Le cas le plus 

documenté sur l’être humain, les attentats au sarin dans le métro au Japon, le démontre aussi 

amplement, et ce malgré le traitement des victimes par du 2-PAM les heures et jours suivant 

l’intoxication.279–283 Il apparait donc indispensable de réactiver l’AChE au niveau central. Il a été montré 

sur des animaux que seulement 5% d’activité résiduelle de l’AChE centrale suffisait à assurer la survie 

à ce niveau.284  

Les études sur le passage de la BHE par les réactivateurs de référence sont relativement contradictoires 

car elles font appel à différentes méthodes dont les résultats dépendent de différents facteurs qui 

varient souvent d’une étude à l’autre. Deux méthodes semblent les plus pertinentes pour évaluer ce 

passage : soit la mesure directe de l’activité de l’AChE dans le cerveau d’animaux intoxiqués, traités 

puis sacrifiés, comparée à un contrôle ; soit la mesure de la concentration de l’oxime dans le cerveau 

grâce à un traceur radioactif, à de la spectrophotométrie ou par LC/MS. Les méthodes indirectes 

évaluant l’évolution de marqueurs biologiques spécifiques au SNC ne sont pas autant pertinentes 

puisque l’amélioration des symptômes périphériques peut avoir un effet bénéfique sur le SNC.285 La 

répartition de la dose d’oxime entre le plasma et le cerveau est influencée par la dose d’OP, la dose 

d’oxime286, qui augmente la concentration sanguine et par ricochet celle dans le cerveau, la zone du 

cerveau analysée287 et les dommages que peut subir la BHE lors de l’intoxication, ce qui peut la rendre 

partiellement perméable.288,289 

Toutes choses égales par ailleurs, la ou les charges permanentes des réactivateurs leur procurent une 

forte hydrophilie qui les empêche de passer efficacement la BHE. Globalement, les études font état de 

0 à 10% de la quantité d’oxime se retrouvant au cerveau, avec quelques cas allant jusqu’à 

20%.112,286,290,291 Ils ne sont donc pas aptes à procurer une protection efficace du SNC, d’autant que 

l’augmentation de la proportion de 2-PAM ou d’HI-6 au SNC via leur encapsulation dans des 

nanoparticules a justement montré une amélioration de la survie et de la réactivation de l’AChE 

centrale par rapport au traitement habituel.292–294  
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3.5.5. Cahier des charges du réactivateur idéal 

60 ans de recherche ont mis en évidence que les réactivateurs utilisés jusqu’à maintenant devaient 

être remplacés par de nouveaux composés possédant certaines propriétés que nous venons de mettre 

en évidence et qu’a rappelées Franz Worek dans sa publication « Oximes in organophosphate 

poisoning: 60 years of hope and despair ».265 Toutes ces observations permettent de dresser le cahier 

des charges d’un réactivateur qui se voudrait idéal. 

- Au niveau moléculaire, ce réactivateur doit posséder une fonction suffisamment nucléophile pour 

réactiver l’AChE, comme une oxime. Le pKa de cette oxime doit se situer entre 7,3 et 8 pour limiter le 

coût énergétique de la réaction. Celle-ci doit se faire avec une vitesse rapide : kr au minimum supérieur 

à 1 min-1. De plus le réactivateur doit tout à la fois posséder une bonne affinité pour l’enzyme 

phosphylée avec un KD au minimum inférieur à 100 μM. Mais cette affinité ne doit pas être trop forte 

pour éviter l’inhibition de l’enzyme native qui induirait la toxicité du composé (IC50 ≥ 1 μM). Le 

réactivateur ne doit pas non plus être sujet au phénomène de recapture qui limiterait ses 

performances. Cette réactivation in vitro doit être à large spectre : les NOPs et les pesticides. Enfin 

dans l’idéal la structure du réactivateur doit lui permettre de réactiver à la fois l’AChE et la BChE. 

- Au niveau pharmacodynamique, le réactivateur ne doit pas avoir d’autres cibles biologiques affines 

qui limiteraient son action sur les cholinestérases ou induiraient une toxicité. Il doit produire le moins 

d’effets secondaires possibles. 

- Au niveau pharmacocinétique, le lent relargage des OPs à partir de compartiments lipophiles implique 

que le réactivateur doit avoir une longue durée d’action. Donc sa pharmacocinétique doit consister en 

un pic de concentration sanguine rapide grâce à une bonne biodisponibilité suivie d’une décroissance 

la plus lente possible de cette concentration (clairance lente des reins, peu ou pas de métabolisation 

etc). La biodistribution doit se faire essentiellement dans le plasma et dans le SNC, grâce à un passage 

aisé de la barrière hématoencéphalique.   

- Au niveau clinique les résultats in vivo doivent confirmer un large spectre d’action qui protège des 

symptômes cholinergiques et des séquelles neurologiques. Sa LD50 ne doit pas être trop basse pour 

avoir un bon indice thérapeutique (DL50/ED50). 

- Les propriétés physico-chimiques du réactivateur doivent lui permettre d’avoir une stabilité d’au 

moins plusieurs semaines en conditions physiologiques pour éviter sa dégradation durant le 

traitement et pendant son stockage. Il doit être soluble dans l’eau mais doit aussi être assez lipophile 

pour pouvoir passer la BHE.  
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- Au niveau de sa production, sa synthèse ne doit être ni onéreuse ni excessivement longue (nombre 

d’étapes) et le produit doit pouvoir être purifié sans difficulté particulière. 

3.6. Développement de nouveaux réactivateurs 

De nombreuses équipes travaillent sur le développement de nouveaux réactivateurs qui se 

rapprocheraient de cet idéal. Un aperçu général non exhaustif sera présenté ici, se concentrant sur les 

réactivateurs les plus prometteurs, publiés généralement dans la dernière décennie, en reprenant la 

subdivision entre réactivateurs chargés, bi-chargés et neutres établie dans l’état de l’art publié il y a 

une dizaine d’année par le consortium français travaillant sur les contre-mesures médicales aux OPs, 

dont notre équipe fait partie.295 Les méthodologies très variées (comme le modèle animal choisi) des 

différentes équipes rendent les comparaisons difficiles, notamment si l’évaluation ne s’appuie pas sur 

les valeurs de kr, KD et kr2 in vitro. In vivo le problème peut venir d’un cadre de comparaison inadapté 

ou trop limité avec les oximes de référence, sans suffisamment de valeurs quantitatives comparables 

dans l’absolu. Un nouveau réactivateur pourra par exemple être bien meilleur que le 2-PAM mais 

pourtant être moins performant qu’un autre réactivateur de référence tel que le HI-6 ou le MMB-4, ce 

qui restera difficile à déterminer si suffisamment de données ne sont pas connues.  

3.6.1. Pyridinium aldoximes et autres fonctions réactivatrices chargées 

Un grand nombre d’analogues du pyridinium aldoxime 2-PAM ont été synthétisés et testés. D’abord, 

tel quel, la position 2 de l’oxime sur le cycle aromatique est la plus favorable : le 3-PAM et le 4-PAM 

sont de moins bons réactivateurs.296 Ensuite, la fonctionnalisation du carbone de l’oxime pour en faire 

un cétoxime, avec des groupes électro-attracteurs et des groupes alkyles, n’a pas donné de meilleur 

réactivateur : soit la valeur du pKa est trop éloignée de la valeur recommandée et la nucléophilie 

insuffisante, soit l’encombrement stérique engendré empêche d’atteindre facilement le 

phosphore.297,298 Les aldoximes sont donc les nucléophiles à privilégier sur les noyaux pyridiniums. 

Des résultats mitigés mais parfois encourageants ont été obtenus avec la fonctionnalisation de l’azote 

du pyridinium. Tout d’abord sa fonctionnalisation avec une chaîne alkyl, un phényl, benzyl, 

benzophenone ou autre groupe aromatique ne donne pas de meilleurs résultats que le 2-PAM, soit à 

cause d’un encombrement stérique quand ces groupes ne sont pas dirigés vers la gorge, soit à cause 

du manque de flexibilité pour bien orienter la fonction oxime adjacente, ce qui cause en général un 

manque d’affinité.299,300 De même, des 4-PAM similairement substitués par une chaîne courte avec un 
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ligand isatine ne sont pas plus performants que le 2-PAM.301 D’autres tentatives similaires de 

fonctionnalisation de 4-PAM ou de 2-PAM n’ont pas donné de résultats plus fructueux.302,303 

Au contraire, des pyridiniums avec l’oxime en position 2 ou 4, reliés à un groupe 

phenyltetrahydroisoquinoline (connu pour être un bon ligand du site périphérique) par une chaîne 

alkyle de 11 à 14 liaisons incluant un triazole (Figure 29), présentent une bonne affinité pour l’AChE et 

à un degré moindre pour la BChE, grâce à une bonne flexibilité.304 Cependant leur capacité à réactiver 

l’AChE inhibée est moins bonne que celle du HI-6 sur les OPs testés, mais deux composés font au moins 

jeu égal sur la BChE inhibée par le sarin et le cyclosarin. D’autre part, on observe que la 

fonctionnalisation de pyridiniums 4-PAM par une chaîne flexible alkoxy liée à un ligand (une amine 

cyclique tertiaire pour De Koning305 ou un cycle phényl substitué pour Chambers306) rendent ces 

réactivateurs meilleurs que le 2-PAM, sans atteindre cependant les performances du HI-6 pour l’AChE 

inhibée par le VX ou le sarin.  

 

Figure 29 : structures des réactivateurs pyridiniums aldoximes substitués par un bras espaceur lié à un ligand du 

SPA.191,304  

Sur les composés développés par Chambers et al., le cycle phényl est espacé du pyridinium par 4 à 5 

liaisons, ce qui favorise des interactions avec des résidus aromatiques du site périphérique (Figure 29). 

De plus, l’augmentation de la lipophilie induite par la chaîne alkoxy et le ligand est censé améliorer le 

passage de la BHE pour atteindre l’enzyme au SNC.306 Une réduction de l’inhibition de l’AChE au niveau 

central allant jusqu’à 35% en 2 h est ainsi observée pour quelques uns de ces composés, ce qui n’est 

pas le cas pour le 2-PAM.307 Cependant, d’autres progrès observés en neuroprotection sur certains de 

ces composés par rapport au 2-PAM, comme la réduction des dommages au cerveau de rats intoxiqués 

et la diminution modérée de la durée des crises convulsives, sont des preuves indirectes et peuvent 

être le reflet de leur plus grande capacité de réactivation plutôt qu’un passage intensif de la BHE.308,309 

Il est intéressant de noter que la lipophilie croissante des trois meilleurs réactivateurs, mesurée par le 

coefficient de partage eau/octanol LogP (négatif : hydrophile, positif : lipophile), peut être corrélée à 
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l’augmentation de leur temps de demi-vie (13,8 h pour le plus lipophile) et la réduction conséquente 

de leur clairance, ce qui est un avantage certain.310 Enfin, les tests sur ces composés ont confirmé qu’il 

est nécessaire (mais évidemment non suffisant) qu’un réactivateur ne soit pas un substrat reconnu par 

la glycoprotéine P (P-gp) pour avoir une action efficace au SNC.311 Cette protéine transmembranaire 

présente à la surface de la BHE agit comme une pompe pour expulser du SNC toutes les molécules qui 

en sont le substrat.  

L’effet bénéfique de l’ajout d’un ligand du site périphérique (SPA) se retrouve sur les réactivateurs 

basés sur un imidazolium à la place du pyridinium : les résultats de l’imidazolium aldoxime seul ne sont 

pas meilleurs que ceux des réactivateurs de référence312, mais en le fonctionnalisant par une chaîne 

amidée liée à des aromatiques qui peuvent se lier au SPA, la constante kr2 devient meilleure pour la 

réactivation de l’AChE inhibée par le tabun et le cyclosarin. Outre cet apport d’affinité par le ligand, 

l’encombrement stérique limité du cycle imidazolium est probablement un avantage pour atteindre le 

phosphore d’adduits phosphylés encombrés comme ceux du tabun ou du cyclosarin.313 Le composé 

lead de la série est le Ugi-15c. Ce réactivateur semble avoir un effet positif sur le SNC, avec moins de 

crises convulsives et une plus forte activité des cholinestérases du cerveau que le 2-PAM sur des rats 

intoxiqués au sarin. L’avantage de ce composé est la facilité de son obtention via une réaction 

multicomposant (Ugi), ce qui permet facilement d’envisager des modifications structurales 

Malheureusement il présente aussi une certaine toxicité.  

 

Figure 30 : structures des leads de la série des quinuclidiniums cétoxime Q8 et des imidazoliums aldoxime Ugi-

15c.313,314 

Enfin, le bicycle non aromatique chargé quinuclidinium a aussi été envisagé pour supporter la fonction 

cétoxime en position 3 (Figure 30).314 L’ammonium est lié par une chaîne courte à un groupement 

phényl substitué pour augmenter l’affinité de la molécule pour l’enzyme inhibée. Les résultats sont 

mitigés, étant moins bons que le HI-6 sur l’AChE inhibée par le VX et équivalents sur le paraoxon. Ils 

sont en revanche légèrement meilleurs que le HI-6 sur la BChE inhibée par le VX et le cyclosarin. Le 

composé Q8 est donc envisagé comme bioépurateur car il peut rétablir à 100% l’activité de BChE 

inhibée par une quantité de cyclosarin 100 fois supérieure à celle de l’enzyme en 2 à 3 h. Une autre 

oxime basée sur le motif de cinchonidine (inhibiteur de cholinestérase) et incluant aussi un 
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quinuclidinium est d’ailleurs envisagée comme réactivateur de la BChE, avec un large spectre 

d’action.315 Sa synthèse efficace reste à être finalisée. 

3.6.2. Bispyridinium aldoximes 

Une grande part des très nombreuses études publiées dans le domaine des bispyridiniums se 

concentre sur la variation de leur structure : la position et le nombre de fonctions oxime, la longueur316 

et la structure du bras espaceur (saturé/insaturé, incluant un hétéroatome ou non212,317), la position et 

la nature des substituants318,319 (amide, halogène) et les effets consécutifs de ces changements sur 

leurs propriétés thermodynamiques et cinétiques dans la réaction de réactivation. Toutes ces études 

montrent que ces différentes parties du réactivateur, substituant, bras espaceur, oxime, offrent des 

interactions favorables avec respectivement le SPA, la gorge et le site catalytique d’une façon 

mutuellement dépendante les uns des autres. Ainsi chaque modification de l’un de ces éléments 

requière une nouvelle optimisation des autres. En revanche, la variation de leurs propriétés 

pharmacocinétiques est en général modérée.320,321 

S’agissant des molécules avec un bras espaceur contenant un hétéroatome, aucune n’a démontré un 

large spectre d’action mais le bispyridinium K127 montre une bonne réactivation (comparable au TMB-

4) contre le tabun (Figure 31).320 Un autre réactivateur notable est le K203 qui présente aussi une 

bonne réactivation de l’hAChE inhibée par le tabun avec un kr2 de 2 mM-1 min-1, ce qui est supérieur à 

tous les réactivateurs de référence, cependant les concentrations efficaces sont très élevées (100 μM 

environ).322 La réactivation in vitro de l’AChE inhibée par le paraoxon et le DFP est également meilleure 

que le HI-6 et le TMB-4. La molécule est malheureusement très toxique. Enfin, la molécule K027, 

bispyridinium mono-oxime comportant un substituant amide et un bras espaceur saturé, présente de 

bons résultats in vitro et in vivo (Figure 31). In vitro, ses valeurs de kr2 sont supérieures à celles du 2-

PAM mais restent en-dessous de celles du HI-6 pour le VX, le sarin et le cyclosarin. In vivo la protection 

qu’il apporte est notablement meilleure que les réactivateurs de référence sur le tabun mais n’est pas 

satisfaisante pour le soman et le cyclosarin. D’autre part il est plus protecteur que le 2-PAM et le LüH-

6 pour les pesticides DFP, ethyl- et methyl-paraoxon, dichlorvos et l’azinphos-methyl.321,323,324 Ce 

dernier point a mené à l’étude de son potentiel comme traitement prophylactique contre l’intoxication 

aux pesticides.325 
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Figure 31 : Structures de réactivateurs bispyridiniums prometteurs.320,322–324 

Néanmoins, tous ces composés sont incapables de traverser efficacement la BHE pour réactiver l’AChE 

centrale (la proportion d’oxime passant du plasma au cerveau étant par exemple de 2% pour K027). 

Le bras espaceur n’accroit pas suffisamment la lipophilie de ces composés pour contrebalancer leur 

double charge positive, qui est la raison de leur trop grande hydrophilie. Pour s’attaquer à ce problème 

Zorbaz et al. ont rapporté la synthèse de l’analogue de K027 où les deux positions adjacentes à l’oxime 

sont chlorées, dénommé composé 10 (Figure 31).324 L’addition des deux atomes de chlore à côté de 

l’oxime a un double effet : ils appauvrissent électroniquement le pyridinium, ce qui diminue le pKa de 

8,23 pour K027 à 7,53 pour la moléule 10, et augmentent l’affinité, car la constante de dissociation KD 

du complexe entre l’oxime et l’enzyme phosphylée par le sarin, cyclosarin et VX diminue par rapport 

aux analogues mono- et non chlorés . Ainsi, les constantes kr2 pour la réactivation de l’AChE inhibée au 

sarin, cyclosarin et VX sont meilleures que celles de K027. Au contraire, la réactivation de l’AChE 

inhibée par le tabun, qui était parmi les meilleures rapportées, est totalement supprimée, 

probablement à cause de l’encombrement stérique lié aux deux atomes de chlore. Excepté pour le 

tabun, cette molécule est donc un candidat très prometteur. Cependant, l’augmentation de la 

lipophilie accordée par les deux halogènes ne produit qu’une faible amélioration du potentiel de 

pénétration de la BHE, selon les mesures faites par test PAMPA (« parallel artificial membrane 

permeability assay » : détermine la perméabilité d’une membrane artificielle donnée, ici semblable à 

la BHE, pour une substance donnée, en mesurant la quantité passée au travers en fonction du temps). 

3.6.3. Fonctions réactivatrices neutres  

Dans l’objectif de procurer une pénétration accrue de la BHE pour pouvoir réactiver l’AChE au SNC, des 

réactivateurs neutres censés posséder une plus forte lipophilie ont été développés. La majorité 
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comporte toujours des fonctions oximes mais récemment des réactivateurs sans oximes ont émergé. 

Issues d’un criblage à haut débit de molécules autorisées à être mises sur le marché comme 

médicaments, les amodiaquines ont montré des propriétés de réactivation. Une étude consécutive de 

structure-activité a permis le développement de la famille de molécules ADOC par De Koning et son 

équipe (Figure 32). La structure commune se compose d’une aniline avec un groupe hydroxy en 

position para et une amine tertiaire en position meta.326,327 Le lead présente une meilleure réactivation 

que le 2-PAM sur l’AChE-VX et l’AChE-VR, et une moins bonne pour les autres OPs. Le mécanisme de 

réactivation n’est pas encore bien compris, ce qui limite les possibilités d’optimisation de ces 

molécules. 

 

Figure 32 : Structure de l’ADOC, réactivateur sans oxime et de réactivateurs basé sur une fonction oxime 

aliphatique.326,328–330 

En se basant sur l’activation électrophile que peut procurer un groupe carboxyle en alpha de la fonction 

oxime et le potentiel de réactivation du MINA, le plus simple de ces composés, les alpha-oxo-oximes 

ont aussi été développées.329 Cependant les résultats sont mitigés, ce qui peut être lié en grande partie 

aux difficultés de synthèse, aucune alpha oxo oxime n’ayant été synthétisée, au mieux des dérivés 

possédant une fonction amide et non cétone en alpha ont été obtenus, ce qui diminue nettement 

l’activation de l’oxime par rapport au MINA. Parmis ces réactivateurs à structure amido-oximes, le lead 

RS-194B décrit par Radić et al. présente des résultats in vitro et in vivo similaires au 2-PAM contre une 

large variété d’OPs (Figure 32). Le pKa des oximes de cette famille de molécule est cependant un peu 

trop haut, entre 8,7 et 9 et RS-194B ne pénètre pas suffisamment dans le SNC, ce qui montre 

l’importance d’évaluer les paramètres physico-chimiques pouvant influer sur la capacité d’une 

molécule à passer la BHE car la neutralité d’une molécule n’est pas une propriété suffisante en elle-

même. Néanmoins, l’optimisation de ce lead par amarrage moléculaire, tests in vitro et in vivo se 

poursuit.328,331–333 Les résultats in vitro d’analogues bis-oximes de ces réactivateurs, présentant de 

meilleurs positionnements dans le site actif par amarrage moléculaire, ne se sont malheureusement 

pas révélés meilleurs.334  
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D’autre part, une autre fonction non aromatique comporte des propriétés intéressantes : le motif 

amidine oxime développé par Cashman et al. (Figure 32).330 Sa protonation à pH physiologique mime 

la charge portée par un pyridinium comme le 2-PAM et améliore sa solubilité aqueuse malgré une forte 

lipophilie apte à lui faire traverser la BHE. Ce type de composé pénètre donc très bien dans le SNC. 

Malgré des résultats in vitro ne dépassant pas ceux des réactivateurs de référence, des effets 

protecteurs significatifs in vivo ont été observés, cette différence illustrant peut-être là l’importance 

de protéger le système nerveux central pour guérir efficacement une intoxication.  

Enfin, un grand nombre d’aryl-oximes neutres ont été synthétisés et testés. D’abord, différents types 

d’hétérocycles ont été testés in vitro mais aucun n’a de meilleures propriétés de réactivation que le 2-

PAM.335,336 Néanmoins, le positionnement des hétéroatomes N, O et S dans les cycles à 5 permet une 

modulation de la lipophilie et du pKa de l’oxime (et des autres positions acides). L’introduction d’un 

ligand du SPA peut améliorer l’efficacité de ces réactivateurs, en augmentant leur affinité avec 

l’enzyme inhibée. Cette stratégie a été choisie pour les noyaux imidazoles par Wei et ses collaborateurs 

avec des ligands du SPA de type tetrahydroisoquinoline et phenylhydroisoquinoline, précédemment 

introduits par notre équipe (Figure 34).337 Malheureusement, peu de molécules sont efficaces, seul 

wei-7h (Figure 33) est un réactivateur prometteur, étant aussi efficace que le HI-6 pour réactiver 

l’AChE-VX et l’AChE-sarin et aussi efficace que le TMB-4 pour l’AChE-tabun (qui est le meilleur 

réactivateur de référence pour cet OP). 

 

Figure 33 : Structures de réactivateurs neutres prometteurs basés sur les fonctions imidazole aldoxime ou 

hydroxy-phenyl aldoxime liées à des ligands du site actif.337–339 

Parmi les aryl-oximes, une grande variété de benzaldoximes ont été synthétisés, généralement 

substitués par des halogènes pour diminuer le pKa de l’oxime et atteindre les valeurs optimales.340 Sur 

ce type de composés également, l’équipe de Wei a proposé des structures prometteuses. L’affinité de 

leur fonction réactivatrice 2-hydroxy benzaldoxime pour l’enzyme inhibée a été améliorée en 
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l’associant à un ligand du site périphérique : un dérivé du donépézil, qui est un inhibiteur réversible de 

l’AChE.339 Trois de ces réactivateurs (dont wei-5c, Figure 33) ont une efficacité au moins aussi bonne 

que le HI-6 ou l’obidoxime pour la réactivation de l’AChE inhibée par le VX et le tabun, mais pas pour 

le sarin. Cependant ces molécules semblent hydrophobes avec un partage octanol/eau supérieur à 3,5 

et nécessitent l’utilisation d’une solution à 2,5% d’acide acétique et 10% de PEG-400 pour les dissoudre 

à 10 mM dans l’eau. Cela souligne le potentiel problème de solubilité des réactivateurs neutres et le 

délicat équilibre entre lipophilie et hydrophilie.  

L’équipe de Wei a aussi très récemment publié des réactivateurs possédant la même fonction 2-

hydroxy benzaldoxime mais avec un ligand plus petit en se basant sur des études d’amarrage 

moléculaire. Les molécules ont été sélectionnées en fonction de la position de la fonction réactivatrice 

dans le site actif qui correspondrait le mieux à la pose pré-réactivation, c’est-à-dire le moment de 

l’attaque de l’oxime sur le phosphore.341 Parmi les structures obtenues, le L7R3 est prometteur, avec 

une réactivation observée pour tous les OPs testés, se rapprochant donc du réactivateur à large 

spectre (Figure 33). L’efficacité est égale au HI-6 et à l’obidoxime pour le sarin et supérieure pour le 

VX. L’efficacité est aussi supérieure à l’obidoxime sur les pesticides (paraoxon, parathion, dichlorvos) 

avec de très bonnes affinités (KD entre 0.6 et 1 μM), et se rapproche de celle du TMB-4 pour le tabun. 

Ces résultats seront donc à vérifier in vivo. 

3.6.4. Conclusion 

Après 70 ans de recherche, aucun nouveau réactivateur totalement efficace sur tous les OPs (i.e. à 

large spectre) n’a encore été trouvé. Cependant l’accélération des projets de recherche, ces 20 

dernières années, ont permis d’appréhender de manière beaucoup plus fine les paramètres régissant 

l’efficacité d’un réactivateur. Plusieurs observations peuvent donc être faites. Tout d’abord, exception 

faite des amidines oximes, il semble qu’un noyau aromatique et hétéroaromatique soit le plus à même 

d’activer suffisamment la fonction oxime pour atteindre une valeur de pKa satisfaisante et obtenir une 

fonction réactivatrice efficace. De plus, il apparait que toutes les molécules prometteuses possèdent 

un ligand pouvant avoir des interactions favorables avec les résidus de la gorge ou du site périphérique. 

Le défi est de définir la structure optimale de ce ligand et la distance optimale le séparant de la fonction 

réactivatrice en fonction de la structure de celle-ci. En outre, le passage de la BHE, s’il semble possible 

pour un composé mono-chargé, est largement favorisé pour un composé neutre, mais ceux-ci peuvent 

présenter en contre-partie des problèmes de solubilité. Le défi est donc l’équilibre entre la lipophilie 

et l’hydrophilie du réactivateur. D’autre part, des réactivateurs prometteurs in vitro sont 
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régulièrement compromis in vivo sur le plan de leur pharmacocinétique, du passage de la BHE ou de 

leur toxicité, et ces activités biologiques sont encore très difficiles à prévoir. Enfin, l’objectif d’obtenir 

un réactivateur à large spectre apparait néanmoins réalisable car certains réactivateurs s’en 

rapprochent fortement, incluant la réactivation de l’AChE inhibée par le tabun, cas réputé le plus 

difficile. De plus, le large spectre d’action du réactivateur reste encore aujourd’hui une nécessité 

absolue car les techniques d’analyse, bien qu’elles se développent fortement dans le domaine de la 

recherche,342 sont encore loin de pouvoir déterminer rapidement en routine le type d’OP ayant 

intoxiqué une victime civile343 ou militaire. Avec tous ces défis en tête, et en participant activement à 

leur reconnaissance, notre équipe s’est donc attelée à la recherche du prochain réactivateur depuis 

plus de 10 ans maintenant. 

3.7. Travaux précédents du laboratoire 

3.7.1. La fonction réactivatrice 3-hydroxy pyridine aldoxime 

Notre stratégie consiste à utiliser une fonction réactivatrice neutre pour s’assurer d’un meilleur 

passage de la BHE et qui inclue un groupe hydroxy adjacent à la fonction aldoxime pour, à la fois, 

améliorer la valeur de son pKa et limiter le phénomène de recapture. En effet, il a été montré qu’un 

tel motif, une fois l’oxime phosphylée, peut conduire à une cyclisation intramoléculaire rapide qui 

permet l’élimination consécutive de la partie phosphyle et évite que la phosphyloxime puisse être 

réattaquée par la sérine, ce qui limite le phénomène de recapture (Schéma 6).344 Parmi les motifs 

identifiés dans un HTS (High-throughput screening, criblage à haut rendement), le noyau 3-hydroxy 2-

pyridine aldoxime, analogue neutre du 2-PAM, a été choisi car ses capacités à hydrolyser des analogues 

du VX et ses valeurs cinétiques de kr pour la réaction de réactivation sont jusqu’à 8 fois supérieures à 

celles du 2-PAM, l’affinité n’étant pas un critère pertinent à ce stade.345 De plus, l’azote de la pyridine 

procure une certaine hydrophilie qui manque aux benzaldoximes neutres citées précédemment. Le 

pKa de l’oxime est 8,2, légèrement supérieur aux valeurs recommandées.  

 

Schema 6 : structure de la fonction réactivatrice développée par notre équipe et réaction de cyclisation de l’oxime 

phosphylée limitant le phénomène de recapture.344 
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3.7.2. Fonctionnalisation pour obtenir une meilleure affinité et le passage de la BHE 

Afin d’obtenir une réactivation efficace l’affinité devait être améliorée. Ce développement a donné 

naissance à une large famille de 3-hydroxy 2-pyridine aldoximes conjugués à des ligands choisis pour 

leur bonne affinité pour le site périphérique grâce à un bras espaceur flexible (une simple chaîne alkyle 

de 4 à 5 atomes en général). Les études d’amarrage moléculaire et les résultats in vitro ont montré 

que les positions de l’oxime et du bras espaceur devaient être toutes les deux adjacentes à l’azote de 

la pyridine (positions 2 et 6). Pour atteindre des valeurs de KD satisfaisantes, les premiers ligands choisis 

sont des dérivés de molécules connues pour être de bon ligands du SPA et du site actif de l’AChE, tels 

que le donépézil, la tacrine ou le phenyltetrahydroisoquinoline.346–348 Bien que montrant des résultats 

probants, la plupart des molécules ne dépassent pas l’efficacité du HI-6 ou de l’obidoxime sur les OPs 

testés. Mais deux réactivateurs se sont montrés très prometteurs : le GM113 ayant pour ligand le 

phenyltetrahydroisoquinoline et un autre réactivateur ayant pour ligand la 7-chloro-tacrine (Figure 

34).  

 
Figure 34 : Structure de deux réactivateurs basés sur le noyau 3-hydroxy pyridine aldoxime lié à un bon ligand du 

SPA et montrant une bonne réactivation in vitro.349,350 

Celui-ci montre une réactivation in vitro avec un spectre d’action exceptionnel, les kr2 étant supérieurs 

à 10 mM-1 min-1 pour le paraoxon, le VX, un analogue du sarin et même le tabun.349 Cependant son 

affinité pour l’enzyme est si forte qu’elle peut poser un potentiel problème d’inhibition à forte dose 

avec une IC50 de 2,3 μM (qui est déjà 10 fois supérieure à celle du composé non chloré).347 Le GM113 

n’a pas cette limitation avec une IC50 supérieure à 100 μM. Il se montre également meilleur que tous 

les réactivateurs de référence sur le tabun, est aussi efficace sur le paraoxon que l’obidoxime et 

presque aussi efficace sur le VX que le HLö-7, qui est le meilleur in vitro sur cet OP.350 Malheureusement 

les résultats in vivo se sont révélés décevants, offrant moins de protection que tous les réactivateurs 

de référence, ceci étant certainement dû à des problèmes d’hydrosolubilité et une clairance trop 

rapide.351  

La lipophilie de ces composés peut donc limiter leur biodisponibilité in vivo. Dans le cadre des projets 

ANR « ReAChE » et « CNS Antidotes », la synthèse d’une famille variée de nouveaux réactivateurs a 

été initiée par le Dr. Julien Renou et développée par le Dr. Anissa Braïki, où le ligand est une amine 
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tertiaire de structure moins complexe, et protonable à pH physiologique, ce qui doit améliorer son 

hydrophilie (Figure 35).7 Cela permet aussi de formuler le réactivateur sous forme de sel pour accroitre 

son hydrosolubilité.352  

 

Figure 35 : Structures des réactivateurs avec un ligand amine tertiaire cyclique.7 

Cette stratégie porte ses fruits puisque l’une des molécules lead, le JR-595, est une molécule 

amphiphile qui traverse très bien la BHE avec 40% de l’oxime dans le SNC, sans être un substrat de la 

glycoprotéine P.6 Malgré une lente dégradation par le foie, la molécule est malheureusement éliminée 

presque totalement en 1 h. La pharmacocinétique doit donc être optimisée. Cependant son efficacité 

est presque à large spectre, avec une efficacité moindre contre le tabun.7 Bien que la réactivation 

montre des performances modérées in vitro, le JR-595 réactive in vivo l’AChE phosphylée par les OPs 

dans la fenêtre thérapeutique définie pour atteindre une efficacité clinique (au moins 30% d’AChE 

réactivée en moins de 25 min).  

3.7.3. Conclusion et perspectives 

La poursuite des recherches sur les réactivateurs possédant un ligand aminé sera présentée dans le 

chapitre 1, avec la resynthèse de certains composés prometteurs pour leur étude in vivo. 

De plus, une propriété intéressante partagée par certaines de nos molécules possédant un ligand 

aminé a été mise en évidence : l’inhibition des récepteurs nicotiniques, qui est totale à 100 μM pour 

les plus puissants. D’autres réactivateurs de la littérature présentent de telles propriétés antagonistes, 

comme les bis-pyridiniums, dont le mécanisme d’action est probablement allostérique tandis que nos 

composés ont une activité a priori compétitive. Face à ces observations, l’idée a donc émergé 

d’accroitre ce potentiel pour tenter de synthétiser des molécules antidotes qui pourraient à la fois 

réactiver l’AChE et avoir un effet régulateur favorable sur les récepteurs nicotiniques surstimulés dans 

le contexte d’une intoxication aux OPs. En effet, il n’existe pas encore de traitement ciblant ce 

récepteur lors d’une intoxication et nous verrons que traiter les symptômes cholinergiques semble 

autant, voire plus, important que réactiver l’acétylcholinestérase. Cet effet cholinergique pourrait 
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permettre de combler la différence d’efficacité régulièrement observée sur les réactivateurs entre les 

expériences in vitro et in vivo sur le taux de survie et la qualité de vie. 

4. LUTTE CONTRE LES SYMPTOMES CHOLINERGIQUES 

4.1. L’arsenal imparfait des traitements symptomatiques 

Outre le réactivateur, le traitement actuel fait appel à l’atropine, antagoniste compétitif des récepteurs 

muscariniques pour lutter contre les symptômes dûs à leur hyperstimulation au niveau périphérique 

comme au niveau central, ainsi qu’au diazepam ou sa prodrogue l’avizafone, un modulateur 

allostérique positif des récepteurs GABAA permettant d’accentuer son action inhibitrice sur l’activité 

neuronale et ainsi de limiter les crises convulsives. De tels traitements symptomatiques apparaissent 

à la fois indispensables, en complément du réactivateur de l’AChE, mais insuffisants sous leur forme 

actuelle. 

En effet il peut souvent y avoir un délai conséquent entre le moment de l’intoxication et la mise en 

place du traitement adéquat, pendant lequel la majeure partie des cholinestérases peuvent se trouver 

inhibées et les symptômes cholinergiques apparaitre. Ceci est d’autant plus critique dans certains cas 

de figure, comme par exemple l’ingestion d’une grande quantité de pesticide qui nécessite des 

quantités similairement considérables d’oxime pour détoxifer l’organisme, ce qui prend d’autant plus 

de temps. Ou bien encore le cas du soman où l’AChE est presque déjà totalement vieillie et non 

réactivable. Enfin, il y a bien sûr le fait que les réactivateurs actuels peuvent ne pas être efficaces pour 

certains organophosphorés. Il est donc indispensable de limiter les symptômes pour laisser le temps 

au réactivateur de régénérer une quantité suffisante d’AChE où bien que le corps en reproduise 

suffisamment. De plus, les symptômes cholinergiques déclenchent une cascade d’autres dommages 

directs ou indirects dans l’organisme : des dommages à des organes importants comme les reins, des 

phénomènes inflammatoires qui peuvent persister ensuite, la mauvaise oxygénation de l’organisme, 

les dommages neurologiques et l’état épileptique et neuropathologique qui se développent en 

plusieurs étapes au fur et à mesure de l’intoxication etc. Ainsi, limiter les symptômes cholinergiques le 

plus tôt possible permettrait de stopper cette cascade d’effets délétères, qui, s’ils sont trop avancés, 

peuvent persister malgré une certaine réactivation du système cholinergique. D’autre part, cela 

permettrait d’éviter les neuropathologies qui peuvent durer des années après l’intoxication et être 

plus ou moins invalidantes.  
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Cette approche systémique a récemment été illustrée dans une publication de Lumley et al. au niveau 

du système nerveux central.353 En effet il a été observé qu’une pharmacorésistance aux 

benzodiazépines se développait suite aux crises convulsives, causant l’inefficacité du diazepam 

seulement 40 min après le début des crises. Cela serait dû à la diminution des récepteurs GABAA mais 

aussi à l’augmentation des récepteurs NMDA, qui sont suractivés. Ainsi l’association du diazepam avec 

le valproate, un autre anti-convulsant, et surtout avec la ketamine, qui est à la fois un antagoniste non 

compétitif des récepteurs NMDA, permettant de limiter leur activité, un antagoniste des récepteurs 

muscariniques (mAChR) M1 et des récepteurs nicotiniques ganglioniques (nAChR), se révèle beaucoup 

plus efficace. Dans le cas du soman, la mortalité, la perte neuronale, la réponse neuro-inflammatoire 

et le déficit spatio-temporel sont réduits et il n’y a plus de crises et d’épilepsie. Enfin, leur usage 

simultané dès le début de l’intoxication est bien plus efficace que leur utilisation séquentielle qui peut 

laisser le temps aux symptômes de se développer. Cet effet synergique favorable observé entre ces 

médicaments, qui régulent simultanément l’activité des différentes cibles biologiques touchées par 

l’intoxication, pourrait donc être aussi une stratégie gagnante pour le système cholinergique : la 

régulation simultanée des récepteurs cholinergiques, muscariniques et nicotiniques, et la réactivation 

des cholinestérases. Comme aucun traitement ciblant les nAChRs n’existe actuellement dans le cas des 

intoxications aux OPs, nous faisons donc l’hypothèse que réguler leur activité en même temps que 

celle des mAChRs (par l’atropine) peut avoir un effet synergique très favorable.  

4.2. Les récepteurs nicotiniques  

4.2.1. Intérêts du contrôle de l’activité des nAChRs 

En effet, les récepteurs nicotiniques transmettent les signaux nerveux vers les muscles squelettiques, 

dont les muscles respiratoires, dont la paralysie est une des causes de la mortalité. Ils sont aussi 

impliqués dans la régulation du cycle respiratoire au SNC et la régulation de leur activité à ce niveau 

peut donc avoir un effet bénéfique pour contrecarrer la dépression respiratoire (apnée) induite par 

l’intoxication.116,354 Leur présence au niveau des ganglions sympathiques et parasympathiques ainsi 

que dans certaines parties du cerveau incite aussi à penser que la régulation de leur activité peut avoir 

des effets bénéfiques, tant centraux355 que périphériques.356 Enfin, leur participation au contrôle 

cholinergique du système immunitaire peut être un levier intéressant pour réguler les phénomènes 

inflammatoires présents lors d’une intoxication, comme la neuroinflammation.126,357 
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4.2.2. Structure et fonctionnement des nAChRs 

Le récepteur nicotinique est une protéine appartenant à la superfamille des canaux ioniques 

pentamériques à ligand. Cette famille inclut aussi les récepteurs 5-HT3, canaux cationiques, et les 

récepteurs activés par le GABA (acide gamma-aminobutyrique) ou la glycine, canaux anioniques. Leurs 

structures similaires peuvent induire des problèmes de sélectivité pour le développement et 

l’utilisation de ligands dirigés contre un de ces récepteurs. Les récepteurs nicotiniques post-

synaptiques induisent la contraction des muscles squelettiques au niveau des jonctions neuro-

musculaires (ou plaque motrice) et transmettent l’influx nerveux au niveau des synapses centrales et 

ganglioniques.37 En temps normal, l’activation par une molécule d’acétylcholine provoque l’ouverture 

du canal et permet le passage de cations Na+ et K+ (ou Ca2+) au travers de la membrane post-

synaptique, ce qui ramène son potentiel négatif vers un potentiel neutre. Lorsque suffisamment de 

canaux ont été ouverts, le potentiel négatif atteint une valeur seuil à partir de laquelle d’autres canaux 

ioniques dépendant de ce potentiel s’ouvrent à leur tour. L’afflux de cations rend le potentiel post-

synaptique positif et cela crée un nouveau potentiel d’action ou bien la contraction d’une fibrille 

musculaire.39 

Mais les nAChRs, comme les mAChRs, se trouvent aussi sur la membrane pré-synaptique, comme auto-

récepteurs : leur activation par l’acétylcholine induit une accélération ou la réduction de l’exocytose 

d’ACh, soit un rétrocontrôle négatif ou positif.358,359 Les nAChRs se trouvent aussi dans plusieurs types 

de cellules et de mécanismes physiologiques non neuronaux, comme la réponse immunitaire au sein 

de laquelle ils peuvent potentialiser un effet anti-inflammatoire.360,361 La régulation de leur activité 

immunitaire pourrait être bénéfique si l’on considère notamment la capacité des nAChRs α7 à moduler 

l’expression de cytokines anti-inflammatoires au niveau neuronal et que l’une des causes des 

pathologies à long terme dûes aux intoxications par un OP est l’inflammation provoquée par 

l’altération rapide et persistente de l’expression des cytokines pro-inflammatoires.124,125,357  
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Figure 36 : Structure du nAChR α4β2 avec la nicotine représentée sous forme de sphères rouges, vue parallèle à 

la membrane cellulaire (gauche) et vue à partir de l’espace extracellulaire (milieu) (adapté de Morales-Perez, 

2016)362, Schéma du nAChR musculaire (droite)363 

Le récepteur est un pentamère constitué de cinq sous-unités symétriquement arrangées autour d’un 

canal ionique central. Chaque sous-unité (α, β, γ, ε et δ) est un polypeptide de 450 à 700 acides aminés 

composés d’un long segment extracellulaire N-terminal, de quatre segments hydrophobes 

transmembranaires arrangés en hélices (nommés M1-M4), d’un long segment cytoplasmique et d’une 

courte partie C-terminale extracellulaire (Figure 36).364 17 sous-unités différentes ont été identifiées. 

Les nAChRs de la plaque motrice ont la combinaison α1, β1, δ, α1, ε pour le muscle fœtal ou dénervé 

et α1, β1, δ, α1, γ pour la forme adulte, arrangés dans le sens des aiguilles d’une montre en regardant 

depuis la fente synaptique. Les nAChRs neuronaux sont composés de 11 sous-unités (α2–α7, α9, α10, 

et β2–β4) combinés de façon homomérique (les 5 sous-unités sont identiques) pour α7 et α9, et de 

façon hétéromériques avec α2–6 et β2–4, généralement avec un seul type de sous-unité α et un seul 

type de β, selon une stoechiométrie de 2α pour 3β. α7 et α4β2 sont les nAChRs neuronaux les plus 

abondants dans le système nerveux central tandis que α3β4 et α3β2 sont les plus abondants dans le 

système nerveux périphérique (respectivement dans les ganglions et dans les jonctions neuro-

musculaires comme auto-récepteurs).  

Les travaux de recherche s’intensifient depuis deux décennies pour améliorer la compréhension du 

mode d’action de ces récepteurs, avec notamment l’établissement de leur structure par diffraction des 

rayons X, établie récemment pour l’α7 et l’α4β2 par l’équipe de Noviello et al.362,365 Tous ces différents 

types de nAChRs présentent un large spectre de propriétés pharmacologiques et cinétiques.366  
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Figure 37 : Représentation schématique du site de liaison de l’acétylcholine de l’α7 (adapté de Taly, 2009)367 

Le site de liaison agoniste (site orthostérique) se situe dans le domaine extracellulaire à l’interface 

entre une sous-unité de type α (le composant principal) et une sous-unité non α (le composant 

complémentaire). Ainsi, le nombre de sites de liaisons dépend du nombre de sous-unités α : de 2 pour 

les nAChRs musculaires et certains hétéromériques à 5 pour les nAChRs homomériques comme le α7. 

Cette interface forme une poche entourée de 6 boucles d’acides aminés : les boucles A, B et C venant 

du composant principal et les boucles D, E et F venant du composant complémentaire (Figure 37).364  

Dans ce site, les résidus aromatiques tryptophane et tyrosine des boucles A, B, C et D stabilisent un 

ammonium grâce à des interactions cation-π dans une « box » aromatique, cet ammonium est donc 

un pharmacophore clé pour un ligand du site orthostérique. Ainsi, suivant la nature du composant 

complémentaire, les sites orthostériques ont des affinités différentes pour les agonistes, dont 

l’acétylcholine : pour les nAChRs musculaires par exemple, l’interface α-δ est un site de haute affinité 

tandis que l’interface α-ε/γ a une faible affinité. Pour autant, pour tous les types de nAChRs, le canal a 

la plus forte probabilité d’être ouvert lorsqu’au moins deux sites sont activés.  
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Figure 38 : Voie de pénétration des cations au travers du canal ionique du nAChR α7 à l’état de repos (gauche), 

ouvert (milieu) et désensibilisé (droite) (adapté de Noviello, 2021)365 

Le récepteur nicotinique a trois états majeurs différents : fermé (au repos), ouvert et désensibilisé, ce 

dernier présentant une forte affinité pour l’agoniste tout en étant imperméable aux ions (Figure 38). 

A l’état de repos, un nombre suffisant de sites orthostériques activés par un agoniste cause l’ouverture 

du canal par une cascade de changements conformationnels (exemples d’agonistes et d’antagonistes 

Tableau 8). Le récepteur devient ensuite désensibilisé : l’agoniste est toujours lié mais le canal est 

fermé et réfractaire à d’autres activations. Finalement, l’agoniste est relaché et le récepteur retourne 

à l’état de repos.  

Agoniste 

 
  

Antagoniste 

compétitif 

 

 
Tableau 8 : Exemples de structures d’agonistes et d’antagonistes des nAChRs. (Pinnatoxin G368) 

Plusieurs états désensibilisés existent, dépendant des conditions. En particulier dans le cas d’une 

intoxication aux OPs, l’exposition prolongée à de hautes concentrations d’acétylcholine cause 

l’activation répétée du nAChR, menant à terme à sa désensibilisation prolongée, qui peut paralyser les 

Repos Ouvert Désensibilisé 
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muscles.369,370 Mais tous les nAChRs réagissent différemment à l’accumulation d’acétylcholine à cause 

de leurs différences de comportement thermodynamique et cinétique. L’α7 homomérique est ainsi 

connu pour se désensibiliser très rapidement (l’état désensibilisé est le plus stable si les tous les 5 sites 

de liaisons sont occupés par une molécule d’ACh) tandis que l’α4β2 est beaucoup moins sensible à la 

désensibilisation. Ces différences sont suspectées d’être à l’origine d’une désensibilisation des 

récepteurs nicotiniques selon une certaine chronologie durant une intoxication par un OP, bloquant 

les fonctions physiologiques associées les unes après les autres.371  

Au niveau des jonctions neuromusculaires la paralysie du muscle provient d’abord de son incapacité à 

répondre à de nouveaux stimuli à cause de sa dépolarisation persistente suite à l’activation prolongée 

causée par l’acétylcholine. Puis avec la poursuite de la stimulation d’acétylcholine, les nAChRs se 

désensibilisent et ne répondent plus à la présence de l’ACh.238,372 Le blocage des jonctions neuro-

musculaires est donc une combinaison de ces deux processus qui se suivent. La désensibilisation 

apparait comme un mécanisme de protection puisque cela peut laisser le temps à la cellule musculaire 

de se repolariser. 

4.2.3. Modulation allostérique des nAChRs 

Cependant, la stabilité thermodynamique des différents états des nAChRs et le coût énergétique de la 

transition entre ceux-ci peuvent être influencés par des modulateurs allostériques.361 Ces molécules 

peuvent se lier à des sites de liaison allostériques présents sur les domaines extra- et 

transmembranaires, différents des sites de liaison orthostériques où se lient les agonistes et 

antagonistes (Tableau 8). Cinq effets électrophysiologiques différents ont été observés jusqu’à 

maintenant, provoqués par l’action non compétitive d’une large variété de molécules allostériques en 

présence d’agonistes ou d’antagonistes (Tableau 9). Mais, excepté pour une des catégories de 

modulateurs, ces molécules ne peuvent pas activer par elles-mêmes l’ouverture du canal.  
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NAM 

  

Tableau 9 : Exemples de modulateurs allostériques des nAChRs, PAM de type I,373–375 PAM de type II,375–377 AGO-

PAM,378 SAM,379NAM,380–382 et les mesures électrophysiologiques caractéristiques des PAM de type I, PAM de type 

II, AGO-PAM et SAM. 

Les modulateurs allostériques négatifs (Negativ Allosteric Modulator NAM) réduisent de façon non 

compétitive, partiellement ou totalement, le signal produit par un agoniste.383 Les modulateurs 

allostériques positifs (Positiv Allosteric Modulator PAM) de type I augmentent l’intensité du signal 

produit par un agoniste donné.375 Les PAM de type II augmentent l’intensité du signal mais aussi sa 

durée, même si l’agoniste est enlevé du milieu entre-temps. Les agonistes allostériques (AGO-PAM) 

ont les propriétés d’un PAM de type II et peuvent activer l’ouverture du canal par eux-mêmes, sans la 

présence concomitante d’un agoniste dans le site orthostérique, contrairement aux autre 

modulateurs.384 Enfin, les modulateurs allostériques silencieux (Silent Allosteric Modulator SAM) 

réduisent ou augmentent les effets d’autre modulateurs allostériques, de façon compétitive avec ceux-

ci ou non.385  

Parmi tous les modulateurs allostériques, seuls les PAM de type II ont démontré la capacité à 

resensibiliser les nAChRs durant un contact prolongé avec une forte concentration d’ACh. Les PAM de 

type II se lient dans leur site allostérique préférentiellement lorsque le nAChR est dans l’état 

désensibilisé et facilitent sa transition vers l’état ouvert, qui peut durer jusqu’à une heure suivant la 

molécule. Cependant si l’application du PAM de type II se prolonge, un autre mécanisme de 

compensation peut être observé : l’apparition d’un autre état désensibilisé devenu insensible au PAM, 

réversible si le PAM est enlevé du milieu.386 Or un potentiel problème de l’utilisation de ces PAM de 

type II, encore en débat dans la littérature, est le flux trop important de Ca2+ dans la cellule post-

jonctionnelle durant cette ouverture très longue, ce qui peut être cytotoxique pour la cellule. Or c’est 

un mécanisme qui a déjà lieu dans le cas de l’intoxication aux OPs et qui doit justement être évité.  

Les sites de liaison allostériques sont malheureusement presque tous encore inconnus, avec 

seulement des présomptions entre différents sites possibles, malgré certaines structures de nAChR 

résolues.387–391 Cela limite les possibilités d’étude d’amarrage moléculaire pour optimiser la structure 

d’un modulateur dans le cadre d’un traitement contre une intoxication aux OPs. 

La recherche de nouveaux modulateurs allostériques est très intense ces dernières années car c’est 

une piste très prometteuse pour agir sur les récepteurs nicotiniques dans le cadre de l’amélioration 
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des capacités cognitives pour des maladies neurodégénératives comme Alzheimer par exemple, sans 

provoquer d’effets secondaires trop importants comme peuvent en produire les agonistes ou 

antagonistes compétitifs. Des effets très significatifs et prometteurs in vivo ont déjà été obtenus en ce 

sens avec certaines molécules et certaines font l’object de test cliniques.387,392–395 Mais après un certain 

désintérêt durant de nombreuses années, les récepteurs nicotiniques sont aussi redevenus une cible 

d’intérêt pour l’intoxication aux OPs. Différents types de ligands, agoniste partiel, antagoniste 

compétitif, modulateur allostérique négatif, ont déjà été évalués, avec des résultats très divers. 

4.2.4. Développement de nouveaux traitements  

4.2.4.1. Antagonistes compétitifs des nAChRs des jonctions neuro-musculaires 

Historiquement, les antagonistes des nAChRs post-jonctionnels (musculaires) ou pré-jonctionnels 

(neuronaux α3β2) de la jonction neuro-musculaire ont d’abord été testés. Ils étaient supposés réduire 

l’activation et la désensibilisation consécutive des nAChRs et ainsi la paralysie des muscles. 

Premièrement, le pancuronium a échoué à montrer un bénéfice clinique significatif, malgré 

l’observation in vivo de la réduction des signes neurophysiologiques anormaux au niveau de la jonction 

neuro-musculaire induits par l’intoxication (impulsions nerveuses antidromiques, décharges 

répétitives de potentiels d’action et décroissance de leur intensité causée par les stimulations 

répétées).396–398 Ensuite, la tubocurarine est aussi capable d’éliminer ces phénomènes (Figure 39).399 

De plus, elle présente une protection comparable à l’atropine contre les inhibiteurs d’AChE, utilisée 

seule en prophylaxie ou en thérapeutique, ainsi qu’un effet synergique favorable en combinaison avec 

l’hexamethonium, antagoniste sélectif des nAChRs neuronaux (pré-jonctionnel).400  

 

Figure 39 : Structures d’antagonistes compétitifs et non compétitifs des nAChRs. 

Enfin, un traitement prophylactique de rocuronium  (Figure 39) réduit les dommages induits par un OP 

sur les jonctions neuromusculaires de cochons d’Inde.401 Néanmmoins, un essai clinique récent sur des 

patients intoxiqués par des pesticides montre au contraire une augmentation de la durée d’intubation 



 

 

INTRODUCTION. CONTROLE DE LA TRANSMISSION CHOLINERGIQUE LORS 
D’INTOXICATIONS AUX NOPS. 

107 

 

quand le rocuronium est ajouté au traitement standard durant 5 jours.402 Cet effet délètère pourrait 

provenir des doses utilisées ou de la durée du traitement par rapport à la durée d’action de l’OP.  

On observe donc globalement une décorrélation entre des effets bénéfiques au niveau de la jonction 

neuromusculaire et des effets cliniques insatisfaisants. En effet l’utilisation d’antagonistes compétitifs 

des nAChRs musculaires est compromise par leur fenêtre thérapeutique étroite entre des doses assez 

faibles pour ne pas bloquer la jonction neuromusculaire et des doses assez fortes pour contrecarrer la 

concentration excessive d’ACh. Finalement, l’usage des antagonistes compétitifs sur les nAChRs est 

sujet à controverse, certains chercheurs proposant, par exemple, de les utiliser à large dose, quitte à 

paralyser tous les muscles, pour préserver les nAChRs de l’ACh en excès durant toute la durée de 

l’intoxication.403 Mais, leur effet au niveau des muscles respiratoires impliquerait alors le besoin d’une 

ventilation mécanique, ce qui n’est pas toujours possible.  

4.2.4.2. Antagonistes des nAChRs neuronaux 

Ce problème de dosage est en revanche considérablement réduit pour les antagonistes compétitifs 

des nAChRs neuronaux du système nerveux central car les conséquences physiologiques sont 

beaucoup moins directes. Le DHβE (dihydro-β-erythroidine) (Figure 39), qui est un antagoniste sélectif 

des α4β2 et α4β4, est notamment capable de contrecarrer la réduction d’ARN messager des sous-

unités α4 et β2 observée dans des cellules PC12 exposées à du paraoxon.404 

4.2.4.3. Modulateurs allostériques négatifs 

Cependant, les NAM sont plus prometteurs que les antagonistes compétitifs parce qu’ils réduisent 

seulement l’activité causée par l’ACh sans bloquer totalement les récepteurs. Parmi ceux-ci, les NAM 

dénommés bloqueurs du canal ouvert sont caractérisés par un effet dépendant du voltage. Le site de 

liaison des molécules connues pour avoir un tel effet NAM n’est pas élucidé, ce qui empêche d’être 

sûr de leur mécanisme d’action.405 Il semblerait qu’ils bloquent le passage des cations quand le canal 

est ouvert en se liant sur un site situé à l’intérieur du canal, alors que les autres NAM ont un effet 

antagoniste en provoquant des changements conformationnels quand ils se lient sur un site à 

l’extérieur du canal. C’est un mécanisme intéressant car l’antagonisme ne devient important que si 

l’activation des récepteurs augmente. Ainsi, le fonctionnement du récepteur n’est pas bloqué mais 

modulé, et les successions rapides d’états ouverts et bloqués éviteraient sa désensibilisation. 

La chlorpromazine, un neuroleptique dérivé de la phenothiazine, est un bloqueur du canal ouvert 

utilisé dans plusieurs études par Nazardinov et al. Administrée plusieurs jours à des patients intoxiqués 
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par un OP, elle réduit significativement les symptômes nicotiniques. Cependant ce composé a 

potentiellement des effets secondaires forts à cause de ses autres cibles neurologiques.406,407  

La mécamylamine est un bloqueur du canal ouvert plus intéressant car elle antagonise un large spectre 

de nAChRs : les neuronaux α4β2, α3β4, α3β2, α7 et les musculaires.380,408,409 Sa capacité à traverser la 

BHE fournit des effets neuronaux protecteurs in vivo contre les dommages causés par le paraoxon dans 

le cerveau de rats similaires à ceux précédemment cité pour le DHβE in vitro.404,404 Sa combinaison avec 

de l’atropine et un inhibiteur réversible de l’AChE en prophylaxie augmente considérablement le taux 

de survie de rats intoxiqués au soman, comparativement à chacune des molécules seules ou à leur 

combinaison par paires.410  

Néanmoins il n’a pas été reporté si ces molécules pouvaient améliorer le taux de récepteurs 

désensibilisés en présence d’un excès d’ACh. Il semble en effet nécessaire de pouvoir resensibiliser les 

nAChRs, car le traitement est généralement administré au moins plusieurs dizaines de minutes après 

l’intoxication, moment où la paralysie des muscles peut déjà apparaitre, impliquant la désensibilisation 

en cours des nAChRs. C’est le cas du NAM le plus prometteur, développé par Worek et al. : la molécule 

MB327 (Figure 40). Ce bispyridinium est un dérivé du réactivateur TMB-4 où les deux oximes sont 

remplacées par un groupe isopropyle, les bispyridiniums ayant, en effet, démontré de légers effets 

antagonistes.235  

 

Figure 40 : Structure de MB327, bloqueur du canal ouvert des nAChRs au repos et PAM de type II des nAChRs 

désensibilisés, et de MB266, antagoniste des mAChRs et nAChRs. 

Dans les études électrophysiologiques sur des nAChRs neuronaux et musculaires,238 le blocage rapide 

et intermitant des canaux ioniques causé par MB327 forme une succession très rapide d’évènements 

fermés et ouverts au passage des ions lors de l’activation du récepteur par l’agoniste, au lieu d’un seul 

événèment ouvert dans les conditions du contrôle. C’est la somme de tous ces évènements qui montre 

une diminution globale de l’intensité du signal sur toute la jonction, synaptique ou musculaire.113 En 

plus de cette activité antagoniste, la molécule présente les propriétés des PAM de type II : celles 

permettant de restaurer l’activité de nAChRs α7 désensibilisés, d’une façon dépendante de la 

concentration (de 10 μM à 10 mM), tout en potentialisant l’activation faite par l’agoniste, avec une 

réponse plus longue et plus intense (jusqu’à 4 fois) que celle observée sans le modulateur allostérique 
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sur un récepteur au repos.411–413 Néanmoins ces résultats restent inférieurs à ceux obtenus par le 

meilleur PAM de type II PNU-120596 dans les mêmes conditions (à partir de 1 μM). Cette combinaison 

de bloqueur du canal ouvert vis-à-vis des récepteurs au repos et de PAM de type II vis-à-vis des 

récepteurs désensibilisés semble idéale dans le cas d’une intoxication aux OPs.  

MB327 restaure la transmission neuromusculaire des muscles respiratoires de rats et de cochons 

d’Inde ainsi que des muscles intercostaux humains après un empoisonnement au soman (10-100 

μM).414,415 De plus, administré 1 min après l’intoxication par une LD95 de soman, avec un prétraitement 

d’atropine, une dose de 17,6 μmol.kg-1 de MB327 (P62 dans la publication) réduit la mortalité à 50%. 

Enfin, la molécule possède une fenêtre thérapeutique acceptable avec des effets thérapeutiques 

efficaces autour de 200 μM et une IC50 de 600 μM pour l’inhibition réversible de l’AChE. Des composés 

homologues ont aussi été synthétisés dans le but d’améliorer ses propriétés.416 Malheureusement, 

l’inconvénient majeur de ces composés est que malgré leur action potentielle sur les nAChRs 

neuronaux, leur double charge positive les empêche de traverser la BHE.   

4.2.4.4. Ligands multi-cibles 

Finalement, deux autres composés ont été récemment développés comme ligands multi-cibles avec 

une action antagoniste contre les mAChRs et les nAChRs. MB266 (Figure 40) a été conçu à partir de la 

structure du benzilate de 3-quinuclidinyle (QNB), dont l’effet anti-muscarinique (structure proche de 

l’atropine) a montré des effets bénéfiques contre l’intoxication aux OPs. Le remplacement d’un groupe 

hydroxyle tertiaire du QNB par un groupe méthoxy dans le MB266 réduit l’antagonisme pour les 

mAChRs, mais augmente en même temps l’activité sur les nAChRs, lui permettant d’agir sur les deux 

cibles.417 Mais, malgré un effet antagoniste à la fois sur les nAChRs neuronaux et sur les nAChRs 

périphériques, le composé échoue à améliorer l’activité d’une jonction neuromusculaire d’une 

préparation d’hémi-diaphragme de cochon d’Inde empoisonnée par du soman. Il est donc plutôt 

envisagé pour une action anti-convulsante. Ces résultats illustrent la difficulté d’agir à la fois au niveau 

central et au niveau périphérique. 

La benthiactzine (« benzilate thio S-2-diethylamino ethyl ester hydrochloride ») a aussi été synthétisée 

par Luo et al. pour ses effets anti-muscariniques et anti-nicotiniques à partir d’un programme de 

criblage de molécules. Son IC50 est de 4,9 μM et de 7,5 μM envers respectivement l’α4β2 et l’α4β4, et 

supérieure pour l’α7.418 Malgré une action plus faible que l’atropine sur les mAChRs, la benthiactzine 

offre une meilleure protection que l’atropine contre le VX et le sarin sur des souris, ce qui tendrait à 
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démontrer que l’action sur les deux récepteurs est plus efficace que sur un seul, aussi efficace soit-

elle. 

4.2.5. Conclusion 

La recherche sur des traitements dirigés sur les nAChRs dans le cadre d’une intoxication aux OPs est 

restée éparse malgré un certain regain dans la dernière décennie. Le difficile dosage des antagonistes 

compétitifs a en effet découragé la poursuite de cette voie. Pourtant ceci peut être évité avec 

l’utilisation de ligands aux niveaux ganglionique et central ou bien l’utilisation de modulateurs 

allostériques, parmi lesquels les bloqueurs de canal ouvert semblent rassembler les propriétés idéales 

pour une intoxication aux OPs. De plus les effets bénéfiques in vitro, ex vivo et in vivo observés avec 

ces composés démontrent le potentiel de cette voie thérapeutique.  

Néanmoins, excepté pour le MB266 et la benthiactzine, on observe qu’entre le réactivateur, les anti-

convulsants, l’anti-muscarinique et l’anti-nicotinique, le cocktail de molécules deviendrait de plus en 

plus complexe à manipuler pour les médecins, vis-à-vis des dosages, des intéractions 

médicamenteuses, pharmacodynamiques et pharmacocinétiques etc. Il apparait donc que le 

traitement de l’intoxication aux OPs, qui est multi-factorielle, pourrait passer par une approche multi-

cibles, concept qui se développe fortement en chimie médicinale pour traiter ce type de pathologie,419 

et qui a aussi été essayé pour l’intoxication aux OPs.420 Le traitement des nAChRs pourrait donc se faire 

en liant cette propriété à une fonction réactivatrice de l’AChE dans un ligand multi-cible. De plus l’effet 

anti-nicotinique observé sur les réactivateurs bispyridiniums de référence ainsi que sur les 

réactivateurs de notre laboratoire, composés de la fonction 3-hydroxy 2-pyridine aldoxime et d’un 

ligand aminé, nous incitait à approfondir cette double propriété dans un antidote multi-cibles (Multi-

Target Directed Antidote MTDA), à la fois réactivateur de l’AChE inhibée par les OPs et régulateur de 

l’activité des nAChRs surstimulés par un excès d’ACh.  
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5. L’APPROCHE MULTI-CIBLE 

5.1. Avantages du concept multi-cibles 

Le concept consiste à associer deux pharmacophores (voire plus) dans la structure d’une seule 

molécule pour que celle-ci puisse agir simultanément sur les cibles biologiques correspondantes au 

lieu d’utiliser deux molécules. L’utilisation de ce concept est particulièrement utile pour les maladies 

multi-factorielles comme certaines maladies neuro-dégénératives. En effet l’utilisation de plusieurs 

molécules signifie plusieurs études pharmacocinétiques, pharmacodynamiques et cliniques, ainsi que 

l’analyse de leurs intéractions médicamenteuses, tandis que l’utilisation d’une seule molécule simplifie 

grandement le développement du traitement. En réduisant le cocktail de molécules utilisées, le 

nombre d’effets secondaires potentiels est réduit et la production du traitement est simplifiée. Ainsi, 

en développant une molécule agissant à la fois sur l’AChE inhibée et sur les nAChRs, le cocktail 

médicamenteux reste composé de trois molécules, tout en augmentant potentiellement les effets 

synergiques bénéfiques. 

5.2. Conditions de l’efficacité d’un ligand multi-cibles  

La stoechiométrie 1/1 des motifs associés dans un ligand multi-cibles impose que la molécule ait, à une 

concentration donnée, le même niveau d’affinité pour chacune des cibles biologiques. Dans le cas 

contraire, l’efficacité de la molécule sur la cible la moins affine peut être compromise. Il est donc 

préférable que l’IC50 ou l’EC50 pour chacune des cibles soient du même ordre de grandeur. Néanmoins, 

cette condition semble potentiellement moins problématique dans le cas d’une molécule multi-cibles 

sur l’AChE et les nAChRs car ces deux cibles sont extrêmement proches spatialement au sein d’une 

jonction neuronale, ce qui peut faciliter le passage de l’une à l’autre.  

De plus, pour obtenir des effets comparables, il est aussi préférable que l’affinité du composé multi-

cibles pour chacune des cibles soit au moins au même niveau que celles des motifs biologiquement 

actifs de départ. Ce point est complexe car les changements structurels induits par la fusion des 

différents motifs peuvent aussi bien augmenter l’affinité sur chacune des cibles en créant de nouvelles 

interactions favorables, que les compromettre, et nécessitent de faire des analyses de relations 

structure-activité.421 

Le composé multi-cibles doit aussi avoir une pharmacocinétique et les propriétés physico-chimiques 

associées permettant d’atteindre les deux cibles de façon optimale. 
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5.3. Conception du ligand multi-cibles 

 

Figure 41 : Différentes conceptions de ligands multi-cibles 

Il y a 5 façons de lier ensemble les deux pharmacophores P1 et P2, qui dépend notamment de leurs 

similitudes structurelles (Figure 41).422 En les liant par un bras espaceur, il est beaucoup plus simple de 

garder les structures des deux pharmacophores proches de leur structure de départ mais la molécule 

finale peut avoir un poids moléculaire trop important et une structure complexe à synthétiser. De plus, 

plus la structure moléculaire est grande et plus il peut être plus difficile d’obtenir les propriétés 

physico-chimiques voulues. A l’inverse les formes fusionnées, combinées ou intégrées peuvent donner 

un ligand de poids moléculaire plus faible. En revanche il est beaucoup plus difficile de conserver la 

même affinité pour les différentes cibles avec de tels changements de structures. 

5.4. Défis d’un antidote multi-cibles AChE/nAChR 

Du point de vue de l’affinité, les sites de liaison des nAChRs se révèlent problématiques. Pour le site 

orthostérique, plusieurs acides aminés se conservent mais le changement de composant 

complémentaire induit des changements d’affinité entre les différents sous-types de nAChR. Pour les 

sites allostériques, quasiment aucun n’est connu avec certitude dans la littérature. Aucune étude 

d’amarrage moléculaire n’a donc été faite durant cette thèse sur cette cible biologique. Au contraire 

pour l’AChE inhibée par les différents OPs, l’amarrage moléculaire peut être réalisé et l’affinité idéale 

du réactivateur est connue : elle ne doit pas être inférieure à 1 μM pour ne pas inhiber l’enzyme native 

et une affinité d’un ordre de grandeur de 10 μM semble idéale. Le ligand du nAChR devrait donc avoir 

une affinité similaire pour son site de liaison sur celui-ci.  

Pour le nAChR, l’autre défi est le choix du ligand. 

- Un antagoniste compétitif peut présenter une structure simple et petite, proche de celle de 

l’acétylcholine, qui aura en outre une bonne affinité pour l’AChE puisque l’acétylcholine est 
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leur ligand commun. C’est, de plus, une propriété observée sur les réactivateurs déjà 

synthétisés par notre équipe, il est donc envisageable d’optimiser cet effet à partir de leur 

structure. Enfin, l’antagonisme des nAChRs peut permettre de les resensibiliser en stoppant 

momentanément leur activation par l’ACh, mais cela n’est pas totalement prouvé. En 

revanche, les antagonistes compétitifs peuvent provoquer des effets secondaires, étant donné 

que les quantités nécessaires pour la réactivation sont conséquentes et peuvent 

potentiellement bloquer les récepteurs nicotiniques de façon excessive, ce qui peut nécessiter 

l’utilisation d’un motif ayant des propriétés d’antagoniste partiel.  D’autre part la compétition 

avec les quantités en excès d’acétylcholine peuvent compromettre son efficacité au début de 

l’intoxication tandis que la diminution de la quantité d’ACh au fur et à mesure que la 

réactivation progresse peut ensuite augmenter de manière nocive l’effet de l’activité 

antagoniste. 

- Les PAM, en particulier de type II, peuvent permettre d’augmenter le signal des récepteurs 

encore au repos pour contrecarrer la réduction de la transmission nerveuse, tout en 

resensibilisant les récepteurs désensibilisés. Cependant l’ouverture prolongée des récepteurs 

peut potentiellement laisser passer de manière excessive les ions Ca2+, ce qui peut avoir un 

effet cytotoxique sur les cellules post-synaptiques. De plus la structure de ces composés peut 

être plus difficile à combiner avec celle de la fonction réactivatrice. 

- Les NAM ont l’avantage de présenter de façon beaucoup moins prononcée le problème 

d’inhibition des antagonistes compétitifs car leur effet ne dépend pas autant de la 

concentration de l’acétylcholine. De plus, leur antagonisme peut aussi potentiellement 

permettre d’éviter la désensibilisation des nAChRs. En revanche, excepté MB327, les NAM ne 

peuvent pas resensibiliser les nAChRs désensibilisés.  

Malgré tout, ce concept multi-cibles s’est déjà concrétisé avec succès en chimie médicinale, 

notamment dans la recherche sur de potentiels traitements conte la maladie d’Alzheimer en liant 

la structure d’un ligand de l’acétylcholinestérase avec celui d’une autre cible impliquée dans la 

maladie.423–427 Dans ce cadre, notre équipe a participé au projet de développement de plusieurs 

ligands multi-cibles. Il y a eu, notamment, l’association des motifs de type tacrine, inhibiteur de 

l’AChE, et des valmerins I et III, inhibiteurs de kinases, dont a résulté des ligands ayant une affinité 

nanomolaire pour les deux cibles, meilleure que celle des composés de départ.8 La fonction 

inhibitrice de la tacrine pour l’AChE a aussi été associée à une structure agoniste des nAChRs α7 

basée sur la quinuclidine.428 Les ligands multi-cibles obtenus ont bien conservé ces deux propriétés, 

avec cependant des variations d’affinité. 
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6. CONCLUSION - OBJECTIF 

L’objectif de ma thèse est donc la conception et la synthèse d’antidotes multi-cibles (multi-target 

directed antidotes MTDA), à la fois réactivateurs de cholinestérase et régulateurs de l’activité des 

récepteurs nicotiniques, pour leur évaluation biologique sur les cholinestérases inhibées par des NOPs 

et sur les récepteurs nicotiniques α7 et /ou musculaire.  

Mon doctorat est financé par l’Agence de l’Innovation pour la Défense (AID) et par la région Normandie 

et s’est déroulé dans l’équipe de chimie bio-organique au sein du laboratoire COBRA (UMR 6014) de 

l’Université de Rouen Normandie, sous la direction du professeur Ludovic Jean et la co-direction du 

professeur Pierre-Yves Renard. Cette thèse s’inscrit dans le contexte du projet Astrid Multidote (ANR-

17-ASTR-0012) financé par l’Agence de l’Innovation pour la Défense (AID), via l’ANR, qui a permis de 

financer le salaire d’un stagiaire postdoctoral, le Dr. Julien Gasnot, qui a participé à l’élaboration de 

MTDAs. Ce projet se déroule en partenariat avec deux équipes de biologistes : l’équipe du Dr. Denis 

Servent et du Dr. Rómulo Aráoz du Laboratoire de Toxinologie Moléculaire et Biotechnologie (LTMB) 

au sein du CEA Saclay pour les tests d’électrophysiologie réalisés sur les récepteurs nicotiniques. Le Dr. 

Nicolas Lamassiaude a été recruté, dans le cadre du projet ANR, comme stagiaire postdoctorant dans 

cette équipe pour réaliser les tests ; et l’équipe dirigée par le Dr. Florian Nachon du Département de 

Toxicologie et Risques Chimiques de l’Institut de Recherche Biomédicale des Armées (IRBA) avec le Dr. 

José Dias et la doctorante Ophélie Da Silva pour les tests in vitro sur l’AChE et la BChE et les Dr. Guilhem 

Calas et Anne-Sophie Hanak pour les tests in vivo. 

Les résultats de cette thèse s’articuleront en trois parties. Le premier chapitre présentera les résultats 

obtenus dans la synthèse et la formulation de molécules précédemment conçues par notre équipe, 

pour effectuer leur évaluation in vivo ; leur évaluation in vitro ayant démontré des résultats 

prometteurs. 

Dans le deuxième chapitre nous aborderons la synthèse d’antidotes multi-cibles dérivés des molécules 

précédentes avec le remplacement de l’amine tertiaire du ligand par un ammonium quaternaire 

supposé accentuer le caractère antagoniste compétitif de ces composés vis-à-vis des récepteurs 

nicotiniques, grâce à une plus forte similitude avec la structure de l’acétylcholine. Les difficultés 

rencontrées ainsi que les résultats des test biologiques seront aussi présentés.  

Le troisième chapitre sera consacré à la conception d’antidotes multi-cibles basés sur les modulateurs 

allostériques positifs et négatifs de certains récepteurs nicotiniques, dont la structure a été combinée 
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avec celle du noyau 3-hydroxy pyridine aldoxime. Là encore, difficultés synthétiques, tests biologiques 

et choix des modulateurs allostériques choisis seront discutés.  

Enfin, tous ces résultats seront résumés dans la conclusion générale où seront également exposés les 

perspectives de ces travaux. 
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1. TRAVAUX PRECEDENTS SUR LES REACTIVATEURS NEUTRES 

L’objectif de cette première partie de ma thèse de doctorat était de re-synthétiser trois réactivateurs 

précédemment conçus par la Dr. Anissa Braïki lors de sa thèse au sein de notre équipe et qui 

présentaient des résultats intermédiaires prometteurs (in vitro et/ou in vivo), pour poursuivre leur 

évaluation in vivo. 

1.1. Etapes de conception des nouveaux réactivateurs neutres 

Comme cela a été rappelé dans l’introduction, notre équipe a d’abord sélectionné, parmi la vaste 

gamme de structures imaginées, la fonction réactivatrice qui présentait les meilleures propriétés. La 

fonction 3-hydroxy 2-pyridine aldoxime a été retenue pour plusieurs raisons : le groupe hydroxy 

permet d’éviter le phénomène de recapture ; ce groupe permet également d’induire un pKa de 8,2 

pour l’oxime, proche des valeurs idéales décrites dans la littérature, ce qui permet d’avoir, à pH 

physiologique, un bon équilibre entre une forme neutre dont le caractère lipophile peut favoriser le 

passage de la BHE et des formes chargées plus hydrophiles, parmi lesquelles l’azote protoné de la 

pyridine peut mimer la charge du 2-PAM, tandis que l’oximate est assez nucléophile pour réactiver 

l’enzyme phosphylée, ce qui se traduit par de très bonnes constantes de vitesse kr pour la réactivation, 

toutes supérieures (jusqu’à 8 fois) à celles du 2-PAM, quelque soit l’OP utilisé.344 

 

Figure 42 : Schéma simplifié de conception des réactivateurs pour améliorer l’affinité avec le site actif de l’AChE. 

Notre équipe s’est ensuite attachée à améliorer l’affinité de ce réactivateur envers l’AChE inhibée par 

les différents OPs, afin de diminuer la constante de dissociation KD du complexe de Michaelis-Menten 

qu’il forme avec l’enzyme phosphylée juste avant de la réactiver, ce qui améliore son efficacité. En plus 

de l’affinité, il est aussi indispensable de vérifier que le réactivateur soit bien positionné dans le site 

actif car, dans la position énergétiquement la plus stable, la fonction oxime n’est pas forcément bien 
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dirigée vers le phosphore. Pour cela, de nombreuses études d’amarrage moléculaire ont mis en 

évidence qu’il est favorable de lier à la fonction réactivatrice un ligand pouvant établir des interactions 

de type cation-π ou π-π avec les résidus aromatiques du site périphérique (Figure 42). Les deux motifs 

doivent aussi être reliés par une chaîne alkyle flexible de 3, 4 ou 5 atomes attachée sur la position 6 du 

noyau pyridine de la fonction réactivatrice. Il ne faut néanmoins pas que l’affinité devienne trop 

grande, au risque que le réactivateur devienne un inhibiteur de l’enzyme native. De plus, la structure 

résultante doit toujours posséder des propriétés physico-chimiques permettant à la fois le passage de 

la BHE et une bonne hydrosolubilité et biodisponibilité. Or, par exemple, le ligand 

phenyltétrahydroisoquinoline (PIQ), positionné sur le réactivateur GM113, malgré une bonne affinité, 

s’est révélé trop lipophile, ce qui limite sa solubilité en milieu aqueux.  

 

Figure 43 : Structures des réactivateurs incluant un ligand aminé précédemment conçus par notre équipe, en 
particulier par la Dr. Anissa Braïki lors de sa thèse. 



 

 

CHAPITRE I : SYNTHESE DE REACTIVATEURS NON CHARGES ET LEUR EVALUATION IN 
VIVO 

121 

 

Des amines tertiaires plus simples sont alors apparues plus intéressantes : leur pKa permet d’avoir un 

équilibre entre formes neutres et chargées à pH physiologique, dotant le réactivateur à la fois d’un 

caractère hydrophile nécessaire à la solubilisation et un caractère lipophile nécessaire au passage de 

la BHE. Le logiciel Percepta® a aussi permis de simuler ces propriétés pour opérer une sélection in 

silico.429 Ces outils seront développés dans le chapitre II. De plus, ces ligands basés sur des amines 

tertiaires (protonées) peuvent avoir des intéractions cation-π ou π-π avec les résidus aromatiques du 

site périphérique ou de la gorge. Enfin, cette fonctionnalisation de la fonction réactivatrice repose sur 

le même type de suite de réactions chimiques pour chacun des ligands aminés, elle a donc permis à 

Anissa Braïki, qui m’a précédé au laboratoire, de synthétiser une large librairie de réactivateurs 

possédant divers ligands aminés : amines cycliques simples, dont la pipéridine (groupe A), pipéridine 

aminée (B), amines cycliques reposant sur le pharmacophore simplifié des tetrahydroisoquinolines (C), 

morpholine (D), dilakyle pipérazines (E), aryle pipérazine (F), diaryle pipérazine (G) (Figure 43).  

1.2. Résultats in vitro et sélection 

Nos partenaires à l’IRBA ont effectué les mesures de réactivation in vitro de ces réactivateurs sur les 

différents OPs, en utilisant des analogues du sarin, du VX et du tabun,a qui ont des capacités inhibitrices 

proches des originaux et forment sur la sérine du site actif des adduits de structure identique : 

respectivement le NIMP, le NEMP et le NEDPA (Figure 44). De plus, ils sont beaucoup moins volatils, 

permettant une manipulation plus aisée en laboratoire. 

 
Figure 44 : Structures des analogues de NOPs pour la recherche de contre-mesures médicales. 

Les mesures sur RM048, JR595 (morpholine, groupe D) et JR585 ont été faites par l’équipe de Zrinka 

Kovarik à Zagreb sur les NOPs originaux (Tableau 10). Les deux molécules JR595 et RM048 ont été 

sélectionnées pour des tests in vivo à une étape moins mature du projet, où, en plus des constantes 

de réactivation in vitro sur l’AChE, certains paramètres n’étaient pas encore pris en compte (i.e. avant 

la thèse d’Anissa Braïki), notamment dans les études in silico, comme percepta. Le JR595 avait 

cependant aussi été sélectionné en prenant en compte ses résultats de réactivation sur la BChE. 

a : Ces analogues ont été utilisés par l’IRBA suite au déménagement à Brétigny-sur-Orge en attendant d’avoir à 

nouveau l’autorisation d’utiliser les vrais OPs. 
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oxime KD (µM) kr (min-1) kr2 (mM-1min-1) 
IC50 

(µM) 

 VX Sarin Tabun Pox VX Sarin Tabun Pox VX Sarin Tabun Pox  

HI-6 60 170 ⦰ 590 0,33 0,9 ⦰ 0,026 5,74 5,42 ⦰ 0,05 nd 

A  

JR585 90 160 110 200 0,17 0,075 0,06 0,07 1,9 0,5 0,03 0,34 630 

D              

JR595 300 270 410 850 0,68 0,29 0,016 0,16 2,3 1,1 0,04 0,43 nd 

RM048 120 220 310 620 0,57 0,12 0,014 0,27 4,9 0,56 0,045 0,44 683a 

Tableau 10 : Résultats de réactivations in vitro des réactivateurs incluant un ligand aminé sur l’AChE inhibée par 
les NOPs originaux et le paraoxon réalisés par l’équipe de Zrinka Kovarik.7 a : mesures réalisées par l’équipe de 
José Dias à l’IRBA. 

Or, malgré des résultats in vitro sur l’AChE présentant des efficacités de réactivation faibles, excepté 

pour le VX, le JR595 et le RM048 ont démontré des résultats très satisfaisants in vivo (paragraphe 

suivant).6 Comme nous l’avons déjà vu, ces deux composés montrent que la corrélation entre les 

résultats in vitro et in vivo n’est pas toujours bonne et le choix des paramètres de sélection in vitro 

s’avère donc parfois difficile et peut avoir parfois un caractère partiellement arbitraire.  

Afin de compléter les tests in vivo déjà réalisés, un des objectifs de cette thèse, parallèlement aux 

développements des antidotes multi-cibles, a été également de resynthétiser de grandes quantités de 

RM048 pour poursuivre son évaluation in vivo (Figure 45).  

 

Les résultats in vitro obtenus pour les autres molécules à l’IRBA (Tableau 11) sont prometteurs car la 

majorité des molécules présentent un large spectre de réactivation avec une efficacité souvent égale 

ou supérieure au HI-6. De plus, 12 molécules présentent une efficacité de réactivation kr2 supérieure 

ou égale à 10 mM-1min-1 sur l’hAChE phosphylée par le NEDPA, ce qui en fait des réactivateurs 

potentiellement très efficaces contre l’intoxication au tabun, dont l’adduit phosphylé formé avec la 

sérine est parmi les plus difficiles à réactiver. La pertinence de l’utilisation de ligands aminés se vérifie 

aussi avec de très bonnes affinités (KD < 100 μM) obtenues par la majorité des réactivateurs des 

groupes C, E, F et G avec le site actif phosphylé par les différents OPs. Cela montre notamment l’affinité 

particulière apportée par le motif pipérazine et par l’ajout de groupements aromatiques. Le cas le plus 

emblématique étant AB451 (F, violet) qui présente une efficacité exceptionelle de réactivation sur tous 

les OPs grâce à une très forte affinité, KD étant toujours inférieure à 1 μM. De plus, malgré cela, son 

IC50 reste à un ordre de grandeur de 10 μM, qui ne devrait pas poser de problèmes d’inhibition de 

l’enzyme native, contrairement à AB436 et AB153. 
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oxime KD (µM) kr (min-1) kr2 (mM-1min-1) 
IC50 

(µM) 

 VX Sarin Tabun Pox VX Sarin Tabun Pox VX Sarin Tabun Pox  

2-PAM 60 205 ⦰ 8,6 0,36 0,76 ⦰ 0,04 6 3,7 ⦰ 4,6 580 

HI-6 30 78 nd 28 0,5 1,05 nd 0,024 17 13,5 0,45 0,86 82 

              

A  

AB152 216 69 ⦰ nd 1,3 0,66 ⦰ nd 6 9 ⦰ 3 25 

AB645 81 33 nd 136 0,7 0,4 nd 1,8 9 12 14 13 13 

AB436 392 nd nd 185 1 nd nd 1 2 3 9 6 2 

B  

AB740 163 13 nd 83 2,6 1,2 nd 2,5 16 9 19 30 73 

AB737 688 224 737 257 1,9 0,37 2,6 1,7 3 2 3 7 620 

AB738 266 38 732 476 1,1 0,16 4,9 3,4 4 4 7 7 720 

AB739 29 7 246 144 0,2 0,1 1 0,67 6 15 4 5 837 

C  

AB558 562 129 ⦰ 478 3,34 0,65 ⦰ 7,7 6 5 ⦰ 25 48 

AB746 17 20 129 73 0,30 0,2 2,5 2 17 11 19 28 47 

AB392 1 8 4 8,2 0,07 0,07 0,11 0,24 72 9 27 29 104 

E  

AB639 617 44 247 277 1,9 0,34 2,4 2 3 8 10 7 96 

AB069 40 66 ⦰ 49 0,19 0,25 ⦰ 0,09 5 4 ⦰ 2 67 

AB588 88 24 77 170 0,26 0,12 1 1 3 5 13 6 296 

AB557 ⦰ ⦰ ⦰ ⦰ ⦰ ⦰ ⦰ ⦰ ⦰ ⦰ ⦰ ⦰ 2,3 

F  

AB745 43 26 10 161 0,49 0,18 0,47 4,1 11 7 45 25 99 

AB744 13 7 nd 52 0,19 0,12 nd 1,2 15 18 8 23 64 

AB589 44 23 11 54 0,42 0,19 0,56 1,9 10 8 49 35 23 

AB451 0,6 0,2 0,9 0,7 0,13 0,08 0,09 0,14 218 403 107 193 13 

AB647 123 127 108 nd 1,22 0,84 3,51 nd 10 7 32 28 44 

AB508 - - - - - - - - - - - - - 

AB641 23 904 13 184 0,25 1,5 0,3 3,3 11 2 23 18 32 

AB153 0,9 76 ⦰ 36 0,06 0,41 ⦰ 0,07 66 5 ⦰ 2 2.6 

G  

AB643 14 17 11 6 0,15 0,09 0.6 0,9 11 5 54 150 714 

AB555 - - - - - - - - - - - - - 

Tableau 11 : Résultats de réactivations in vitro des réactivateurs incluant un ligand aminé sur l’AChE inhibée par 
les analogues des NOPs et le paraoxon réalisés par l’équipe de José Dias à l’IRBA. Les résultats en rouge indiquent 
les réactivateurs sélectionnés pour être développés plus avant.  

A partir de ces résultats in vitro et des résultats in silico, une sélection des meilleures molécules de 

chaque groupe a pu être réalisée pour continuer leur évaluation in vivo (en rouge, Tableau 11 et 

tableau 10) en prenant en compte : leurs résultats d’amarrage moléculaire, le passage de la BHE simulé 

par Percepta, leur IC50, une réactivation in vitro large spectre, et permettant de réactiver 30% de l’AChE 

en 5 min (voir ci-après). Les sept molécules obtenues étaient : AB647, AB744, AB746, AB739, AB645, 
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AB745 et AB639 (en rouge dans le tableau 11). Parmi celles-ci, mon objectif était donc de synthétiser 

au moins 300 μmol de AB647 et AB745 pour que leur protection contre les OPs originaux soit évaluée 

in vivo par Guilhem Calas et Anne-Sophie Hanak, chercheurs à l’IRBA (Figure 45). A large spectre, ces 

molécules sont particulièrement efficaces pour réactiver l’AChE inhibée par le tabun et le paraoxon. 

Les autres molécules devaient être synthétisées par les Dr. Nicolas Probst et Julien Gasnot, post-

doctorants dans l’équipe. 

 

Figure 45 : Structure des trois molécules à synthétiser pour être testées in vivo. 

Afin d’affiner la sélection des molécules, il est possible de tirer des résultats des tests in vitro, en plus 

des seules constantes de réactivation, un autre outil : la zone d’efficacité thérapeutique. Elle 

correspond à la capacité d’un réactivateur à réactiver 30% de l’AChE inhibée par un OP en moins de 5 

min et à une concentration inférieure ou égale à 100 μM (zone verte en bas à gauche du graphe, Figure 

46).  

Les molécules retenues (dont AB745 et AB647) présentent donc des propriétés leur permettant d’être 

dans cette zone d’efficacité thérapeutique pour quasiment tous les OPs, au contraire du 2-PAM et du 

HI-6. L’efficacité de AB647 et AB745 se confirme contre le tabun et le paraoxon, elle est en revanche 

en retrait contre le sarin. Surtout, on remarque que malgré de faibles kr2 contre le sarin et le paraoxon, 

bien inférieures aux constantes des deux autres réactivateurs, le RM048 a une courbe d’efficacité 

thérapeutique équivalente. Le tabun reste cependant le point faible de ce réactivateur. Cet outil liant 

dose et cinétique de réactivation semble donc un complément très pertinent aux valeurs brutes des 

constantes de la réaction pour mieux prévoir l’effet protecteur in vivo. 
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Figure 46 : Durée nécessaire à la réactivation de 30% des AChEs en fonction de la concentration en réactivateur. 
Pox : paraoxon 

1.3. RM048 : résultats in vivo partiels 

Au début de ma thèse, les premiers résultats in vivo du RM048 présentés ci-après se sont révélés 

prometteurs et ont motivé la poursuite de son évaluation in vivo. Dans un premier temps, nous 

exposerons la définition de l’indice de protection et des paramètres pharmacocinétiques. 
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1.3.1. Indices de protection 

Pour rappel, la dose létale médiane (DL50) est la dose d’un produit pour laquelle 50% d’une population 

qui y est exposée meurt et l’indice de protection d’un réactivateur ou d’un cocktail médicamenteux 

pour un OP donné est défini comme le rapport de la DL50 de l’OP avec administration conjointe du 

réactivateur ou du cocktail médicamenteux sur celle de l’OP seul. Cet indice correspond donc au 

facteur par lequel la DL50 de cet OP est multipliée en présence du réactivateur. Ainsi, plus l’indice est 

élevé, plus le réactivateur est protecteur. 

IP =  
𝐷𝐿50 𝑂𝑃+𝑎𝑛𝑡𝑖𝑑𝑜𝑡𝑒

𝐷𝐿50 𝑂𝑃
 

L’indice de protection a été mesuré pour le RM048 et les oximes de référence par Guilhem Calas et 

Anne-Sophie Hanak dans le cadre d’intoxications sous-cutanées de souris Swiss mâle par les analogues 

respectifs du VX et du sarin : le NEMP et le NIMP, ainsi que par le paraoxon. La mesure a été faite pour 

le réactivateur seul sous forme de sel d’acide méthanesulfonique (mésylate) à 100 μmol/kg ou en 

combinaison avec de l’atropine à 10 mg/kg injectés par voie intrapéritonéale (Tableau 12).  

Réactivateur 
Sans atropine Atropine 10 mg/kg 

NIMP NEMP Paraoxon NIMP NEMP Paraoxon 

ø 1 1 1 1,7 1,83 2,43 

2-PAM 1,07 1,43 2,58 2,04 4,03 4,95 

HI-6 2,63 3 1,6 7,03 7,63 4,3 

Obidoxime 2,85 2,27 3,79 nd nd nd 

RM048 MeSO3H 1,27 2,56 6,1 3,87 6,57 14,23 

Tableau 12 : Indices de protection du RM048 MeSO3H et de trois réactivateurs de référence (2-PAM, HI-6 et 
obidoxime) injectés seuls à la dose de 100 µmol/kg ou en combinaison avec de l’atropine (10 mg/kg) contre une 
intoxication sous-cutanée par un composé organophosphoré (NIMP, NEMP, paraoxon)(nd = non déterminé). 

Le RM048 procure une protection supérieure au 2-PAM pour tous les OPs testés et une protection 

supérieure à tous les réactivateurs de référence testés pour le paraoxon. Cette protection est 

cependant inférieure au HI-6 pour le NIMP et légèrement plus faible pour le NEMP. On observe aussi 

qu’en présence d’atropine, qui apporte par elle-même un effet protecteur, la protection n’est pas 

cumulative mais synergique : l’effet protecteur des réactivateurs est décuplé. Le RM048 devient très 

efficace contre l’intoxication au paraoxon. Tous les tests in vivo qui ont fait suite à ceux-ci ont été 

réalisés avec du sulfate d’atropine car, sans atropine, l’intoxication par les agents G originaux en 

injection sous-cutanée était trop rapide et les réactivateurs seuls, quels qu’ils soient, étaient 

inefficaces. De plus, cette combinaison thérapeutique mime plus fidèlement le cocktail 

médicamenteux administré aux patients aujourd’hui. Du point de vue de la protection il fallait donc 
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tester le RM048 sur les neurotoxiques originaux avec une dose rationnalisée de 3 mg/kg de sulfate 

d’atropine en comparant avec les réactivateurs de référence. De plus, Guilhem Calas voulait comparer 

l’indice de protection des différents réactivateurs non plus à une dose équimolaire de 100 μmol/kg 

mais à une dose équitoxique, à savoir leur NOAEL (Non Observed Adverse Effect Level ou dose sans 

effet nocif observable) qui correspond à la dose maximale de réactivateur qui n’induit pas d’effet nocif. 

Cette NOAEL permet de mesurer la protection d’un réactivateur à une dose optimisée car elle est 

maximale tout en étant affranchie de la toxicité intrinsèque du réactivateur, qui peut contrebalancer 

son efficacité. L’objectif était donc de déterminer la dose NOAEL ainsi que la DL50 du RM-048. 

1.3.2. Pharmacocinétique 

Le RM-048 a été formulé sous trois formes : neutre, sel de chlorhydrate (RM-048 HCl) et sel de 

mésylate (RM048 MeSO3H). Trois paramètres pharmacocinétiques de ces différentes formulations à 

100 μmol/kg ont été déterminés sur des souris suivant une méthode développée par Guilhem Calas et 

présentée dans la publication (Calas, 2017).351 Le temps de résidence moyen MRT (mean residence 

time) dans le plasma, qui doit être le plus long possible, a été déterminé, ainsi que le pourcentage de 

réactivation maximum %react max et la durée tmax nécessaire pour atteindre ce pourcentage. Les sels 

étaient directement dissous, tandis que la forme neutre était dissoute dans du DMSO (1% final) puis 

dans une solution de crémophor (tensioactif) (10% final) et enfin dans le sérum physiologique. 

Réactivateur MRT (min) tmax (min) %react max 

2-PAM 31 4,5 51 

HI-6 45,1 5,8 117,7 

RM048 14 7,5 48,5 

RM048 HCl 14,5 6 48,7 

RM048 MeSO3H 20,5 3,5 59,1 

Tableau 13 : Paramètres pharmacocinétiques de différents réactivateurs administrés à 100 μmol/kg à une souris 
par voie intrapéritonéale. 100% de réactivation a été fixé arbitrairement à la réactivation maximale fournie par 
le HI-6 à 200 µM, une valeur supérieure est donc possible. 

Entre la forme neutre et la forme chlorhydrate du RM048, il n’y a quasiment pas de différence, si ce 

n’est une réactivation maximale atteinte plus rapidement (Tableau 13). Cependant la formulation sous 

forme de sel de mésylate apporte un effet favorable significatif en augmentant le pourcentage 

maximum de réactivation de 10% dans un temps réduit de moitié et en augmentant le temps de 

résidence moyen de 46%. Malgré tout le HI-6 reste plus de deux fois plus longtemps dans le plasma et 

la réactivation atteinte au maximum avec ce réactivateur est deux fois plus élevée. Cet effet de la 
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formulation étant prometteur, mon objectif était de formuler le RM048 selon ces différents sels et les 

besoins des biologistes, ainsi qu’avec deux autres sels qu’il nous paraissait intéressant de tester : sel 

d’hexafluorophosphate (PF6
-) et sel de bis(trifluorométhylsulfonyl)imide (NTf2

-). En effet le type de sel 

peut grandement influencer les propriétés physico-chimiques du composé telles que son 

hydrosolubilité, son hygroscopie, sa cristallisation et sa forme solide, sa stabilité etc.430 De très 

nombreux sels sont utilisés en chimie médicinale. Les sels de chlorhydrate et de mésylate utilisés ici 

représentent respectivement 56,6% et 53,4% des formulations orales de médicament et 4,4% et 3,9% 

des formulations injectables.431 L’effet de la formulation sur la pharmacocinétique a d’ailleurs aussi été 

observé sur un autre réactivateur du projet ANR CNS Antidotes, le KM297, où les formes neutre et sels 

de chlorhydrate, mésylate et acétate ont des différences significatives sur le pourcentage de 

réactivation au fil du temps et sur leur temps de résidence moyen.432 

Un autre élément rendait le RM048 intéressant : il a été montré par deux équipes de recherche, 

l’équipe de la professeure Marie-Pierre Dehouck de l’Université d’Artois et celle de la professeure 

Belen Perez de l’Université autonome de Barcelone, que le RM048 sous forme de base libre neutre 

pouvait très facilement traverser la barrière hémato-encéphalique. Le test PAMPA réalisé par l’équipe 

croate donne une perméabilité de 8,1.10-6 cm/s, largement supérieure à la valeur de 5,1.10-6 cm/s à 

partir de laquelle un composé est considéré comme ayant une très bonne capacité de passage à travers 

la BHE.7  

 

Figure 47 : Coefficient de perméabilité Pe des différents réactivateurs et du diazépam, molécule de référence 
connue pour bien traverser la BHE, obtenu par test PAMPA sur cultures de cellules endothéliales humaines 
reproduisant in vitro une BHE telle qu’elle peut être in vivo. 

Dans le test réalisé par l’équipe de M.-P. Dehouck, la vitesse de diffusion Pe des réactivateurs est 

mesurée à travers des cellules endothéliales cultivées reproduisant une BHE humaine, qui sont 
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dérivées de cellules souches humaines de sang ombilical. Le RM048 passe très bien la BHE puisque sa 

perméation est largement supérieure à celle du diazépam (Figure 47), molécule prise comme 

référence pour le passage de la BHE, et ce, sans effet de concentration. Comme attendu, les 

réactivateurs de référence passent beaucoup moins bien la BHE.  

Enfin, l’équipe de Zrinka Kovarik a montré que le RM048 était très peu cytotoxique sur des modèles 

de cellules neuronales et d’astrocyte in vitro avec des IC50 supérieures à 800 μM.6 

1.4. Objectif 

Tous ces résultats positifs font du RM048 un des réactivateurs phare pour notre équipe. Je devais donc 

synthétiser en grande quantité du RM048 et le formuler suivant les besoins sous forme de sel de 

chlorhydrate ou de mésylate, ainsi que de PF6
- et de NTf2

-. Cela doit permettre de déterminer la NOAEL 

du RM048, sa DL50, les indices de protection et sa pharmacocinétique. 

Je devais aussi synthétiser au moins 300 μmol de AB647 et AB745 et les formuler sous forme de sel de 

trifluoroacétate (TFA), forme choisie précédemment par Anissa Braïki pour les mesures in vitro, pour 

déterminer leurs indices de protection. 

Ces travaux se faisaient dans le cadre du projet ANR CNS Antidote impliquant notre équipe, celle de 

l’IRBA, celle de la Pr. M.-P. Dehouck à l’Université d’Artois (Laboratoire de la BHE) et celle du Dr. Rachid 

Baati à l’Université de Strasbourg.  

2. SYNTHESE 

2.1. Rétrosynthèse 

La voie de synthèse suivie pour préparer ces trois composés a été développée par le Dr. Nicolas Probst, 

postdoctorant impliqué dans le projet CNS-Antidote, et a déjà été présentée dans la littérature pour la 

synthèse du JR595.6 Elle diffère de la synthèse développée par Anissa Braïki par la nature et l’ordre des 

étapes de protection et déprotection au cours de la synthèse sur les groupes phénol et aldéhyde du 

noyau pyridine.348 Ici, la fonction phénol de 7 est protégée sous forme d’éther benzylique et l’aldéhyde 

sous forme d’acétal pour l’intermédiaire 8 qui est l’intermédiaire-clé commun à toutes les préparations 

des réactivateurs conçus au laboratoire (Schéma 7). La voie de synthèse utilisée précédemment 

nécessitait également la protection de la fonction phénol sous forme d’éther benzylique, mais 
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impliquait aussi la transformation d’un ester méthylique en aldéhyde lors des dernières étapes de 

synthèse, nécessitant ainsi une série d’étapes de protection/déprotection tardive. Ainsi, bien que les 

deux voies de synthèse comportent le même nombre d’étape (9 ou 10), la synthèse de chaque produit 

final nécessitait précédemment 6 ou 7 étapes à partir de l’intermédiaire clé, tandis que cette nouvelle 

voie n’implique plus que 4 ou 5 étapes à partir de l’intermédiaire clé 8. Cette fonctionnalisation plus 

tardive constitue l’avantage essentiel de cette nouvelle voie pour synthétiser une large gamme de 

réactivateurs comportant des ligands variés.  

 

Schema 7 : schéma de rétrosynthèse des réactivateurs RM048, AB647 et AB745. 

Afin d’obtenir la structure finale des réactivateurs, deux voies de synthèses peuvent être proposées. 

La voie A qui consiste à réaliser une réaction de couplage de Sonogashira entre la pyridine bromée 8 

et le butyn-1-ol 5a ou pentyn-1-ol 5b, suivie d’une réaction de substitution nucléophile avec l’amine 

secondaire 3 après avoir converti l’alcool des composés 4a ou 4b en groupe partant. Cette voie a été 

utilisée pour la synthèse du RM048 et de l’AB745. La voie B – plus convergente – consiste en une 

réaction de couplage de Sonogashira entre la pyridine 8 et l’alcyne 6, ce dernier étant préparé par 

substitution nucléophile entre l’amine secondaire 3 et le pentyn-1-ol ou du butyn-1-ol. Cette seconde 

alternative a été utilisée pour la synthèse d’AB647. 
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2.2. Synthèse de l’intermédiaire 8 

L’intermédiaire de synthèse 8 est un intermédiaire clé pour la synthèse de ces trois réactivateurs mais 

aussi pour celle des réactivateurs des chapitres II et III. Il a donc été synthétisé plusieurs fois en très 

grande quantité selon un protocole qui avait précédemment été optimisé. Au cours de ma thèse, trois 

lots du composé 8 de respectivement 13,3, 15,1 et 22,2 g ont donc été obtenus en 5 étapes avec un 

rendement global de 46 à 51%, à partir de l’acide 3-hydroxy picolinique 7, qui a un prix d’environ 105 

euros pour 25 g chez le fournisseur Fluorochem (Schéma 8). L’avantage de cette voie synthétique est 

que, sur les 5 étapes de synthèse, seule l’étape de benzylation du composé 10 nécessite une 

purification sur colonne de silice, qui se révèle de surcroit simple car elle consiste à séparer le bromure 

de benzyle en excès du produit final 11, qui ont des polarités nettement distinctes. Pour les autres 

étapes, le produit obtenu est suffisament pur pour être engagé dans l’étape suivante sans purification. 

 

Schema 8 : Synthèse en 5 étapes de l’intermédiaire clé de la synthèse des réactivateurs RM048, AB647 et AB745. 

L’estérification de l’acide 3-hydroxy picolinique 7 en condition acide a été réalisée avec de bons 

rendements autour de 80%, en prenant la précaution de neutraliser lentement la solution aqueuse 

avec du NaHCO3 jusqu’à atteindre un pH de 8,4 pour pouvoir extraire efficacement l’ester méthylique 

9 avec du dichlorométhane (DCM). Le protocole de l’étape suivante de bromation avait précédemment 

nécessité une optimisation pour éviter la formation du produit secondaire di-bromé en positions 4 et 

6. L’addition de 1,2 équivalent de dibrome se fait donc en 4 ajouts espacés de 30 min dans la solution 

aqueuse refroidie par un bain de glace et contenant elle-même de la glace pour garder la température 

du milieu réactionnel à 0 °C de façon optimale, ainsi que pour faciliter la réaction sous l’effet de 

l’agitation, car le dibrome Br2 est peu soluble dans l’eau. De cette façon seul le produit mono-bromé a 

été obtenu. Après benzylation quasi quantitative du phénol 10 en présence de bromure de benzyle en 

condition basique (K2CO3), l’ester 12 obtenu a été réduit quantitativement par 2 équivalents de DIBAL 

(hydrure de diisobutylaluminium) à -78 °C en seulement 15 minutes pour éviter toute réduction 
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supplémentaire. Le DIBAL est neutralisé par du méthanol ajouté à -78 °C, suivi de l’addition de solution 

de NaOH aqueuse à 1 M. Enfin, la protection de l’aldéhyde 13 en acétal a été réalisée aussi avec de 

très bons rendements, en présence d’éthylène glycol et de l’acide de Lewis BF3.Et2O en conditions 

anhydres. Le grand nombre d’équivalents d’éthylène glycol nécessite en revanche de nombreux 

lavages aqueux et un séchage intensif sous pression réduite. Le composé 8 est donc obtenu en grandes 

quantités sur 5 étapes avec un rendement global de 46 à 51%. 

2.3. Synthèse du RM048 

La synthèse du RM-048 débute par le couplage pallado-catalysé de Sonogashira entre le pentyn-1-ol 

et la pyridine bromée 8 (Schéma 9). L’utilisation du catalyseur tetrakis(triphenylphosphine) palladium 

(0) nécessite de faire la réaction à l’abri de la lumière et sous argon. La solution est préalablement 

dégazée par un bullage d’argon pendant 15 min pour éviter la potentielle formation du produit 

secondaire issu de l’homocouplage de Glaser. Ces conditions ont été utilisées pour tous les couplages 

de Sonogashira réalisés lors de cette thèse. La purification, qui avait été réalisée dans un premier temps 

selon un gradient EP/AcOEt (éther de pétrole/acétate d’éthyle) 1/1 -> 0/1, a ensuite été changée en 

utilisant un gradient DCM/MeOH 1/0 -> 95/5, qui donne une meilleure séparation des impuretés en 

moins de temps. Le produit de couplage 4b a été obtenu avec de bons rendements, autour de 80%.  

 

Schema 9 : Les deux premières étapes de la synthèse de RM048. 

L’ajout du motif morpholine se fait ensuite en deux étapes successives : d’abord l’activation de l’alcool 

sous forme de mésylate, directement utilisé après un lavage aqueux, puis la substitution nucléophile 

de la morpholine sur celui-ci à reflux dans l’ACN. Là encore les rendements sont très bons et peu de 

produits secondaires sont observés par chromatographie sur couche mince (CCM). La diminution de la 

polarité de 14 rend de nouveau favorable l’utilisation d’un éluant EP/AcOEt pour le purifier par 

chromatographie sur gel de silice. 



 

 

CHAPITRE I : SYNTHESE DE REACTIVATEURS NON CHARGES ET LEUR EVALUATION IN 
VIVO 

133 

 

 

Schema 10 : Dernières étapes de synthèse du RM048. 

L’étape suivante de la synthèse est avantageuse car elle permet de réaliser simultanément la réduction 

de l’alcyne en alcane correspondant ainsi que l’hydrogénolyse de l’éther benzylique (Schéma 10). 

Cependant cette hydrogénolyse peut provoquer l’apparition d’un produit secondaire qui sera 

observée pour plusieurs autres synthèses de réactivateurs faisant aussi appel à cette réaction.  

En effet, la première hydrogénolyse réalisée sur le composé 14 a été faite avec Pd(OH)2 et H2 à pression 

atmosphérique durant 19 h. Bien que l’analyse du spectre RMN du brut réactionnel semblait 

satisfaisante et correspondre au produit 15 attendu, la réaction suivante consistant à déprotéger 

l’aldéhyde n’a pas permis d’obtenir le produit déprotégé 17. La purification à cette étape a au contraire 

permis d’isoler un produit majoritaire qui s’est révélé être le produit secondaire 16, contenant l’alcool 

correspondant à l’ouverture de l’acétal. L’analyse RMN confirme cette hypothèse ainsi que l’analyse 

du produit par spectrométrie de masse haute résolution (HRMS) qui indique un produit correspondant 

à un pic m/z à 325,2136. La durée de l’hydrogénolyse a donc dûe être trop longue, laissant le temps à 

ce produit de se former ; la durée de cette réaction d’hydrogénation a donc été réduite à 2h – 2h30, 

tout en réalisant la réaction sous 5 bar de pression de H2 pour accélérer la réaction. Cette stratégie est 

assez efficace puisqu’un rendement de 75% a été obtenu. Il s’avère cependant difficile de déterminer 

le bon moment pour arrêter la réaction, entre la conversion optimale du produit de départ et 

l’apparition du composé 16, d’autant que le suivi CCM est plus difficile à réaliser avec un réacteur sous 
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pression. Pour obtenir le rendement mentionné il a ainsi fallu remettre sous hydrogénolyse une 

fraction de mélange obtenue après purification car elle contenait encore du produit de départ. 

La déprotection de l’acétal se fait ensuite dans une solution 1/1 d’acide formique et d’eau. Plusieurs 

essais (notamment pour la synthèse de l’AB745) ont montré que 60 °C était une température de 

réaction suffisante pour obtenir une conversion complète sans conduire à des produits de dégradation. 

De plus, le suivi CCM étant quasiment impossible (un co-spot du produit de départ avec de l’acide 

formique comparé au mélange réactionnel n’étant pas concluant), nous avons aussi conclu qu’une nuit 

était une durée suffisante pour avoir une conversion totale. La solution est ensuite doucement 

neutralisée par NaHCO3 pour être extraite et purifiée par chromatographie sur gel de silice. La 

concentration sous vide du produit doit cependant se faire rapidement, en dessous de 30 °C, car tous 

les aldéhydes de ce type (chapitres I et II) noircissent à la chaleur. L’aldéhyde 17 a ainsi été obtenu 

avec un rendement de 65% et a été converti en quelques heures en l’oxime correspondante en 

présence de 2 équivalents d’hydroxylamine aqueuse dans le méthanol. Après purification sur gel de 

silice avec un gradient DCM/MeOH 100/0 -> 95/5, 820 mg de RM048 ont été obtenus sous forme d’un 

solide blanc avec un rendement global de 31% sur 5 étapes à partir de l’intermédiaire 8. Malgré 

quelques difficultés, cette synthèse est donc efficace et permet la synthèse de grandes quantités de 

produit à l’échelle du gramme. 

Par comparaison, la synthèse employée par Anissa Braïki permettait d’obtenir le réactivateur désiré 

avec un rendement global d’environ 20% à partir de l’acide 3-hydroxy picolinique 7, tandis que cette 

synthèse incluant une fonctionnalisation plus tardive, a permis de préparer RM048 avec un rendement 

global similaire de 16%. 
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2.4. Synthèse du AB745 

La synthèse de l’AB745 suit les mêmes étapes que pour RM048. Le couplage de Sonogashira entre 

l’intermédiaire 8 et le butyn-1-ol est ainsi aussi efficace qu’avec le pentyn-1-ol pour obtenir le produit 

de couplage 4a, avec de très bons rendements, supérieurs à 80% (Schéma 11). 

 

Schema 11 : Premières étapes de la synthèse de AB745. 

Cependant, l’étape suivante de substitution nucléophile de la phénylpipérazine sur l’alcool activé sous 

forme de mésylate est plus délicate, le mésylate et l’amine finale étant beaucoup plus sujet à une 

élimination suivie de la formation d’un alcène terminal sur cette chaîne à 4 carbones, grâce à la 

conjugaison stabilisante avec l’alcyne en position β. Or la formation d’un produit secondaire 

présentant une polarité proche du produit désiré 18 a été observée. Une chromatographie flash sur 

colonne de silice utilisant un gradient AcOEt/EP 0/10 -> 65/35 n’a pas permis de séparer les produits 

et l’analyse de spectre RMN montrait une impureté présentant un système de doublets de doublets 

entre 5,5 et 6,0 ppm, qui peuvent correspondre aux signaux des protons portés par l’alcène de ce 

produit d’élimination. En considérant la présence de cette impureté, le rendement de la réaction de 

substitution nucléophile peut être ramené à 63%.  

Le rendement global de la synthèse pourrait être amélioré si l’amine était directement greffée sur le 

pentynol en amont de la réaction de Sonogashira (voie B Schéma 7), forts de cette expérience, c’est 

cette stratégie que nous avons suivie pour la synthèse de AB647. 
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Schema 12 : Dernières étapes de synthèse de AB745. 

La réaction d’hydrogénation et d’hydrogénolyse de 18 utilisant Pd(OH)2 à 20% molaire sous H2 à 

pression atmosphérique s’est ensuite révélée très lente (Schéma 12). Le suivi CCM était de plus assez 

difficile car les rapports frontaux des produits de départ et d’arrivée sont proches et que la tâche de 

ce dernier peut se dédoubler à l’élution et peut donc se confondre avec un reste de produit de départ, 

comme l’a vérifié l’analyse des pics m/z de chaque tâche CCM par TLC-MS. Celle-ci a permis de montrer 

que la conversion était totale au bout de 9 jours, mais un suivi RMN aurait pu être plus efficace. 

Malheureusement, avec une telle durée de réaction, le même produit secondaire que dans la synthèse 

de RM048, résultant de l’ouverture de l’acétal (20), a eu le temps de se former simultanément au 

produit désiré 19. La séparation par chromatographie flash sur gel de silice a été délicate mais a permis 

de montrer que 27% du composé 20 avait été formé, contre 59% pour le composé désiré 19. 

L’hydrogénolyse de l’ether benzylique et la réduction de l’alcyne sous pression utilisée pour RM048 

pourrait donc être envisagée, mais la quantité de produit obtenue étant suffisante, la réaction n’a pas 

eu à être répétée. 
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La configuration spatiale de l’azote de la pyridine et de l’acétal adjacent, ainsi que l’ouverture de 

l’acétal observée à cette étape pour toutes ces synthèses, laissent penser que l’azote de la pyridine et 

l’un des atomes d’oxygène de l’acétal soient impliqués dans la complexation du palladium durant la 

réaction. La comparaison avec les résultats d’Anissa Braïki semble confirmer cette hypothèse car la 

réaction d’hydrogénolyse fournissait des rendements quantitatifs et se faisait sur les mêmes substrats, 

excepté l’acétal qui était alors remplacé par un ester méthylique. Cette complexation expliquerait donc 

la relative difficulté de cette réaction sur ce type de substrat. De plus la cinétique plus lente de la 

réaction sur 18 par rapport à 14 (Schéma 10), qui s’est aussi vérifiée sur 23 (Schéma 14), pourrait 

s’expliquer par une participation notable du motif pipérazine à la complexation du palladium. 

Ensuite, la déprotection de l’acétal a été réalisée à une température (50 °C) légèrement inférieure à 

celle de la synthèse du RM048 (60 °C), et ceci afin de limiter au maximum l’apparition de produits de 

dégradation. Le résultat montre que des rendements similaires (65% pour RM048 et 62% pour AB745) 

sont obtenus à cette température. Cependant, l’extraction a aussi été particulièrement difficile : lors 

de la neutralisation de la solution acide le produit a précipité sous forme de solide marron qui était 

très peu soluble dans la phase organique. De multiples extractions avec du DCM et du chloroforme 

(CHCl3) ont donc été nécessaires.  

Enfin, comme pour la majorité des synthèses de cette thèse, la réaction de formation de l’oxime à 

partir de l’aldéhyde 21 a été réalisée avec une très bonne conversion. En revanche une impureté jaune 

avec une polarité extrêmement proche de AB745 a nécessité deux purifications successives avec un 

gradient DCM/MeOH 100/0 -> 95/5 pour en être débarassé. Finalement, les fractions récupérées ont 

représenté un rendement de 81%, ce qui a permis d’obtenir 603 mg de AB745 sous forme de solide 

blanc à partir de l’intermédiaire 8 en 5 étapes avec un rendement global de 17%.  

Pour comparaison, la voie de synthèse utilisée par Anissa Braïki a permis d’obtenir le produit désiré 

avec un rendement global de 10% en 9 étapes, tandis qu’il a été obtenu ici avec un rendement global 

similaire de 9% sur 10 étapes. En ramenant également cette voie de synthèse à 9 étapes grâce à la voie 

B (Schéma 7) et en optimisant les étapes d’hydrogénolyse/réduction et de déprotection de l’acétal de 

façon similaire à la synthèse de RM048, cette synthèse devrait être plus efficace pour obtenir de 

grandes quantités du produit.  
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2.5. Synthèse du AB647 

Compte tenu de la réaction d’élimination du mésylate observée pour AB745, la synthèse de AB647 a 

été réalisée selon la voie B, plus convergente que celle utilisée pour les deux précédents réactivateurs 

(voie A) (Schéma 13). 

 

Schema 13 : Premières étapes de la synthèse de AB647. 

La première étape consistait donc en la substitution nucléophile de la 1-(2-pyrimidyl)pipérazine sur le 

mésylate du butyn-1-ol 5a. Le rendement modeste de 68% obtenu pour cette réaction peut s’expliquer 

par la réaction d’élimination, comme expliquée précédemment, et par une évaporation importante du 

solvant due à une fuite dans le montage. Après purification par chromatographie flash, l’alcyne 

fonctionnalisé 22 a été engagé dans une réaction de couplage de Sonogashira avec la bromo pyridine 

8. Nous préparons nous-même le catalyseur Pd(PPh3)4 à partir de PdCl2 et le conservons à -20 °C à l’abri 

de la lumière sous argon car ce composé se dégrade relativement vite. Malgré cela, la qualité des 

stocks baisse au fil du temps, le produit passant de jaune clair brillant à orange. L’utilisation d’un lot 

plus ancien a donc rendu la réaction moins efficace pour cette étape et a nécessité de rajouter 5% 

molaire de Pd(PPh3)4 ainsi que de CuI, et de rallonger la réaction de 3 jours, pour obtenir finalement le 

produit de couplage 23 avec 62% de rendement. 

L’étape limitante de cette synthèse est l’hydrogénolyse/réduction, qui a été encore plus délicate que 

pour AB745. Différents lots de 23 (Schéma 14) ont été soumis à différentes conditions : 20 mol% de 

Pd/C avec 5 équivalents d’acide acétique (pour augmenter son efficacité et peut-être réduire le 

potentiel pouvoir complexant de la pipérazine ou de la pyridine en la protonant), pendant 4 heures, 

ou bien 20 mol% de Pd(OH)2 pendant 20 h sous pression atmosphérique de H2. Après filtration sur 
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célite, seule la réduction de l’alcyne a pu être observée, l’éther de benzyle n’ayant pas été touché. Des 

conditions sous pression, soit 20 mol% de Pd(OH)2 sous 8 bars de dihydrogène pendant 24 h, soit 40 

mol% de Pd(OH)2 sous 15 bars durant 43 h, n’ont pas permis d’obtenir des quantités significatives du 

produit déprotégé, selon l’analyse du spectre RMN du brut réactionnel. Une partie de ce brut a été 

soumis à 10 bars de H2 durant 24 h avec 30 mol% de Pd/C, sans amélioration notable. Finalement, tous 

les lots ont été rassemblés pour subir une dernière hydrogénolyse à 3 bar de pression toute une nuit 

avant d’être purifié pour obtenir le produit débenzylé 24 avec seulement 32% de rendement.  

 
Schema 14 : Dernières étapes de la synthèse de AB647. 

La déprotection de l’aldéhyde dans le mélange eau/acide formique a en revanche été réalisée avec un 

rendement de 76%. L’extraction a été moins difficile que pour AB745 mais l’utilisation d’un mélange 

DCM/AcOEt 4/1 (v/v) a semblé nécessaire pour augmenter la solubilité du produit. Enfin, la formation 

de l’oxime sur cet aldéhyde s’est faite avec un très bon rendement de 91% après purification par 

chromatographie sur gel de silice par un gradient DCM/MeOH 100/0 -> 95/5. 309 mg de AB647 ont 

donc été obtenus sous forme d’un solide blanc en 4 étapes à partir de l’intermédiaire 8 avec un 

rendement global de 14%. En considérant l’étape fortement limitante de l’hydrogénolyse/réduction, 

la voie convergente choisie s’est avérée un choix avantageux. 
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La synthèse employée par Anissa Braïki permettait d’obtenir le réactivateur en 10 étapes avec un 

rendement global d’environ 8% à partir de l’acide 3-hydroxy picolinique de départ (mais n’est pas tout 

à fait représentatif du fait de la perte de matière à une des étapes par la casse d’un ballon) tandis que 

cette synthèse le fournit avec un rendement global similaire de 7% sur 9 étapes. L’optimisation de 

l’étape limitante d’hydrogénolyse rendrait cette voie plus avantageuse, outre la fonctionnalisation plus 

tardive qu’elle permet. 

2.6. Purification et formulation 

2.6.1. Ancienne et nouvelle méthode 

Avant d’être envoyés aux biologistes de l’IRBA, ces réactivateurs devaient être formulés sous forme de 

sels pour augmenter leur solubilité et devaient avoir présenté une pureté d’au moins 95% par analyse 

HPLC. Pour effectuer une bonne comparaison, AB745 et AB647 devaient être formulés pour les tests 

in vivo sous forme de sel de trifluoroacétate qui était la formulation utilisée par Anissa Braïki pour les 

tests in vitro. Pour obtenir ces sels la méthode précédente consistait à purifier les produits finaux par 

chromatographie flash automatique, en phase inverse, avec une phase mobile TFA 0.1% aq./ACN puis 

de vérifier, après lyophilisation, le nombre d’équivalents de TFA liés au produit par analyse 

élémentaire. La pureté était vérifiée par analyse HPLC en phase inverse avec pour phase mobile 

ACN/TFA 0,1% aq. avec détection UV à la longueur d’onde d’absorbance maximale (max plot). 

Cependant cette méthode n’était en pratique plus possible au laboratoire, notamment la phase mobile 

composée de TFA à 0,1% qui détériorait trop rapidement les phases stationnaires des colonnes 

disponibles au laboratoire en raison du pH trop bas, autour de 2. De plus il était difficile d’obtenir des 

analyses élémentaires correctes en raison des propriétés hydrophiles de ces sels de trifluoroacétates 

et des différents sites de protonation présents sur les molécules, afin de donner la composition exacte 

des échantillons envoyés à l’IRBA. Le dosage acido-basique avait aussi été envisagé comme alternative 

pour mesurer la quantité d’acide ajoutée, mais le pKa des amines étant très proches de ceux de l’oxime 

ou du phénol, un seul saut de pH était observable, duquel il n’était pas possible d’en déduire les 

informations voulues.  

Pour ces différentes raisons il nous semblait plus précis de faire la formulation sur un produit déjà pur 

en ajoutant de façon précise le nombre d’équivalents d’acide souhaité avec le produit en solution. 

Après évaporation dans un vial taré, la différence de masse permet une vérification approximative du 

nombre d’équivalents ajoutés. La pureté du produit est ensuite revérifiée par analyse LC/MS avec 

détection UV, généralement aux longueurs d’onde de 230, 254 et 270 nm, les spectres d’absorption 
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des différents pics étant en outre disponibles si besoin. Pour les sels d’autres acides que le TFA utilisés 

sur les autre produits finaux, la même méthode est utilisée, excepté pour les contre-ions PF6
- et NTf2

- 

utilisés sur des sels de RM048, faisant appel à une métathèse ionique. 

Pour AB647 et AB745, pour effectuer une seconde vérification plus précise du nombre d’équivalents 

de trifluoroacétates ajoutés, nous avons aussi réalisé une courbe d’étalonnage quantitative de la 

concentration en groupe CF3 (avec le produit de qualité HPLC dichlorobenzotrifluoride) en fonction de 

l’intégration du pic correspondant en RMN du fluor (voir protocole en partie expérimentale).  

Néanmoins la mise au point d’une formulation et d’une purification sûres et fiables se sont heurtées 

au début de la thèse à de sérieuse difficultés sur les premiers produits synthétisés, dont AB745. 

2.6.1. Difficultés de purification et d’analyse de la pureté 

La vérification de la pureté des premiers sels de TFA du composé AB745 ont révélé plusieurs pics 

secondaires en HPLC analytique utilisant pour phase mobile de l’acétonitrile en mélange avec soit de 

l’acide formique à 0,1 ou 0,2%, soit de l’acétate d’ammonium à 20 mM, et la détection UV. Si certains 

pics pouvaient être de véritables impuretés présentes dans le produit, il ne nous est apparu que 

tardivement que les pics les plus importants étaient aussi le produit désiré, présent soit dans un état 

de protonation différent, soit avec un contre-ion différent du pic majoritaire, ce qui change son temps 

de rétention. En effet, l’acide formique comme l’acétate d’ammonium, quelque soit leur 

concentration, ne permettent pas de fournir le produit sous une seule forme et de remplacer 

totalement le TFA, notamment à cause d’un pH trop élevé. 

Mais dans un premier temps, croyant que la pureté n’était pas suffisante par purification en phase 

normale, le produit a été passé sur HPLC préparative en phase inverse, possédant normalement une 

meilleure résolution de purification. Malheureusement cette purification posait plusieurs problèmes 

identifiés les uns après les autres : la faible solubilité du produit dans l’eau pour l’injection (le méthanol 

étant donc nécessaire), la résolution de la séparation qui n’était satisfaisante qu’avec l’injection de 

quelques dizaines de mg de produit maximum sur les colonnes ayant la plus grande capacité de charge 

disponibles au laboratoire, et la dégradation de l’oxime en nitrile en phase aqueuse acide qui 

compromet toute la purification. Malgré tout, la pureté était améliorée pour certaines fractions, sans 

pour autant atteindre 95%, car le dédoublement des pics du produit était toujours présent en HPLC 

analytique. Durant ces optimisations de purification, une part non négligeable de produit a été perdue.  
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Figure 48 : analyse HPLC de RM048 (droite) en phase inverse avec pour phase mobile ACN/TFA 0,1% aq. Un léger 
dédoublement du pic est observable. 

Finalement, lorsque l’hypothèse des différentes formes acido-basiques a été posée, l’utilisation d’une 

phase mobile ACN/TFA 0,1% aq. a été réautorisée de façon exceptionnelle en HPLC analytique au 

laboratoire. Un resserrement net des pics a alors été observé, plus efficace sur RM048 que sur AB746 

(qui possède un plus grand nombre de formes chargées possibles) (comparaison RM048 et AB647 

Figure 48 et 49, et comparaison phases mobiles acide formique 0,1% aqueux et TFA 0,1% aqueux pour 

le AB746 Figure 49). Cela a aussi permis de montrer que la purification en phase normale suffisait pour 

atteindre des puretés supérieures à 95%. Sauf cas spécial, la purification en phase inverse a donc été 

abandonnée pour utiliser des colonnes de silice sphérique de granulométrie 15 μm en phase normale. 

Cette vérification de la pureté utilisant du TFA a permis d’assurer une pureté HPLC de 97,7% à un lot 

de sel de mésylate de RM048 (1,1 équivalent) de 495 mg. 

2.6.3. Analyse UHPLC/MS 

Cependant, un appareil de UHPLC/MS est ensuite arrivé à l’institut, permettant de ne plus avoir aucune 

incertitude vis-à-vis du dédoublement des pics et d’utiliser les phases mobiles plus courantes comme 

l’acide formique ou l’acétate d’ammonium, car la masse de chaque pic pouvait être vérifiée, 

fournissant une plus grande certitude sur la nature du composé que la comparaison des spectres 

d’absorption des différents pics (Figure 49). 
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Figure 49 : Analyse HPLC de AB746 avec pour phase mobile ACN/TFA 0,1% aq. (haut) et analyse UHPLC/MS de 
AB647 avec pour phase mobile ACN/Ac. formique 0,1 % aq. (milieu), les masses des pics 1 et 2 correspondent au 
produit AB647 de masse exacte 356,2 (bas). 

Grâce à cette analyse, ont pu être vérifiées les puretés des lots suivants : 

- Sel de TFA (0.9 équivalent) de AB745 de 478 mg de pureté 99,3%. 

- Sel de TFA (0,94 équivalent) de AB647 de 143 mg de pureté 98%. 

- Sel de chlorhydrate (1,2 equivalent) de RM048 de 19 mg de pureté 97,2%. 
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2.6.4. Sels d’hexafluorophosphate et de bis(trifluorométhylsulfonyl)imide 

Les sels de RM048 avec pour contre-ion PF6
- et NTf2

- ont été synthétisés par métathèse ionique entre 

le sel de chlrohydrate de RM048 (1 équivalent) et AgPF6 ou AgNTf2, pour provoquer la précipitation de 

AgCl selon un protocole utilisé par les équipes de Zrinka Kovarik et Zoran Radic (Figure 50).433 La 

solution est ensuite filtrée sur un filtre de 0,2 μm, lyophilisée, le produit repris dans le méthanol 

(qualité HPLC) et refiltré sur filtre de 0,2 μm.  

 

Figure 50 : Synthèse des sels de PF6
- et NTf2

- de RM048 par métathèse ionique. 

Les lots suivants ont pu être envoyés : 

- Sel de NTf2
- (1 équivalent) de RM048 de 195 mg de 99,2% de pureté, lot 1. 

- Sel de NTf2
- (1 équivalent) de RM048 de 58 mg de 96,3% de pureté, lot 2. 

- Sel de PF6
- (1 équivalent) de RM048 de 149 mg de 99,2% de pureté, lot 1. 

- Sel de PF6
- (1 équivalent) de RM048 de 24 mg de 100% de pureté, lot 2. 

3. EVALUATION IN VIVO 

3.1. AB647 TFA 

Le sel de TFA d’AB647 a nécessité un chauffage à 75°C et une dissolution dans l’eau pour préparation 

injectable (eau ppi) à la place de la solution à 0,9% en NaCl où la solubilité était encore plus faible. La 

protection in vivo a d’abord été évaluée contre le toxique pour lequel la réactivation in vitro était la 

plus prometteuse, soit le tabun. En combinaison avec du sulfate d’atropine à 3mg/kg et à une dose de 

10 mM, ce réactivateur a un indice de protection de 1,27 avec un intervalle de confiance à 95% de 
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[1,24 ; 1,36]. Comme cette protection est faible et la solubilité du produit difficile, les protections 

contre les autres toxiques n’ont pas été réalisées.  

La formulation du réactivateur peut être la cause de ces difficultés. En effet, il a été observé après-

coup que le lot de réactivateur qui avait été testé précédemment in vitro comportait 1,68 équivalents 

de TFA, plus que les 0,94 équivalents ajoutés sur ce lot. Cette différence de charge peut induire une 

différence de solubilité. De plus, malgré cela, il a été rappelé que la dissolution pour les mesures in 

vitro a été réalisée dans le méthanol pur à 40 mM suivi de la dilution dans l’eau, indiquant déjà une 

solubilité modeste dans l’eau. Le produit va donc être neutralisé, repurifié et reformulé avec un plus 

grand nombre d’équivalents d’acide. La nature de cet acide pour améliorer l’hydrosolubilité est à 

l’étude. 

3.2. AB745 TFA 

Le sel de ce réactivateur a posé le même problème de solubilité et n’était absolument pas soluble pour 

les conditions in vivo. Là aussi la formulation de ce lot était de 0,9 équivalents de TFA contre 3,48 

équivalents rapportés précédemment par Anissa Braïki pour les mesures in vitro. De plus il avait aussi 

dû être solubilisé dans une solution mère à 40 mM dans le méthanol avant sa dilution dans l’eau. Il va 

aussi être neutralisé, repurifié et reformulé pour espérer augmenter suffisamment son hydrosolubilité.  

3.3. RM048  

3.3.1. Pharmacocinétique 

RM048 NTf2
- n’a malheureusement pas pu être testé car il n’était pas soluble dans l’eau à 0,9% de 

NaCl, nécessaire à l’injection in vivo, à 50 °C pendant 1 h. Cela peut s’expliquer par la forte lipophilie 

de ce contre-ion.  

RM048 PF6
- n’a en revanche présenté aucun problème de solubilité, mais ses paramètres 

pharmacocinétiques n’ont pas encore été mesurés, les expériences sont prévues pour les mois à venir. 

Aucune autre donnée supplémentaire que celles présentées en début de chapitre n’est donc 

disponible sur la pharmacocinétique du RM048, qui est sensible à la nature du sel utilisé. 
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3.3.2. Dose létale médiane 

La mesure de la DL50 du RM048 MeSO3H a été déterminée par Guilhem Calas de l’IRBA en suivant une 

méthode dite « up and down » basée sur la publication de Rispin et al.432,434 Une dose correspondant 

à la meilleure estimation de la DL50 est administrée à une souris puis, suivant qu’elle survive ou meurt, 

la dose est augmentée ou réduite d’un facteur arbitrairement fixé à 1,1. De proche en proche, la DL50 

est ainsi établie. La DL50 du RM048 MeSO3H pour une souris est de 750 µmol/kg à 95% de [667,7 ; 870]. 

Le réactivateur est donc assez peu toxique, ce qui permet d’utiliser des doses thérapeutiques assez 

élevées comme le confirme la NOAEL. 

3.3.3. Dose sans effet nocif observable 

Pour rappel, cette dose correspond à la dose la plus élevée pour laquelle on n’observe aucun effet 

toxique. L’équipe de l’IRBA se base sur l’hypothèse que la respiration est le paramètre physiologique 

le plus sensible aux inhibitions des cholinestérases (y compris par les réactivateurs suffisamment affins 

pour les cholinestérases et les récepteurs). Le suivi des paramètres de la respiration d’une souris se 

fait donc par pléthysmographie double-chambre, qui permet de distinguer la ventilation nasale de la 

ventilation thoracique de la souris pour gagner en sensibilité. Des doses décroissantes de réactivateurs 

sont administrées avec un pas de 1,1 et dès que les altérations respiratoires disparaissent, la NOAEL 

est atteinte. La mesure est répétée sur plusieurs souris. La NOAEL obtenue pour le RM048 MeSO3H est 

de 166,7 μmol/kg, dose 4,5 fois inférieure à la DL50. La mesure des indices de protection se fait ensuite 

avec cette dose de RM048. Cela permet de prendre en compte la toxicité du produit et d’évaluer 

l’efficacité du réactivateur à la dose thérapeutique la plus haute possible.  

Parmi les réactivateurs de référence, seule la NOAEL du HI-6 a pour l’instant été établie, à 68,3µmol/kg. 

3.3.4. Indices de protection 

Pour rappel, l’indice de protection est : IP =  
𝐷𝐿50 𝑂𝑃+𝑎𝑛𝑡𝑖𝑑𝑜𝑡𝑒

𝐷𝐿50 𝑂𝑃
. Les DL50 de l’OP seul et de l’OP en 

combinaison avec le réactivateur et/ou l’atropine sont évaluées de la même façon que pour celle du 

réactivateur seul précédemment expliquée, en faisant varier la dose d’OP par un facteur de 1,1 selon 

la méthode « up and down ».  
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3.3.4.1. Sans atropine 

Les indices de protection des réactivateurs de référence et du RM048 ont d’abord été mesurés à une 

dose isomolaire de 100 µmol/kg, sans atropine, sur des souris intoxiquées par les OPs originaux, dans 

le but de voir l’efficacité intrinsèque des réactivateurs (Tableau 14). 

Réactivateur 
(100 µmol/kg 
sans atropine) 

VX Sarin Tabun Paraoxon 

2-PAM 0,91 0,93 nd 2,58 

Obidoxime 3,85 1,45 1,24 3,79 

HI-6 nd nd nd 1,6 

RM048 MeSO3H 2,17 1,23 0,94 6,1 

Tableau 14 : indices de protection des réactivateurs à 100 µmol/kg par voie intrapéritonéale sans atropine sur 
des souris intoxiquées par différents OPs par voie sous-cutanée (nd = non déterminé). 

Dans ces conditions le RM048 procure de faibles protections contre le VX et le sarin, et aucune contre 

le tabun. Bien qu’également faibles, les protections offertes par l’obidoxime sont supérieures. 

Cependant le RM048 est très efficace contre le paraoxon car la protection offerte par le réactivateur 

seul est haute (6,1) et largement supérieure aux réactivateurs de référence de type bis-pyridinium. Ces 

valeurs et leur hiérarchie sont cohérentes avec l’efficacité de réactivation mesurée in vitro contre les 

analogues des OPs VX, sarin et tabun (Tableau 10). En revanche l’indice de protection in vivo contre le 

paraoxon est de façon étonnante largement supérieur à ce qui pouvait être attendu des résultats in 

vitro avec un kr2 de seulement 0,44 mM-1min-1 contre cet OP, contre 0,4 mM-1min-1 pour le HI-6 et 1 

mM-1min-1 pour le 2-PAM, qui ont des indices de protection bien plus faibles. Cependant, ce résultat 

devient cohérent si l’on considère les courbes d’efficacité thérapeutique (Figure 46) où le paraoxon 

est l’OP sur lequel le RM048 est le plus efficace. 

Néanmoins, l’absence d’atropine de ces tests compromet l’efficacité du réactivateur dont la vitesse de 

réactivation peut ne pas être assez rapide face à la progression des symptômes de l’intoxication. C’est 

ainsi le cas du 2-PAM qui n’offre aucune protection contre le sarin et le VX. Les indices de protection 

ont donc ensuite été mesurés en combinaison avec 3 mg/kg de sulfate d’atropine, pour être plus 

proche des conditions cliniques réelles. 

Le RM048 étant le plus efficace contre le paraoxon, les indices de protection de ses différentes 

formulations ont été comparés sur cet OP (Figure 51). 
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Figure 51 : Indices de protection des réactivateurs et du RM048 sous ses différentes formulations à 100 µmol/kg 
sans atropine sur des souris intoxiquées par le paraoxon. 

On observe une importante augmentation de l’indice de protection entre la forme neutre du RM048, 

dont la protection est inférieure à celle de l’obidoxime (LüH-6), et ses sels. Ceux-ci offrent tous une 

protection supérieure à tous les réactivateurs de référence contre le paraoxon. Les sels de PF6
- et de 

HCl ont un indice de protection similaire, tandis que le sel de mésylate offre la meilleure protection 

avec un indice de 6,1. Cela corrobore le fait que ce sel possède la meilleure pharmacocinétique (voir 

partie 1.3.2.) et on peut donc supposer que la pharmacocinétique du sel de PF6
- ne devrait pas la 

surpasser. C’est pourquoi le sel de mésylate a été choisi pour les autres mesures d’indices de 

protection en combinaison avec du sulfate d’atropine. 

3.3.4.2. Avec sulfate d’atropine 

Comme cela a été raporté dans la littérature,435 la combinaison réactivateur/atropine crée un effet 

synergique dont la protection est non seulement supérieure à celle du réactivateur ou de l’atropine 

seuls, comme on le voit pour le 2-PAM (Tableaux 14 et 15), mais peut aussi être sans commune mesure 

à celle de leur somme. Par exemple, pour l’obidoxime, ses indices de protection contre le VX et le 

paraoxon passent de moins de 4 pour le réactivateur seul à plus de 20 en combinaison avec 3 mg/kg 

de sulfate d’atropine, alors que le sulfate d’atropine seul n’offre aucune protection ou très peu contre 

ces deux OPs. 

L’importance et la difficulté de la prise en compte de la fenêtre thérapeutique sont aussi mises en 

évidence par la réduction de l’indice de protection du HI-6 contre le VX et le sarin entre la dose de 100 

µmol/kg et sa NOAEL de 68,3 µmol/kg (Tableau 14). L’obidoxime ayant une DL50 plus de 3 fois 
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inférieure à celle du HI-6 (Tableau 7), il est raisonnable de supposer que la même réduction de ses 

indices de protection s’observera lorsqu’ils seront mesurés à la NOAEL de l’obidoxime.  

Sulfate d’atropine  
(3 mg/kg) avec : 

VX Sarin Tabun Paraoxon 

ø 0,97 1 0,91 1,62 

100 

µmol/kg 

2-PAM 1,82 1,49 0,95 7,1 

Obidoxime 20,91 1,82 2,42 22,44 

HI-6 34,53 4,72 1,69 7,59 

NOAEL 

HI-6 25,21 3,63 nd 7,59 

RM048 
MeSO3H 

16,82 2,86 1,4 18,2 

Tableau 15 : Indices de protection des réactivateurs en combinaison avec de l’atropine à 3 mg/kg à une dose de 
100 µmol/kg ou à leur NOAEL pour le HI-6 et le RM048 MeSO3H sur des souris intoxiquées par différents OPs. 

Le RM048 est plus protecteur sur tous les OPs que le 2-PAM et contrairement à son administration 

sans atropine, il offre cette fois une faible protection contre le tabun. Il est aussi plus protecteur que 

l’obidoxime contre le sarin et offre de très bonnes protections contre le VX et le paraoxon, proches de 

celles de l’obidoxime. Enfin, que ce soit à une dose de 100 µmol/kg ou à la NOAEL, le RM048 offre une 

protection inférieure à celle du HI-6 contre le VX et le sarin. En résumé le RM048 MeSO3H est très 

efficace contre le VX et le paraoxon, moyennement efficace contre le sarin et peu efficace contre le 

tabun (comme le sont les réactivateurs de référence contre ce toxique). 

4. ELECTROPHYSIOLOGIE DU RM048 SUR LES RECEPTEURS 

NICOTINIQUES ΑLPHA7 

Précédemment à ma thèse, l’action du RM048 sous forme neutre a été testée sur les récepteurs 

nicotiniques α7 par l’équipe des Dr. Denis Servent et Dr. Rómulo Aráoz au CEA. Pour cela, de l’ARN 

messager exprimant le nAChR α7 humain (préalablement synthétisé à partir de plasmide codant pour 

cette protéine, qui est extrait d’Escherichia Coli où il est amplifié) est introduit dans des ovocytes de 

grenouille sud-africaine Xenopus laevis. Les mesures d’électrophysiologie sont réalisées sur les 

ovocytes deux jours après leur injection, lorsque suffisamment de récepteurs ont été synthétisés sur 

la membrane cellulaire par l’ovocyte. Ces tests sont réalisés par la technique de voltage-clamp à deux 
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electrodes automatisée (HiClamp, Multi Channel Systems) avec une tension transmembranaire 

imposée de -60 mV. Lorsque les récepteurs s’ouvrent, le courant peut circuler entre la solution saline 

et l’intérieur de la cellule, qu’il est possible d’enregistrer avec les deux électrodes. L’intensité du signal 

créé par la combinaison réactivateur-ACh sur les nAChRs est comparée à la valeur normalisée de l’ACh 

seule (moyenne des trois premières applications d’ACh à 100 μM, sa EC50).  

 

Figure 52 : Courbe du courant cholinergique normalisé par rapport à la moyenne de trois applications d’ACh à 
100 μM (l’EC50) en fonction de la concentration de RM048 coappliquée avec l’ACh à 100 μM. Ce courant est 
mesuré au travers de la membrane d’ovocytes de X. Laevis exprimant le nAChR α7 sur leur membrance cellulaire. 

L’action du RM048 est antagoniste sur le nAChR α7, avec une IC50 de 15,49 μM (Figure 52). L’effet 

antagoniste apparait à partir de 0,1 μM et inhibe à 100% le récepteur entre 100 μM et 1 mM. Cet effet 

est réversible en réapliquant l’ACh seule après un lavage. C’est un effet antagoniste bien plus fort que 

celui des réactivateurs de référence car, parmi ceux-ci, l’IC50 du TMB-4, qui est le plus inhibiteur sur les 

nAChRs neuronaux et musculaires, est de 501 μM sur les deux sous-types (Tableau 6).232 Cet effet est 

partagé par nos autres réactivateurs ayant une amine tertiaire comme ligand et peut donc provenir de 

l’intéraction de cette amine, en partie protonée à pH physiologique, avec le site orthostérique, affin 

avec les ammoniums. L’antagonisme est donc supposé compétitif. L’idée d’accentuer cet effet pour 

développer de nouveaux réactivateurs multi-cibles sera développée au chapitre II. 

5. CONCLUSION ET PERSPECTIVES 

L’objectif était de synthétiser RM048 à l’échelle du gramme et de synthétiser au moins 300 μmol de 

AB647 (107 mg) et de AB745 (106 mg) pour effectuer les tests in vivo de ces réactivateurs, sur la base 
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de résultats précédents prometteurs.  Ces réactivateurs devaient être fournis aux biologistes avec une 

pureté HPLC supérieure à 95% et selon la formulation voulue. Les nouveaux sels 

d’hexafluorophosphate et de bis(trifluorométhylsulfonyl)imide du RM048 devaient être aussi 

synthétisés. 

La synthèse de dizaines de grammes du fragment 8, noyau pyridine fonctionnalisé, s’est faite en 

suivant des protocoles optimisés et reproductibles permettant d’avoir chaque produit intermédiaire 

avec de très bons rendements, son rendement global sur 5 étapes allant jusqu’à 51%. Ces grandes 

quantités du fragment 8 ont ensuite permis de synthétiser les trois réactivateurs de ce chapitre en 5 

ou 4 étapes supplémentaires, mais aussi plusieurs autres réactivateurs qui seront présentés dans les 

chapitres suivants.  

820 mg de RM048 ont été obtenus en 5 étapes à partir de cet intermédiaire avec un bon rendement 

global de 31%. L’étape simultanée de réduction de l’alcyne et de débenzylation a été optimisée en 

faisant l’hydrogénolyse sous pression sur une durée réduite, ce qui permet de réduire la formation du 

produit secondaire. Les quatre autres réactions fonctionnent bien et permettent d’avoir chaque 

produit intermédiaire avec un bon rendement. 

Les synthèses de AB745 et AB647 se sont faites en respectivement 5 et 4 étapes à partir de 8, avec des 

rendements globaux de 17 et de 14%. Ces rendements sont inférieurs à celui obtenu pour RM048 car 

la nature de ces substrats pose un problème au niveau des deux premières étapes. D’abord, la 

longueur de la chaîne alkyle servant de bras espaceur, à quatre carbones, conduit à une compétition 

entre l’élimination de l’alcool activé (par conjugaison avec l’alcyne) et la substitution de l’amine. Les 

rendements restent satisfaisants (entre 60 et 70%) mais pourraient potentiellement être améliorés en 

changeant de réactif limitant : non plus 1,5 équivalent d’amine, mais 1,5 équivalent d’alcool activé par 

rapport à 1 équivalent d’amine.  

L’optimisation faite à l’étape d’hydrogénolyse pour la synthèse du RM048 devrait aussi améliorer celle 

de la synthèse de l’AB745 où le même type de produit secondaire se forme à cause d’une cinétique 

trop lente. En revanche, une étude plus approfondie de la débenzylation pour AB647 est nécessaire. 

Pour ces deux réactivateurs, l’approche convergente consistant à lier ensemble d’abord le bras 

espaceur et l’amine secondaire semble profitable pour compenser ces inconvénients sur la totalité de 

la synthèse. 

Néanmoins, les quantités nécessaires aux tests in vivo ont été obtenues pour ces deux réactivateurs, 

avec notamment 603 mg d’AB745. 
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Figure 53 : Structures des sels de réactivateurs synthétisés dans ce chapitre. 

La méthode de purification et de formulation a été développée pour pouvoir purifier de grandes 

quantités de produit et de vérifier leur pureté de façon fiable. Le produit final sous forme neutre est 

purifié en phase normale sur colonne de silice sphérique de 15 μm de granulométrie et sa pureté est 

vérifiée par LC/MS avec détection UV, en vérifiant la masse de chacun des pics, ce qui permet de 

s’affranchir des multiples formes protonées possibles de ces produits multi-aminés, qui possèdent des 

temps de rétention différents. Si cette pureté est supérieure à 95%, le sel de ce réactivateur est 

synthétisé en solution en ajoutant le nombre précis d’équivalents de l’acide souhaité. Après séchage 

intensif sous vide, le nombre d’équivalents ajoutés peut être vérifié approximativement par la 

différence de masse entre forme neutre et forme chargée, ainsi que, dans le cas des sels de TFA, par 

RMN quantitative du fluor. La pureté du sel obtenu est revérifiée par RMN et LC/MS. 

Cette méthode a permis d’obtenir avec de très bonnes puretés les lots envoyés à nos collaborateurs 

des différents sels de ces trois réactivateurs (Figure 53) : 
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La solubilité est malheureusement trop faible pour les tests in vivo pour les deux réactivateurs AB745 

et AB647 et leur formulation sera ré-étudiée en espérant augmenter cette solubilité.  

Le RM048 est un réactivateur qui présente de sérieux atouts : il passe fortement la BHE et peut donc 

stopper les symptômes du système nerveux central en réactivant l’AChE à ce niveau et en évitant 

potentiellement les séquelles de long terme ; son sel de mésylate offre, en combinaison avec du sulfate 

d’atropine, une protection efficace contre le paraoxon et le VX, proche de celle de l’obidoxime sur ces 

deux OPs, modérée contre le sarin et faible contre le tabun. Les mesures de cytotoxicité in vitro, sa 

DL50 et sa NOAEL montrent que sa faible toxicité permet l’utilisation de doses thérapeutiques 

conséquentes sans effets secondaires. Toute cette étude sur le RM048 fera l’objet d’une publication 

en cours d’écriture. 

Enfin, son effet antagoniste modéré sur les nAChRs α7 lui permet d’avoir une action probablement 

bénéfique sur les symptômes nicotiniques associés, en limitant l’hyperstimulation de ces récepteurs. 

Cette propriété a donné l’idée à notre équipe de concevoir des antidotes multi-cibles, régulant 

l’activité des nAChRs et réactivant l’AChE, en accentuant notamment l’antagonisme de tels 

réactivateurs possédant un ligand aminé. Cette conception d’antidotes multi-cibles – financé par le 

programme ANR Astrid et qui est l’objectif principal de cette thèse sera développée dans le chapitre 

II. 
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1. CONCEPT DES MTDAS REACTIVATEURS DE CHOLINESTERASES ET 

ANTAGONISTES DES NACHRS 

1.1. Effet antagoniste des réactivateurs avec un ligand aminé 

Comme nous l’avons vu précédemment, certains des réactivateurs conçus par notre équipe, basés sur 

la fonction réactivatrice 3-hydroxy 2-pyridine aldoxime et possédant un ligand aminé, ont un effet 

antagoniste sur les récepteurs nicotiniques α7. Le RM048 a ainsi une IC50 de 15,49 μM et le AB069 est 

encore plus efficace avec une IC50 de 4,75 μM (Figure 54).  

 

Figure 54 : Courbes du courant cholinergique normalisé par rapport à la moyenne de trois applications d’ACh à 
100 μM (l’EC50) en fonction de la concentration de RM048 et de AB069 coappliquées avec l’ACh à 100 μM. Ce 
courant est mesuré au travers de la membrane d’ovocytes de X. Laevis exprimant le nAChR α7 sur leur membrance 
cellulaire. 

Nous supposons que l’amine tertiaire du ligand, que ce soit la morpholine du RM048 ou le motif 

pipérazine du AB069, et qui est partiellement protonée à pH physiologique, peut interagir avec le site 

orthostérique du nAChR où se lie normalement l’agoniste, telle que l’acétylcholine qui possède un 

ammonium quaternaire. De plus, la liaison avec un groupe aromatique comme la pyridine, espacée de 

4 ou 5 liaisons pourrait expliquer l’effet antagoniste par rapport à un effet agoniste, total ou partiel, 

selon les suggestions faites par Hibbs et al. sur le lien entre la structure du ligand et le changement de 

conformation du site orthostérique qu’il induit (Figure 55).436 
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Figure 55 : Représentation schématique des modes de liaison d’un agoniste nicotinique total ou partiel et d’un 
antagoniste nicotinique sur le site orthostérique de l’AChBP, proposée par Hibbs et al (adapté de Hibbs, 2009)436 

1.2. Choix d’un ligand ammonium quaternaire 

1.2.1. Avantages et inconvénients 

Notre objectif était de renforcer cet effet antagoniste en remplaçant l’amine tertiaire par un 

ammonium quaternaire, pour mimer plus fidèlement la structure de l’acétylcholine et son ammonium. 

En effet les ammoniums sont particulièrement bien stabilisés dans une « box aromatique » au sein du 

site orthostérique des nAChRs, formée par des résidus aromatiques tryptophane et tyrosine qui 

peuvent établir des liaisons cation-π avec ces fonctions chimiques. L’affinité des antidotes multi-cibles 

(multi-target directed antidotes MTDA) pour les nAChRs serait donc probablement augmentée s’ils 

portent une charge positive permanente sous forme d’un ammonium. De plus comme les 

cholinestérases et les nAChRs partagent le même ligand, c’est-à-dire l’acétylcholine, un ligand 

ammonium devrait aussi augmenter l’affinité pour l’AChE et la BChE. En effet des interactions 

favorables de type cation-π peuvent se former entre l’ammonium et les résidus aromatiques du site 

périphérique ou de la gorge. C’est notamment le cas pour les réactivateurs chargés comme le HI-6 

pour lequel une forte interaction avec le résidu Asp74 existe,437 mais aussi avec les résidus aromatiques 

de la gorge ou encore du site cation-π du site actif. En outre, des ligands ammoniums quaternaires non 

aromatiques ont déjà été intégrés dans la conception de réactivateurs bi-chargé à partir d’études 

computationnelles, qui se sont révélés expérimentalement au moins aussi efficaces que le 2-PAM 

contre plusieurs OPs de type pesticides.438 

Cette charge positive peut aussi augmenter l’hydrophilie du MTDA et donc augmenter sa solubilité 

aqueuse, qui n’est parfois pas suffisante pour les réactivateurs neutres ayant une trop grande 

lipophilie. En outre cela pourrait potentiellement améliorer la pharmacocinétique de ces composés.  

Cependant, une telle charge pourrait aussi compromettre le passage de la BHE, pour lequel les 

réactivateurs neutres, le JR595 ou le RM048, se sont montrés très efficaces. Il faut néanmoins noter 

Agoniste Agoniste partiel Antagoniste 
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que le 2-PAM, mono-chargé, passe malgré tout faiblement la BHE (voir Figure 47). Or, ces composés 

devraient posséder une lipophilie bien supérieure au 2-PAM : il est donc envisageable qu’ils puissent 

conserver une capacité satisfaisante à traverser la BHE, bien que probablement amoindrie. Pour avoir 

une idée un peu plus précise des futures propriétés des molécules visées, nous avons 

systématiquement réalisé des études in silico grâce à différents outils qui seront présentés un peu plus 

loin. 

1.2.2. Quaternarisation de RM048 et AB639 

Les premiers MTDAs potentiels sont logiquement basés sur la structure du RM048 et du AB069, en 

quaternarisant simplement l’amine tertiaire de la morpholine ou de la pipérazine par un groupe 

méthyle. Un effet antagoniste a ainsi été observé pour le motif pipérazinium diversement substitué, 

selon deux mécanismes : par blocage du canal des nAChRs musculaires ou par compétition avec 

l’acétylcholine sur le site orthostérique du nAChR α7 avec une IC50 pouvant atteindre 17 μM.439,440  

Cependant la longueur du bras espaceur pour le MTDA incluant le motif pipérazininum se discute. En 

effet, les résultats in vitro du AB069 montrent que ce réactivateur est très peu efficace pour réactiver 

l’AChE inhibée par le tabun, dont l’encombrement stérique est la principale limitation à la réactivation 

(Tableau 16). En revanche, le réactivateur analogue AB639, qui possède un bras espaceur à 4 carbones, 

contre 5 pour AB069, a une efficacité large spectre ainsi qu’une inhibition de l’AChE native légèrement 

moins prononcée.  

Tableau 16 : Résultats comparatifs de réactivations in vitro des réactivateurs incluant un ligand méthylpipérazine 
sur l’AChE inhibée par les analogues des NOPs et le paraoxon réalisés par l’équipe de José Dias à l’IRBA, en 
comparaison avec deux réactivateurs de référence. 

Supposant que l’action antagoniste du motif pipérazine sur les nAChRs ne serait pas significativement 

altérée par ce bras espaceur plus court, la structure du MTDA correspondant 27 a donc été proposée 

en se basant sur celle du AB639 (Figure 56).   

oxime KD (µM) kr (min-1) kr2 (mM-1min-1) 
IC50 

(µM) 

 VX Sarin Tabun Pox VX Sarin Tabun Pox VX Sarin Tabun Pox  

2-PAM 60 205 ⦰ 8,6 0,36 0,76 ⦰ 0,04 6 3,7 ⦰ 4,6 580 

HI-6 30 78 nd 28 0,5 1,05 nd 0,024 17 13,5 0,45 0,86 82 

AB639 617 44 247 277 1,9 0,34 2,4 2 3 8 10 7 96 

AB069 40 66 ⦰ 49 0,19 0,25 ⦰ 0,09 5 4 ⦰ 2 67 
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Figure 56 : Structures des MTDAs cibles fondés sur le RM048 et le AB639 

1.2.3. Choix du ligand quinuclidinium 

Le motif quinuclidinium nous a aussi semblé être un ligand intéressant à plusieurs titres. En effet la 

quinuclidine comme sa version chargée quinuclidinium sont des motifs qui se retrouvent dans 

beaucoup de molécules affines (agoniste ou antagoniste) à la fois des cholinestérases et des récepteurs 

nicotiniques. 

Au niveau de l’AChE et surtout de la BChE, qui possède un site actif plus volumineux, l’important 

encombrement stérique de ce bicycle peut accentuer la stabilisation du MTDA à l’intérieur du site actif, 

à la façon d’une ancre. Cela se vérifie avec des dérivés quinuclidiniums d’alcaloïdes naturels extraits 

des plantes du genre Cinchona : quinine, cinchonidine, quinidine, cinchonine, qui possèdent un motif 

quinuclidine (Figure 57). Les dérivés quinuclidinium de ces molécules montrent des constantes de 

dissociation avec l’AChE de l’ordre de 10 μM et avec la BChE de l’ordre de 1 à 0,01 μM.441 Cette double 

affinité pour les cholinestérases, avec une certaine sélectivité pour la BChE, se retrouve sur les 

réactivateurs synthétisés à partir de ces structures naturelles, en quaternarisant l’ammonium de la 

quinuclidine et en rajoutant une fonction oxime. De plus ces réactivateurs présentent une cytotoxicité 

modeste sur des cellules hépatiques et neuronales avec une IC50 de 800 μM.315 De même, des 

molécules basées sur un noyau quinuclidinium substitué par un carbamate ou par un amide sont des 

inhibiteurs de l’AChE et de la BChE avec des constantes de dissociation Ki de l’ordre de 1 – 10  μM.442,443 

Sans surprise, les études d’amarrage moléculaire ont montré que des quinuclidiniums substitués par 

un ester étaient stabilisés au niveau du site cation-π par des interactions cation-π dans le site actif de 

la BChE lors de l’hydrolyse de l’ester.444 Enfin, des bisquinuclidiniums comportant un bras espaceur 

aromatique entre les deux motifs sont des inhibiteurs des deux cholinestérases avec une IC50 autour 

de 1 μM. 
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Figure 57 : Structures de la Cinchonine et de la Cinchonidine et structures générales comprenant un motif 
quinuclidinium d’inhibiteurs d’AChE et de BChE et de réactivateurs d’AChE et de BChE inhibées par un OP, ainsi 
que deux exemples  de réactivateurs.312,314,315,441–443 

Des réactivateurs ont déjà été synthétisés avec le motif quinuclidinium, qui est soit utilisé comme 

fonction réactivatrice portant une oxime, soit comme ligand chargé de réactivateurs basés sur un 

pyridinium aldoxime ou un imidazolium aldoxime (Q2-14, PyQ-2 et ImQ-4 Figure 58). Ces derniers, en 

combinaison avec de l’atropine, présentent des indices de protection contre le soman et le tabun 

autour de 3 et allant jusqu’à 4.312,445,446 Les réactivateurs portant l’oxime sur le quinuclidinium ont des 

efficacités de réactivation très modestes sur l’AChE inhibée par le VX et le paraoxon mais sont au 

contraire meilleurs que le HI-6 pour réactiver la BChE inhibée par le VX et le cyclosarin.314,447 

Tous ces éléments portent à croire que le motif quinuclidinium pourrait permettre aux MTDAs 

l’incluant d’avoir une bonne affinité pour l’AChE mais aussi pour la BChE, augmentant ainsi son 

efficacité thérapeutique. 

Au niveau des récepteurs nicotiniques, de nombreuses molécules portant un motif quinuclidine ont 

été développées comme agonistes des nAChRs, certaines atteint des phases avancées de tests 

cliniques, notamment dans le cadre de la maladie d’Alzheimer (exemples Figure 58).448 Le PNU-282987 
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comprenant un motif quinuclidine est aussi un agoniste de référence utilisé dans de nombreuses 

publications d’électrophysiologie sur le nAChR α7.449  

 

Figure 58 : Structures d’agonistes du nAChR α7 comprenant un motif quinuclidine.448,449 

La quaternarisation de la quinuclidine provoque en revanche un effet antagoniste plus ou moins 

prononcé suivant la taille du groupe N-alkyle, comme il a été démontré par Papke et al. dans une étude 

très complète sur les différents pharmacophores du site orthostérique.450 Ainsi, des bisquinuclidiniums 

comprenant une grande variété de structures possèdent la capacité de bloquer les jonctions neuro-

musculaires ou ganglioniques.451 L’effet antagoniste sur les nAChRs α7 et α4β2 a été précisé par une 

étude d’Arias et al. sur des quinuclidiniums diversement substitués, dont les IC50 varient de 0,4 à 18 

μM.452  

 

Figure 59 : Interaction entre le quinuclidinium (R)-8d et les 5 sites orthostériques du nAChR α7 humain à t = 0 
(cyan) et t = 5 ns (violet) de la simulation moléculaire dynamique. Zoom (milieu) :  Les interactions sont 
défavorables pour le site A (distance cation-π > 4 Å après 5 ns) et favorables pour le site B. A droite : détail 
moléculaire sur l’interaction entre le composé et le composant principal d’un des sites orthostériques : liaison 
cation- π de 4,5 Å avec la zone rouge électroniquement riche et en particulier le Trp171. La zone blanche 
correspond à une zone hydrophobe (adapté de Arias, 2013)452 
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Deux sites de liaisons pour le motif quinuclidinium ont été mis en évidence par étude d’amarrage 

moléculaire : le site orthostérique où le quinuclidinium vient se loger dans la « box » aromatique 

(Figure 59) et un site allostérique à l’intérieur du canal. L’action est principalement compétitive sur α7 

tandis qu’elle est plutôt allostérique sur α4β2. 

De plus, une récente étude a mis en évidence le caractère antagoniste et fortement affin de composés 

possédant un motif quinuclidinium pour les récepteurs muscariniques de sous-type M1, M2 et M3, 

avec des constantes de dissociation au niveau nanomolaire et subnanomolaire.453 Ce motif 

quinuclidinium pourrait donc avoir aussi un effet favorable sur les récepteurs muscariniques. 

 

Figure 60 : Structures de composés multi-cibles phares de notre équipe, ayant pour cibles les cholinestérases et le 
nAChR α7.428,454 

Enfin, la conception de composés multi-cibles à la fois inhibiteurs des cholinestérases et agonistes des 

α7, grâce à l’inclusion d’un fragment comprenant le motif quinuclidine, a été démontré par notre 

équipe et nos partenaires, avec les travaux de la Dr. Monika Cieslikiewicz-Bouet et des travaux de thèse 

de la Dr. Mégane Pons.428,454 Le composé phare de la première étude est le MB105 qui montre un effet 

inhibiteur au niveau nanomolaire sur les cholinestérases et un effet agoniste au niveau micromolaire 

sur les nAChRs α7, en combinant la structure de l’inhibiteur tacrine à l’agoniste basé sur la quinuclidine 

(Figure 60). Dans le second projet, la structure d’un autre agoniste basé sur la quinuclidine a été 

combinée avec celle de la rivastigmine, inhibiteur de l’AChE, donnant un composé multi-cibles 

inhibiteur des cholinestérases au niveau nanomolaire et ayant une constante de dissociation de 1,5 

nM avec le nAChR α7.  

Tous ces éléments convergeants nous ont donc amenés à concevoir la synthèse des deux MTDAs 28 et 

29 (Figure 61), possédant le motif quinuclidinium lié à la fonction réactivatrice 3-hydroxy 2-pyridine 

aldoxime par une chaîne alkyle de 4 ou de 5 carbones.  
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Figure 61 : Structures des MTDAs envisagés avec le motif quinuclidinium. 

2. CRITERES DE SELECTION IN SILICO 

Pour affiner la sélection de ces structures comme pour celles du chapitre suivant, notre équipe utilise 

différents outils permettant d’avoir une simulation in silico des propriétés pharmacologiques des 

molécules visées et d’éliminer certaines structures dont les caractéristiques dévient trop fortement 

des valeurs attendues pour des molécules bioactives. Nous évaluons quelques propriétés physico-

chimiques et pharmacologiques, le potentiel passage de la BHE et des études d’amarrage moléculaire 

permettent également d’évaluer si l’affinité et le positionnement de la molécule dans le site actif de 

l’hAChE inhibée par des OPs sont favorables à la réaction de réactivation. 

2.1. Passage de la BHE et propriétés physico-chimiques 

2.1.1. Critères CNS+ 

Plusieurs propriétés physico-chimiques des molécules ont été associées à des règles empiriques 

permettant d’augmenter leur potentiel médicamenteux, dont l’une des premières et la plus connue 

est celle de Lipinski se rapportant à la biodisponibilité orale.455 De nombreuses autres ont été élaborées 

par la suite, notamment sur la capacité à traverser la BHE, et ont été raffinées par des comparaisons 

statistiques se basant sur les bases de données des médicaments déjà approuvés et connus pour 

passer ou non la BHE.456 Un état des lieux fait en 2005 résume les conditions favorisant le passage 

d’une molécule au système nerveux central (molécule CNS+), qui se basent notamment sur la masse 

molaire (MW), le nombre de liaisons rotatives (RB), le nombre de donneur de liaison hydrogène (HBD), 

le nombre d’accepteur de liaison hydrogène (HBA), le coefficient de partage octanol/eau LogP, le plus 

haut pKa des groupements basiques s’il y en a, la surface polaire topologique de la molécule (TPSA), 

sa solubilité aqueuse, et l’affinité de la structure visée pour la glycoprotéine P (P-gp).  
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Pour qu’une molécule ait de bonnes chances de passer la BHE (CNS+), elle doit répondre aux critères 

suivants : 

- MW < 450 g/mol 

- RB < 8 

- HBD < 3 

- HBA < 7 

- 7,5 < pKa < 10,5 

- TPSA < 70 Å2 

- LogP < 5 

- solubilité > 60 μg/mL 

- ne pas être un substrat efficace de la P-gp 

2.1.2. Score CNS MPO  

En 2010 l’équipe de Wager et al. a publié une méthode de calcul basée sur six paramètres physico-

chimiques des molécules candidates : LogP, LogD (coefficient de partage octanol/eau des différentes 

espèces chimiques en équilibre d’un composé à un pH donné, ici à pH 7,4), MW, TPSA, HBD et le plus 

haut pKa des groupements basiques s’il y en a.457,458 A chaque paramètre est associé certaines 

conditions qui déterminent un score entre 0 et 1 suivant la valeur calculée pour le composé en 

question. Un score CNS MPO (central nervous system multi-parameter optimization) est ainsi obtenu 

entre 0 et 6, 6 étant la valeur idéale.  

 

Figure 62 : Score CNS MPO de molécules candidates et de médicaments.457 
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Cette équipe a ensuite comparé les scores de molécules candidates et ceux de médicaments acceptés 

et a montré que la grande majorité des médicaments avaient un score supérieur ou égal à 4, tandis 

que les molécules candidates avaient des scores plus faibles (Figure 62). D’après cette évaluation 

rétrospective, avoir un score au moins égal à 4 permettrait donc d’augmenter les chances pour le 

candidat médicament de passer les études de phase clinique. 

L’avantage de cet algorithme est qu’il permet de ne pas éliminer une molécule dont certaines 

propriétés auraient des valeurs ne correspondant pas aux valeurs attendues, comme pour la méthode 

précédente, mais au contraire de prendre en compte globalement la contribution de chacun de ces 

paramètres.  

En effet, les méthodes de sélection par validation de chacun des paramètres choisis est remise en 

cause ces dernières années. Ces chercheurs font observer que les pools de médicaments ont changé 

entre les années 90 et 2010 et que les valeurs limites pour certains paramètres s’en trouvent 

statistiquement changées.459 Certains paramètres ne seraient même finalement pas corrélés au 

potentiel médicamenteux d’une molécule, tel que le critère sur la masse molaire. Ainsi, quelque soit 

la taille de la molécule, il serait plutôt conseillé de s’attacher à l’équilibre entre la solubilité aqueuse et 

la perméabilité de la molécule, dépendant surtout de la lipophilie (logD à pH 7,4) et du nombre de 

donneur de liaison hydrogène. 

2.1.3. Prédiction par le logiciel Percepta  

Notre équipe utilise en complément un logiciel spécifique à la prédiction du passage de la BHE : 

Percepta, édité par la compagnie ACD/labs. Ce logiciel fournit un graphique en deux dimensions où 

sont projetés en ordonnée le LogBB et en abscisse le Log(PS.fu,brain).460 

Le LogBB représente l’étendue de la pénétration dans le cerveau à l’équilibre (Figure 63). Il est défini 

comme le logarithme du rapport de la concentration du composé dans le cerveau sur celle dans le 

sang, en faisant l’hypothèse d’une diffusion passive à travers la BHE. Les fractions totales dans le sang 

et dans le cerveau de la molécule sont estimées à partir d’un algorithme développé sur la base de 470 

LogBB expérimentales.461 

 

Figure 63 : Echelle de valeur de LogBB (adapté d’un document technique d’ACD/Lab). 
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Le Log(PS.fu,brain) correspond à la vitesse d’équilibration entre cerveau et plasma. En effet, la durée 

nécessaire à l’équilibration entre les deux a été mesurée in vivo et l’inverse du logarithme de cette 

durée (vu comme une vitesse) a une bonne corrélation avec le logarithme de PS*fu,brain : la fraction de 

produit dans le cerveau non liée à ses tissus fu,brain, multipliée par le produit Perméabilité-Surface 

spécifique (PS).462 Ce résultat tend à montrer que la molécule doit avoir le moins d’interactions non 

spécifiques possible avec les tissus du cerveau pour atteindre une vitesse d’équilibration rapide. 

Le LogPS, qui correspond à la vitesse de pénétration dans le cerveau, est estimé par un algorithme 

développé à partir de 178 composés qui traversent la BHE par diffusion passive.463 Sa valeur est 

comprise entre -5 et -1, où -1 correspond à une diffusion rapide et -5 à l’absence de diffusion. 

 

Figure 64 : Exemple de graphique de résultat fourni par le logiciel Percepta.460 

Le positionnement des valeurs estimées pour la molécule visée sur le graphique LogBB fonction de 

Log(PS.fu,brain) permet donc la visualisation des composantes thermodynamiques et cinétiques de 

l’équilibre sang/cerveau permis par cette molécule (Figure 64). De plus, des molécules de la base de 

données du logiciel possédant des similarités de structure sont aussi positionnées sur le graphique 

pour comparaison.  

Percepta fournit aussi des estimations de la toxicité via notamment une DL50 intrapéritonéale sur des 

souris de la molécule choisie, sur la probabilité que la molécule soit prise en charge par la glycoprotéine 

P, ainsi que sa solubilité aqueuse. 

2.1.4. Calculs et détermination des différents paramètres 

Les données physico-chimiques sont calculées à partir de Percepta, du site internet 

https://chemicalize.com et du site internet www.swissadme.ch (Tableau 17). SwissADME calcule 
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notamment la solubilité aqueuse, suivant trois modèles basés sur des relations entre celle-ci et les 

autres paramètres physico-chimiques.464 La solubilité est donnée ici sous forme de fourchette entre la 

valeur la plus basse et la plus haute des trois modèles. A ces critères, il nous est apparu logique 

d’ajouter une évaluation de la valeur du pka de l’oxime, puisqu’il s’est avéré que c’était un critère 

déterminant pour les réactivateurs possédant ce nucléophile alpha (Introduction, partie 3.5.5.). 

Paramètre Chemicalize Percepta SwissADME 

Nombre de liaisons rotatives RB X X  

Nombre de donneurs de liaisons hydrogène HBD X X  

Nombre d’accepteurs de liaisons hydrogène HBA X X  

Surface polaire topologique TPSA X X  

pKa oxime X   

pKa le plus élevé des fonctions basiques X   

Coefficient de partage octanol/eau à pH 7,4 LogD X   

Coefficient de partage octanol/eau LogP X X  

Fraction de produit au cerveau, non liée aux 
tissus 

fu,brain  X  

Pénétration de la BHE à l’équilibre LogBB  X  

Vitesse de diffusion passive à travers la BHE LogPS  X  

Log (PS*fu,brain)  X  

Substrat de la glycoprotéine P  X  

Dose létale médiane intrapéritonéale sur 
des souris  

DL50  X  

Solubilité aqueuse 
X 

(sauf composé 
chargé) 

X 

X 
(fourchette 

basée sur trois 
résultats) 

Tableau 17 : Outils de calculs utilisés pour estimer les valeurs des différents paramètres des structures de MTDA 
visées. 

2.2. Affinité et positionnement dans l’AChE phosphylée : amarrage moléculaire 

Nous avons choisi de procéder à des études d’amarrage moléculaire uniquement sur l’AChE humaine 

(hAChE) car c’est la cible principale d’une intoxication. De plus, pour le récepteur nicotinique α7, qui 

est le nAChR sur lequel nos MTDAs sont d’abord testés (les nAChRs musculaires sont testés dans un 

deuxième temps), sa structure n’a été résolue qu’en 2021.365 Avant cela les études d’amarrages 

réalisées dans la littérature ont été faites sur l’AChBP qui est une protéine soluble dans l’eau libérée 
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dans la fente synaptique chez certaines espèces de mollusque où elle se lie avec l’acétylcholine.389 Or 

sa structure est homologue à la partie extracellulaire des nAChRs homomériques, pentamères de cinq 

chaînes identiques. Le site orthostérique est donc semblable, à l’interface entre deux chaînes. 

Cependant nous manquions d’expérience sur les études d’amarrage sur le site orthostérique de cette 

protéine : en particulier, pour que les études d’amarrage moléculaire puissent avoir de bonnes chances 

d’être proches du mode effectif de liaison de la molécule et de ses interactions avec la protéine cible, 

il faut effectuer un certain nombre de choix permettant de limiter les temps de calcul, comme  le choix 

de la position et de la taille de la  « boîte », qui correspond à la partie de la protéine où les ligands 

seront positionnés pour ces études de simulation d’énergie de liaison.  

La structure tridimensionnelle d’une protéine offrant une certaine flexibilité quant au positionnement 

des chaînes latérales des acides aminés, il est primordial de connaitre, parmi les résidus présents dans 

la « boîte », les acides aminés dont la position des chaînes latérales ne changent que peu (acides 

aminés statiques), et ceux qui offrent plus de flexibilité, qui seront les seuls pour lesquels le logiciel 

d’amarrage moléculaire considérera plusieurs poses possibles (acides aminés  flexibles). Il faut aussi 

avoir une bonne évaluation de leur état de protonation, et des molécules d’eau constitutionnelles, etc. 

Enfin, pour les modulateurs allostériques, aucun site de liaison n’est encore connu avec certitude pour 

les molécules choisies.  

Les études d’amarrage moléculaire ont été réalisées par le Dr José Dias et la doctorante Ophélie Da 

Silva à l’IRBA sur l’hAChE inhibée par différents OPs, l’équipe de l’IRBA possédant l’expérience 

nécessaire sur l’AChE. 

2.2.1. Préparation du site de liaison 

La structure 3D de l’hAChE inhibée par un OP, obtenue par co-cristallisation (ou trempage) et résolue 

par diffraction aux rayons X, est d’abord choisie comme structure de départ. La zone d’amarrage doit 

ensuite être préparée en enlevant notamment les molécules d’eau. Les coordonnées 3D de la boîte où 

se déroulera l’étude d’amarrage doivent inclure le site actif et sont déterminées pour qu’elle ne soit 

pas trop petite, ce qui fournirait des résultats moins précis avec certaines interactions manquantes, ni 

trop grande, ce qui augmenterait la longueur des temps de calcul. Les acides aminés sont ensuite 

protonés suivant l’état des connaissances sur leur forme acido-basique prédominante à pH 

physiologique. L’étude peut être faite avec des acides aminés statiques ou bien flexibles. Il a en effet 

été montré en comparant des structures cristallographiques de l’AChE que certains résidus montraient 

une certaine flexibilité suivant le ligand associé, en particulier au niveau du site périphérique et de la 
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gorge.224,465,466 Dans ce cas les résidus sont divisés en deux groupes : ceux restant statiques et ceux 

pouvant être flexibles (Tyr72, 124, 341 et 337 et Trp286). Cette méthode allonge cependant 

grandement les temps de calcul. Le site de liaison est enfin converti dans un format utilisable par le 

logiciel de simulation. 

2.2.2. Préparation du ligand 

La structure est générée sur Chembiodraw et différentes formes ioniques du ligand à pH physiologique 

peuvent être testées s’il y en a, pour analyser l’impact des formes protonées ou déprotonées sur 

l’affinité pour le site actif. La structure 3D est ensuite obtenue par minimisation de l’énergie de la 

molécule grâce à l’application d’un champ de force, ici le MMFF94 (Merck Molecular Force Field).467 

Le ligand est ensuite converti dans un format utilisable par le logiciel de simulation. 

2.2.3. Résultats 

Les calculs d’amarrage moléculaire sont réalisés avec le logiciel AutodockVina à partir des deux fichiers 

précédents. A la fin du processus, le logiciel présente les conformations différentes les plus stables du 

ligand dans le site, dont le nombre peut être choisi, 10 conformations étant en général demandées. A 

chaque conformation est associée une énergie de liaison négative en kcal/mol. Plus celle-ci est basse, 

plus la conformation est stable et donc la molécule affine. Cependant des ligands présentant des 

énergies de liaison particulièrement basses ne seront pas forcément choisis pour être synthétisés car 

cela pourrait signifier une affinité trop importante pour l’enzyme, risquant potentiellement d’en faire 

un inhibiteur de l’enzyme native, malgré les différences structurelles.  

Les différentes conformations peuvent être visualisées avec Pymol (https://pymol.org/2/) ou 

Discovery studio (https://www.3ds.com/products-services/biovia/products/molecular-modeling-

simulation/biovia-discovery-studio/) pour analyser comment est positionné l’oxime dans le site actif, 

s’il est bien dirigé vers le phosphore et la distance l’en séparant, ainsi que les différentes interactions 

possibles entre le ligand et les résidus du site actif. Plus le nombre de conformations présentant un 

positionnement favorable de l’oxime sur les 10 obtenues est grand, plus celle-ci a de chances d’advenir 

lorsque ce ligand entrera réellement dans le site actif. Une des conformations est en général choisie 

pour sa valeur représentative de la majorité des conformations favorables obtenues.  
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3. SELECTION IN SILICO 

3.1. Passage de la BHE  

3.1.1. Percepta 

Le logicel Percepta prévoit qu’aucune des quatre structures de MTDAs envisagées ne puisse agir au 

niveau du système nerveux central (SNC) (Tableau 18 et Figure 65). Pourtant, le passage à travers la 

BHE du réactivateur 2-PAM, lui aussi mono-chargé, a été mesuré et, bien que faible, n’est pas 

négligeable. Or son LogP calculé est de -3,3, il est donc bien moins lipophile que les structures 

envisagées. Ces résultats de Percepta sont donc à prendre avec précaution. Le passage de la BHE n’en 

sera pas moins difficile pour ces molécules à cause de leur hydrophilie qui se traduit par un LogP négatif 

et rend leur vitesse de diffusion passive à travers la BHE LogPS très faible. Au contraire, à l’équilibre, 

ces molécules peuvent être partagées de façon égale entre plasma et cerveau puisque LogBB est de 0. 

Composé 
Substrat de P-gp 

LogP LogBB fu,brain LogPS Log(PS* fu,brain) 
Pénétration 
au cerveau Probabilité 

(%) 
Indice de 
Confiance 

26 Oui à 62% limite -2,19 -0,01 0,99 -4,7 -4,7 
Non 

suffisante 

27 Oui à 65% limite -2,46 0 0,99 -4,8 -4,8 
Non 

suffisante 

28 Oui à 69% limite -1,31 -0,01 0,98 -4,3 -4,3 
Non 

suffisante 

29 Oui à 70% limite -1,31 -0,02 0,97 -4,1 -4,1 
Non 

suffisante 

Tableau 18 : Propriétés physico-chimiques et pharmacologiques déterminées par le logiciel Percepta pour estimer 
l’activité des molécules de ce chapitre au SNC. P-gp : glycoprotéine P 

Le ligand pipérazinium semble le plus hydrophile, ce qui fait du composé 27 le moins apte à traverser 

efficacement la BHE. En revanche, comme attendu, le ligand quinuclidinium apporte une plus grande 

lipophilie qui permet aux composés 28 et 29 d’avoir une vitesse de pénétration de la BHE LogPS plus 

grande. 
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Figure 65 : Résultats de prédiction de pénétration dans le cerveau pour les molécules 26, 27, 28 et 29. La partie 
gauche du graphique logBB fonction de log(PS*fu,brain) représentent les molécules inactives au SNC (molécules 
rouges) et la partie droite les molécules actives au SNC (molécules bleues).  

Ces structures semblent aussi être de potentiels substrats de la glycoprotéine P mais la confiance 

donnée sur les probabilités annoncées est faible. Cependant, si ces molécules atteignent les tests in 

vivo, ce devrait être un point à vérifier. 

3.1.2. Modèles basés sur les propriétés physico-chimiques 

3.1.2.1. Score CNS MPO et critères CNS+ 

Ces résultats négatifs issus du logiciel percepta du point de vue du passage de la BHE peuvent être 

relativisés avec l’analyse des propriétés physico-chimiques des quatres composés qui permettent de 

calculer leur score CNS MPO et de vérifier leur caractère CNS+ (Tableau 19). Là aussi la charge 

permanente de ces composés les empêche de valider le critère CNS+ d’un pKa entre 7,5 et 10,5, 

puisque ce paramètre sert à mesurer l’ionisation à pH physiologique, qui est totale pour ces composés. 

Cependant, excepté une valeur très légèrement excessive pour la TPSA du composé 26, tous les autres 

critères CNS+ sont remplis par ces composés. Le passage de la BHE reste donc envisageable. 

En ce qui concerne le score CNS MPO, cet algorithme a été conçu pour des molécules neutre ionisables, 

les valeurs sont donc données à titre indicatif, en ayant considéré un score de 0 pour le critère sur le 
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pKa du groupement basique de la molécule, qui mesure l’ionisation de la molécule, puisqu’elles sont 

totalement ionisées. 

Composé 
MW 

(g/mol) 
pKa  
base 

RB HBD HBA 
TPSA 
(Å2) 

LogP LogD 
à  

pH 7,4 

Score 
CNS 
MPO 

CNS+ 
P C 

26 308.4 Ꚛ 7 2 5 74,94 -2,19 -2,10 -0,5 4,45 X 

27 307.4 Ꚛ 6 2 5 68 ,95 -2,46 -2,47 -0,83 4,45 X 

28 304.4 Ꚛ 6 2 4 65,71 -1,31 -1,66 -0,01 4,45 X 

29 318.4 Ꚛ 7 2 4 65,71 -1,31 -1,21 0,38 4,45 X 

Critères 
CNS+ 

< 450 
> 7,5  
< 10,5 

< 8 < 3 < 7 < 70 < 5    

Tableau 19 : Propriétés physico-chimiques déterminées par Chemicalize (C) et Percepta (P) des molécules de ce 
chapitre, ainsi que leur score CNS MPO et leur respect des critères CNS+ pour évaluer leur activité au SNC. Ꚛ : 
charge permanente. 

De plus, en regardant le coefficient de partage octanol/eau logD qui prend en compte les différentes 

formes des composés à pH physiologique, on peut noter que leur hydrophilie est bien moins 

prononcée à pH 7,4 que ne le laisse supposer le LogP. Le ligand quinuclidinium permet là aussi un 

surcroit de lipophilie qui permet aux composés 28 et 29 d’avoir un équilibre entre hydrophilie et 

lipophilie. 

3.1.2.2. Autres propriétés 

Si l’hydrophilie de ces composés peut poser un problème pour le passage de la BHE, il leur permet 

d’avoir de bonnes solubilités aqueuses, assurant de ne pas avoir de problèmes de solubilisation pour 

les tests in vitro (Tableau 20). On peut noter la différence d’échelle d’un facteur 100 entre les modèles 

utilisés par SwissADME et celui de Percepta. Cependant la tendance reste la même entre les différents 

composés. 

Structure pKa oxime 
Solubilité LogS à pH 7,4 (mg/mL) DL50 IP (souris) 

(mg/kg) Percepta SwissADME 

26 10,4 39,4 0,017 – 0,98 67 

27 7,97 157 1 - 4 56 

28 7,97 20,4 0,014 -0,24 65 

29 10,4 11,4 0,006 – 0,15 60 

Tableau 20 : Propriétés physico-chimiques et pharmacologiques supplémentaires déterminées par Chemicalize, 
Percepta et SwissADME.  
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Le pKa de l’oxime est simulé par Chemicalize, qui indique néanmoins que les calculs pour ce type de 

fonction chimique sont à prendre avec précaution. Ils sont donc indiqués pour observer des tendances 

plus que des valeurs précises. Il semblerait donc que la longueur du bras espaceur influence le pKa de 

l’oxime, avec des valeurs dans l’ordre de grandeur désiré pour 27 et 28, comportant un bras espaceur 

de 4 carbones, et des valeurs plus éloignées pour 26 et 29, comportant un bras espaceur de 5 carbones.  

Enfin, la toxicité de ces composés apparait potentiellement non négligeable au vu de leur DL50, même 

si le logiciel Percepta indique une confiance modérée dans ces résultats. Pour comparaison, la DL50 de 

220 mg/kg établie au premier chapitre pour le RM048, qui est considéré comme peu toxique, est 4 fois 

supérieure. Ce point devrait donc être aussi vérifié lors de potentiels tests in vivo. 

Nous avons jugé que ces éléments étaient suffisamment satisfaisants pour envisager la synthèse des 

quatre composés à ce stade, bien que le passage de la BHE pour ces composés chargés reste un défi, 

en particulier avec le ligand pipérazinium. 

3.2. Etude d’amarrage moléculaire sur l’AChE inhibée 

L’étude d’amarrage moléculaire a été réalisée par José Dias et Ophélie Da Silva à l’IRBA pour les quatre 

structures sur l’hAChE phosphylée par le VX et le sarin, avec résidus flexibles. Les poses représentatives 

des conformations favorables à la réactivation de l’enzyme parmi les dix poses obtenues sont 

présentées dans le Tableau 21, avec les énergies de stabilisation associées et la distance entre le 

phosphore et l’oxygène de l’oxime. Sur les Figures 67 et 68 n’apparaissent que les acides aminés 

flexibles, excepté le Trp86 avec le composé 27.  

Composé 

hAChE-VX hAChE-sarin 

ΔG 
(kcal/mol) 

Distance 
P-O (Å) 

Pose n° 
ΔG 

(kcal/mol) 
Distance 
P-O (Å) 

Pose n° 
Conformations 

favorables 

26 -8,3 4,3 3 -8,5 7,2 4 5/10 

27 -8,3 4,2 1 -7,6 7,1 3 4/10 

28 -9,5 7,5 2 -8,6 11,8 3 3/10 

29 -9,2 5,6 4 -9,5 6,7 2 2/10 

Tableau 21 : Résultats d’étude d’amarrage moléculaire des ligands 26 à 29 sur l’AChE phosphylée par le VX et le 
sarin, réalisée à l’IRBA. ΔG : énergie de stabilisation. 

Globalement, les énergies de stabilisation des ligands sont satisfaisantes, proches des valeurs idéales 

de -10/-11 kcal/mol. On peut cependant noter que le composé 27 présente des énergies de 
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stabilisation plutôt faibles, en particulier avec le sarin, conséquence d’un faible nombre d’interactions 

spécifiques.  

Quatre poses sont néanmoins favorables à la réactivation de l’enzyme. De plus, son positionnement 

dans l’hAChE-VX, à l’instar du composé 26, lui permet aussi d’avoir une distance idéale entre l’oxime 

et le phosphore de 4,2 Å (Figure 67). En revanche, dans les autres cas, tous les composés échouent à 

se positionner dans le site actif pour avoir une telle distance entre l’oxygène de l’oxime et le phosphore 

(entre 4 et 5 Å) lorsque la pyridine est dirigée vers le site catalytique, avec plutôt des valeurs autour 

de 7 Å, ce qui n’est cependant pas rédhibitoire. Dans les conformations non productives, on observe 

en général la pyridine au niveau du site périphérique et l’ammonium au niveau de la gorge, stabilisé 

par des interactions de type cation-π.  

 
Figure 66 : Conformations respectives n°7 et n°1 de 26 et de 28 dans le site actif de l’hAChE phosphylée par le 
sarin. 

Ces distances P-O excessives sont plus marquées pour le sarin où l’on observe que le groupement O-

isopropyle bloque en partie l’accès de l’oxime au phosphore. Le composé 26 est malgré tout 

prometteur pour réactiver l’enzyme inhibée par cet OP, avec 5 conformations productives sur 10. Les 

conformations favorables présentent la pyridine au niveau de la gorge, stabilisée par π-stacking avec 

la tyrosine 341, ce qui dirige l’oxime vers l’adduit phosphylé (Figure 66). Celui-ci peut, de plus, être 

stabilisé par un réseau de liaisons hydrogène.  



 

 

CHAPITRE II : SYNTHESE D’ANTIDOTES MULTI-CIBLES (MTDA), REACTIVATEURS DES 
CHOLINESTERASES ET ANTAGONISTES DES NACHRS 

176 

 

Un tel positionnement est aussi observé pour deux conformations du composé 28 avec l’hAChE-sarin, 

mais à des distances malheureusement encore plus grandes de l’adduit. La conformation la plus 

favorable de 28 présente cependant bien la pyridine positionnée au fond du site catalytique, mais 

l’oxime est dirigée à l’opposé de l’adduit phosphylé, avec une potentielle liaison hydrogène entre le 

résidu Tyr124 et la pyridine, ainsi que des interactions hydrophobe et cation-π pour le ligand 

quinuclidinium (Figure 66). Etant donné que les distances P-O obtenues pour ces trois conformations 

sont supérieures à 10 Å et que les sept autres conformations sont défavorables, l’efficacité de 

réactivation de 28 dans le cas du sarin serait potentiellement faible.  

Le rallongement du bras espaceur entre 28 et 29 permet des positionnements plus favorables en 

permettant à la pyridine de contourner l’isopropyle de l’adduit du sarin tandis que son ligand 

quinuclidinium est potentiellement stabilisé par une liaison cation-π avec le résidu Tyr341. Cependant, 

seules deux conformations sur dix sont favorables à la réactivation de l’enzyme. 

 

Figure 67 : Conformations respectives n°4 et n°1 de 29 et de 27 dans le site actif de l’hAChE phosphylée par le VX. 

Dans le cas du VX, le composé 29 retrouve cette interaction entre le quinuclidinium et le résidu Tyr341, 

à laquelle peut s’ajouter une interaction hydrophobe avec Tyr337 (Figure 67). La distance P-O de 5,6 

Å qui en résulte promet une réactivation plus efficace qu’avec le sarin.  

La conformation la plus favorable observée pour 26 sur l’hAChE-VX est en tout point similaire et 

permet d’obtenir une distance P-O encore plus courte.  
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De plus, cette interaction avantageuse du ligand chargé avec le résidu Tyr341 place aussi la pyridine 

du composé 28 vers l’adduit phosphylé du VX dans la majorité des 10 conformations, ce qui est 

prometteur.  

En conclusion, les ligands ammonium de ces quatre structures leur permettent d’avoir de bonnes 

affinités pour le site actif et un positionnement favorable à la réactivation de l’hAChE inhibée par le 

VX. L’accès au phosphore est plus difficile dans le cas du sarin, mais la réactivation est un phénomène 

dynamique et les positionnements étudiés restent donc satisfaisants pour envisager l’attaque 

nucléophile à partir d’un complexe de Michaelis-Menten suffisamment stable. Les résultats de 28 et 

29 laissent cependant penser que leurs réactivations pourraient être un peu moins efficaces sur cet 

OP. 

4. OBJECTIF 

Les éléments disponibles dans la littérature sur les ammoniums quaternaires nous permettent de 

penser qu’ils peuvent être des ligands prometteurs pour les cholinestérases comme pour les nAChRs. 

De plus, les études in silico, si elles ont pu soulever certains points d’attention, ne permettent 

d’éliminer aucune des structures envisagées, 26, 27, 28 et 29, et confirment des interactions favorables 

avec le site actif de l’AChE. 

Le premier objectif était de vérifier quel effet pouvait avoir la fonction réactivatrice 3-hydroxy 2-

pyridine aldoxime sur la deuxième cible envisagée : les nAChRs. Ensuite, une quantité suffisante de 

produit devait être synthétisée pour les tests in vitro sur l’hAChE (10 -20 mg) et sur les nAChRs (au 

moins 1 mg), avec une pureté supérieure à 95% et une solubilité convenable dans l’eau. En cas de tests 

in vitro prometteurs, au moins 300 μmol de produit devaient être à nouveau synthétisés pour les tests 

in vivo. 

5. SYNTHESE 

5.1. Concept multi-cibles : synthèse de la fonction réactivatrice seule 

Le développement de composés multi-cibles nécessite de mesurer l’action de chaque ligand sur la cible 

pour laquelle il n’est pas destiné au départ, afin de vérifier qu’il ne compromettra pas de façon 

rédhibitoire l’effet du composé dans sa globalité sur cette cible (il faut noter qu’il est aussi possible 
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que le motif puisse au contraire améliorer l’effet du composé multi-cible en ajoutant des interactions 

favorables). La fonction réactivatrice 3-hydroxy 2-pyridine aldoxime a donc été synthétisée pour 

mesurer son effet sur les récepteurs nicotiniques. 

La synthèse a été réalisée à partir de l’acide 3-hydroxy picolinique 7 et  a démarré par son estérification, 

avec un bon rendement de 76% (Schéma 15). Le phénol a ensuite été protégé par benzylation pour 

pouvoir procéder à la réduction consécutive de l’ester. Cette benzylation a été faite selon le protocole 

déjà établi, avec là aussi un bon rendement.  

 
Schema 15 : Voie de synthèse de la fonction réactivatrice seule. 

La réduction au DIBAL à -78 °C de l’ester 30 a semblé se réaliser quantitativement mais 

malheureusement, des traces de l’ester 30 ont été observées lors du contrôle CCM de l’étape suivante, 

ce qui explique sans doute le rendement assez faible obtenu lors de la transformation de l’aldéhyde 

31 en oxime. L’ester 30 restant, ayant un rapport frontal très proche de celui de l’oxime 32 sur CCM, a 

pu en être séparé avec un éluant DCM/EtOH 9/1 par chromatographie flash.  

L’oxime 32 a alors pu être engagé dans la dernière étape de synthèse, la débenzylation du phénol par 

hydrogénolyse. Lors d’une hydrogénolyse, la présence d’une fonction oxime non protégée peut 

potentiellement conduire à des rendements faibles en raison du manque de stabilité de cette fonction 

chimique dans ces conditions. Néanmoins, des résultats présentés par l’équipe de Rachid Baati lors 

d’une réunion d’avancement du projet ANR CNS antidotes, montraient que cela était possible avec des 

rendements satisfaisants. Un contrôle par TLC-MS régulier sur les 3 h de réaction a donc permis 

d’obtenir PDG-149 avec 69% de rendement après purification par chromatographie flash. Il faut 

cependant noter que le produit benzylé 32 était insoluble dans le méthanol et a donc dû être solubilisé 
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dans du THF, avec 10% de (AcOEt/MeOH 1/1), à 35 °C. Cette synthèse a donc permis d’obtenir 143 mg 

du composé PDG-149 en 5 étapes avec un rendement global de 17%. 

5.2. Synthèse du MTDA 26 portant le ligand méthylmorpholinium 

Les synthèses des MTDAs ont été envisagées selon les voies de synthèse développées pour les 

réactivateurs non chargés présentés dans le chapitre précédent. Deux voies sont là aussi possibles : 

l’une plus convergente, en liant séparément le bras espaceur avec le ligand avant de coupler le 

fragment obtenu sur la pyridine, et l’autre plus linéaire, en ajoutant le ligand sur la pyridine déjà 

fonctionnalisée par une chaîne de 4 ou 5 carbones (Schéma 7, page 130).  

Dans un premier temps, la voie linéaire a été testée pour la synthèse du composé 26, à partir de 

l’intermédaire 4b, dont la synthèse a été présentée au Schéma 9, page 132. Pour effectuer l’étape 

suivante de substitution nucléophile de la N-méthylmorpholine en excès sur le composé 4b (Schéma 

16), l’activation de cet alcool a d’abord été envisagée avec du chlorure de mésyle. La conversion en 

mésylate de 4b est quasiment totale en 3 h mais l’étape suivante n’a pas permis de former le produit 

désiré 33. 

 
Schema 16 : Tentatives de substitution nucléophile de la N-méthylmorpholine sur l’alcool 4b activé soit par un 
mésylate soit par un triflate. 

Le contrôle CCM montrait la formation d’un produit moins polaire que le produit de départ, ce qui ne 

correspondait pas au produit 33. L’analyse RMN du brut réactionnel n’a pas permis de conclure quant 
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à la formation du produit 33 tandis que la purification par chromtographie flash a permis d’isoler un 

produit dont l’analyse RMN et HRMS (trouvée : 358,1193) correspondent au produit 34. Ce produit est 

formé avec un rendement de 50%, très probablement par substitution nucléophile entre l’ion Cl- libéré 

lors de la réaction et le mésylate formé. Même avec un excès, la nucléophilie de la N-

méthylmorpholine ne semble pas suffisante pour réagir sur le mésylate ou le dérivé chloré 34 généré 

in situ.   

Nous avons donc envisagé une autre activation de l’alcool 4b, en formant le triflate correspondant par 

réaction avec de l’anhydride triflique, le triflate étant un meilleur groupe partant que le mésylate. Afin 

de générer le triflate, nous nous sommes basés sur le protocole utilisé par Quagliotto et al., qui consiste 

à ajouter goutte à goutte une solution anhydre équimolaire de l’alcool et de pyridine à une solution 

d’anhydride triflique.468 L’acide triflique qui se dégage au cours de la réaction peut ainsi former un sel 

avec la pyridine, qui est facilement éliminé à la fin de la réaction par un simple traitement aqueux. Ce 

protocole avantageux en termes de purification et d’efficacité a également été utilisé par la suite pour 

toutes les synthèses des produits intermédiaires de type ammonium. Le triflate obtenu a ensuite été 

immédiatement mis en solution dans l’ACN sec sous argon avec un défaut de N-méthylmorpholine 

(0,85 équiv) pour conduire à un mélange brut particulièrement complexe de produits de couleurs 

différentes et de polarités croissantes. Il a été néanmoins possible d’isoler par chromatographie le 

produit 35 avec un rendement de seulement 11%.  

La réaction a été à nouveau réalisée avec un large excès d’amine (10 équiv) et une solution 20 fois plus 

diluée, malheureusement ces conditions n’ont pas permis d’obtenir le produit 35 avec un meilleur 

rendement (11%), les autres fractions isolées étant des produits de dégradation, correspondant 

notamment à des dimères de 4b selon l’analyse HRMS effectuée dessus. Nous en avons conclu que ce 

faible rendement provenait d’une concurrence entre la triflatation de l’alcool et de l’azote de la 

pyridine, menant à cette variété de produits.  

Au vu des problèmes rencontrés, nous avons envisagé la seconde voie de synthèse plus convergente, 

qui a permis d’obtenir le composé 37 avec plus de succès (Schéma 17). La formation du sel de 

morpholinium, dès le début de la synthèse, était de plus supposée éviter des étapes de 

protection/déprotection de la pyridine, qui auraient été nécessaires si la formation de l’ammonium 

était réalisée dans les dernières étapes. Cependant, la protection de la pyridine n’apparait pas 

forcément nécessaire suivant les substrats, selon les résultats d’une publication rapportant la 

formation de réactivateurs chargés très semblables aux notres,469 qui seront discutés à la fin de cette 

partie.  
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La synthèse globale du composé 26 a été répétée une seconde fois pour obtenir les quantités 

nécessaires aux tests in vivo (en bleu sur les schémas). 

 

Schema 17 : Premières étapes de la synthèse de 26 

Le même protocole a été utilisé avec la N-méthylmorpholine et le pentynol 5b (via la formation du 

triflate) et fournit cette fois le produit attendu 36 avec de bons rendements de 75-79%. Il est de plus 

adaptable sur de grandes quantités puisque 1,8 g de 36 ont pu être obtenus en une fois avec 75% de 

rendement. La purification par chromatographie nécessite néanmoins des conditions précises 

d’élution en utilisant un gradient lent de 100/0 à 95/5 en DCM/MeOH. La conservation de ces sels 

d’ammonium s’est faite à température ambiante dans un dessicateur dédié sous vide en présence de 

produit déssechant, où, sauf exception, ils étaient généralement très stables, sur plusieurs mois au 

moins pour certains.  

Le couplage de Sonogashira a ensuite été testé avec les conditions classiques entre cet alcyne 

fonctionnalisé 36 et l’intermédiaire 8 (dont la synthèse a été présentée au chapitre précédent, Schéma 

8, page 131). Malheureusement, la réaction n’a pas fonctionné et les deux produits de départ ont été 

en partie récupérés en fin de réaction. Comme un précipité apparaissait dans la solution de DCM, nous 

avons supposé que la mauvaise solubilité de ces sels dans ce solvant compromettait la réaction. De 

plus, il a été observé que les sels de triéthylamine avaient la même polarité que les sels de triflate 

d’ammonium, ce qui rend impossible leur purification.  

Le DCM a donc été remplacé par l’ACN, au plus grand pouvoir dissociant, et la triéthylamine par K3PO4, 

dont le pKa de l’acide conjugué de 12,3 est proche de celui de la triéthylamine, à 10,8. Bien que cette 

base agisse de manière hétérogène et avec un nombre d’équivalents considérablement amoindri, ces 
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conditions ont alors permis d’obtenir le produit de couplage 37 avec un bon rendement. Ces conditions 

ont donc été utilisées par la suite pour les réactions de couplage de Sonogashira des autres sels de 

triflate d’ammonium. Comme il a été dit précédemment, la qualité du catalyseur Pd(PPh3)4 est 

importante pour obtenir de bons rendements. Avec un lot plus ancien de catalyseur, le rendement 

obtenu a chuté à 48%, permettant d’obtenir néanmoins 1,5 g de produit. 

 

Schema 18 : Dernières étapes de synthèse de 26. 

Lors de l’étape d’hydrogénolyse de 37, nous avons rencontrés les mêmes problèmes que ceux obervés 

lors des synthèses des réactivateurs neutres (chapitre I) à savoir la formation du produit secondaire 39 

(voir aussi Schéma 10, page 133). Il est difficile de déterminer le temps de réaction optimum, d’autant 

que les rapports frontaux sur CCM de 37 et 38 sont proches et qu’il n’est pas possible de suivre la 

réaction par TLC-MS sans risquer de polluer le spectromètre de masse. Au vu des quantités obtenues 

du composé 38, en mélange avec 39, dont la proportion a pu être estimée par RMN à l’étape suivante 

(voir ci-après), nous avons pu estimer une conversion modérée de 37 vers 38, qui fait de cette étape 

l’étape limitante de la synthèse. 

La déprotection de l’acétal se fait comme précédemment dans une solution d’acide formique/eau. 

Comme il n’est pas possible d’extraire le produit de la solution aqueuse, celle-ci est lyophilisée après 

neutralisation, et les sels obtenus sont filtrés par une solution DCM/MeOH 8/2 dont le résidu est purifié 

par chromatographie sur colonne. Après purification, un produit secondaire est systématiquement 
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observé sur l’analyse RMN à ce stade de la synthèse des triflates d’ammoniums. Ce produit secondaire 

comporte tous les signaux du produit désiré, excepté celui de l’aldéhyde. De plus, les signaux des 

protons aromatiques de la pyridine ainsi que du CH2 lié à la pyridine sont blindés par rapport à ceux de 

l’aldéhyde désiré. L’analyse spectrométrique montre en général un pic de masse supérieure de 46 à la 

masse de l’aldéhyde désiré, ce qui correspondrait donc au produit 39 qui coéluerait avec 38, puis avec 

40. Cette coélution n’avait pas lieu pour les produits neutres du premier chapitre, en raison d’une 

polarité différente. C’est pourquoi les rendements sont indiqués de façon globale pour les trois 

dernières étapes. Cependant, au vu des quantités obtenues du mélange 39/40 et de la proportion du 

produit 40, on peut estimer une bonne conversion du composé 38 vers le produit 40 à cette étape. 

L’étape de formation de l’oxime a permis d’obtenir le MTDA 26 (PDG-036) avec un rendement de 22 à 

29% sur trois étapes à partir de 37 et on peut estimer que la conversion de l’aldéhyde 40 en l’oxime 

26 à cette dernière étape est excellente, au vu des quantités obtenues. Le produit secondaire 39 est 

de plus facilement éliminé lors de la purification par chromatographie.  

Lors de la première synthèse, 225 mg du produit 26 ont donc été obtenus avec un rendement global 

sur 4 étapes de 23% à partir de l’intermédiaire 8. Malheureusement, après coup, le produit a été 

contaminé par des sels de triéthylamine qu’il a été impossible de séparer par chromatographie en 

phase normale. Sa purification en phase inverse a été tentée mais a occasionné des difficultés qui 

seront explicitées lors de la partie 6.  

Lors de la deuxième synthèse du MTDA 26, pour la réalisation de tests in vivo, 265 mg de produit ont 

été obtenus avec un rendement de 22% sur trois étapes à partir de 37. La baisse de rendement par 

rapport à la première synthèse (29%) provient de la difficulté de la purification par chromatographie 

après l’étape de formation de l’oxime, qui a cette fois nécessité deux purifications successives et a 

occasionné des pertes.  

Nous avons pu remarquer que le contre-ion triflate restait associé à l’ammonium, quelque soit les 

conditions et les purifications, même en solution dans l’acide formique dilué, car le signal quadruplet 

du carbone du groupe CF3 du triflate se retrouvait systématiquement sur les analyses RMN 13C de tous 

les produits intermédiaires. Nous supposons donc que la liaison entre les deux ions présente un 

caractère significativement covalent. L’avantage de cette particularité est de ne pas avoir d’incertitude 

sur la masse molaire, à cause d’une éventuelle métathèse ionique imprévue au niveau d’une étape de 

la synthèse, ce qui pourrait plus facilement se produire avec des halogénures ou des acides faibles par 

exemple (l’utilisation de ces sels de triflate ayant de plus permis d’estimer empiriquement qu’ils ont 

une faible hygroscopie, sans compter les précautions de stockage mentionnées précédemment). 
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5.3. Synthèse du MTDA 29 portant le ligand quinuclidinium et un bras espaceur de 5 

carbones 

La synthèse du composé 29 utilise exactement la même voie développée précédemment pour le 

composé 26. Il a été obtenu une première fois, à un stade du projet où la purification était encore 

réalisée en phase inverse, ce qui a induit d’importantes pertes. La synthèse a donc été répétée une 

deuxième fois (en bleu Schéma 29). Les différentes étapes de la synthèse du MTDA 29 avec le motif 

quinuclidinium ont été réalisées avec des rendements et des conversions de même ordre de grandeur 

que celles de la synthèse du MTDA 26 avec le motif morpholinium.  

 

Schema 19 : Voie de synthèse du composé 29. 

L’étape d’hydrogénolyse/réduction a là aussi été l’étape limitante de la synthèse et a également 

généré le produit secondaire (possédant l’acétal ouvert), qui n’est éliminé qu’à l’étape de purification 

du produit final 29 (le rendement est donc donné sur les 3 dernières étapes). La conversion estimée à 

l’étape d’hydrogénolyse lors de la première synthèse a été faible et explique le rendement de 22% sur 

les trois étapes à partir du produit 42. Cependant, lors de la deuxième synthèse, nous avons pu suivre 
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plus facilement et plus régulièrement la réaction par CCM, ce qui a permis de limiter la durée de la 

réaction et d’augmenter significativement la conversion de cette étape. De plus, excepté le produit 

secondaire en question, le brut de la réaction était relativement propre et a donc été engagé 

directement dans la réaction de déprotection de l’aldéhyde lors de la deuxième synthèse sans 

purification intermédiaire, ce qui ne compromet pas son rendement. La purification à la suite de 

l’étape d’hydrogénolyse/réduction pourrait donc être avantageusement omise pour toutes les 

synthèses similaires. 

Nous avons pu estimer, au vu des quantités de produit obtenues à chaque étape et de la proportion 

du produit secondaire, que les conversions des deux dernières étapes étaient similaires à celles 

obtenues à la synthèse précédente de 26 : bonne pour la déprotection de l’acétal et excellente pour 

la formation de l’oxime. 

Les purifications de l’aldéhyde 44 et de l’oxime 29 se sont faites sans difficulté particulière et ont 

permis d’obtenir le produit final 29 (PDG-121) avec la pureté nécessaire (pureté HPLC > 95%). Les 

rendements globaux obtenus sur les 4 étapes à partir de l’intermédiaire 8 sont de 15 et de 16% pour 

les deux synthèses, avec des quantités conséquentes de produit à la clé (578 mg pour la 2ème synthèse).  

5.4. Synthèse du MTDA 28 portant le ligand quinuclidinium et un bras espaceur de 4 

carbones 

La synthèse du composé 28 a été réalisée selon la même voie de synthèse, mais a été plus compliquée, 

notamment en raison du couplage de Sonogashira qui s’est avéré beaucoup moins efficace avec 

l’alcyne 45 (Schéma 20). Malgré plusieurs essais, les conversions obtenues sont faibles. En particulier, 

la conversion a été inférieure à 15% pour la réaction réalisée à plus grande échelle, ayant permis 

d’obtenir une fraction de 0,41 g après purification par chromatographie flash. Cependant, cette 

purification n’a pas permis de séparer le produit 46 d’un produit secondaire qui co-éluait avec celui-ci, 

et qui semble être un dérivé de quinuclidine, car l’analyse RMN de cette fraction montrait une 

intégration excessive des pics correspondant au motif quinuclidine.  

Les quantités obtenues paraissant suffisantes pour la suite de la synthèse, la réaction n’a pas été 

retentée mais elle devra être optimisée (nature de catalyseur, température, solvant…) afin de 

synthétiser des quantités plus importantes pour les tests in vivo. 
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Schema 20 : Voie de synthèse du composé 28. 

Plusieurs pistes pourraient expliquer cette conversion plus faible. Le raccourcissement de la chaîne 

alkyle de 5 à 4 carbones pour 45 pourrait appauvrir l’alcyne et le rendre moins réactif pour ce couplage. 

Ce composé pourrait être aussi plus sensible au couplage de Glaser : un dégazage plus intensif par des 

cycles de congélation-réchauffement sous vide pourrait éliminer cette hypothèse.  

Mais la piste la plus probable est l’instabilité de l’ammonium dans les conditions basiques utilisées. En 

effet, la proximité de l’alcyne sur ce bras espaceur à 4 carbones augmente le caractère acide des 

protons en position propargylique par rapport à un bras espaceur de 5 carbones, comme le montre la 

différence de 5 unités de pKa observée pour ces protons sur une simulation réalisée sur 41 et 45 (pKa 

de 39 et 34) (Figure 68). En milieu basique, il pourrait donc y avoir déprotonation d’un de ces protons 

qui conduirait à une réaction d’élimination irréversible avec départ de la quinuclidine et du 

vinylacétylène.  

 
Figure 68 : Simulation des pKa par MarvinSketch des protons à caractère acide des composés 41 et 45. 
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Les observations faites pour le couplage de Sonogashira avec le triflate de diméthylpipérazinium 

semblent de plus confirmer cette hypothèse (partie 5.5.). Nous verrons que dans ce cas, la durée de la 

réaction est le facteur critique, or pour cette synthèse, les trois tentatives ont duré au minimum 12 h. 

La nature et la force de la base utilisée pourrait être également adaptées. Des tests supplémentaires 

pourraient être réalisés dans les mêmes conditions pour isoler et analyser tous les produits 

secondaires afin de mieux comprendre les mécanismes en question.  

La réaction suivante d’hydrogénolyse/réduction a été menée sous pression (10 bars de H2) avec un 

suivi par CCM régulier afin de contrôler la formation du produit secondaire contenant l’acétal ouvert. 

La difficulté de ce suivi s’est manifestée ici par la découverte après purification par chromatographie 

d’une fraction conséquente de produit de départ. Toutes les fractions ont été rassemblées et la 

réaction a été relancée pour quelques heures. Au vu du suivi CCM la conversion devait avoir été 

nettement améliorée par cette procédure sous pression, par rapport au protocole sous atmosphère 

de H2 à pression atmosphérique. Malheureusement, la présence du produit secondaire dérivé de la 

quinuclidine dans le mélange de départ avec 46, et ensuite la présence du produit secondaire 

possédant l’acétal ouvert co-éluant avec le produit d’arrivée 47 (comme pour les synthèses 

précédentes), empêchent de se baser sur des valeurs sûres pour estimer le rendement de la réaction. 

En outre, la casse du ballon a conduit à des pertes du produit 47.  

On peut estimer, par rapport aux quantités obtenues et à la proportion de produit secondaire 

mesurable par analyse RMN, que les deux étapes suivantes de déprotection de l’acétal et de formation 

de l’oxime ont présenté respectivement une bonne et une excellente conversion, comme pour les 

synthèses précédentes. Elles ont permis d’obtenir 59 mg du composé 28 (PDG-087) avec une pureté 

HPLC supérieure à 95%. Les différentes incertitudes sur les quantités réelles de produit obtenues au 

cours de cette synthèse de 28 ne permettent pas en revanche de calculer un rendement global.  

5.5. Synthèse du MTDA 27 portant le ligand diméthylpiperazinium 

Comme pour le composé 28 précédent, la formation du sel 49 s’est faite sans difficulté tandis que son 

couplage de Sonogashira avec l’intermédiaire 8 s’est avéré très délicat (Schéma 21). Les deux premiers 

essais réalisés selon les conditions décrites sur le schéma n’ont pas permis d’obtenir le produit 50, 

malgré des quantités de réactifs suffisamment importantes et la recherche du produit dans les 

différentes fractions obtenues après purification par chromatographie. Un 3ème essai avec une quantité 

catalytique de K3PO4, afin de réduire le caractère basique du mélange réactionnel, n’a pas été plus 

fructueux.  
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Schema 21 : Voie de synthèse tentée pour obtenir le composé 27. 

Finalement, le contrôle du temps de réaction semble être un élément crucial pour cette réaction. Le 

fait de diminuer le temps de réaction d’une nuit à 6 h a, en effet, permis d’obtenir le produit 50 avec 

un rendement de 83% après purification par chromatographie flash. Un dernier essai, dont le temps 

de réaction a été prolongé au-delà de 6 h (une nuit) pour tenter de faire progresser l’avancement de 

la réaction, incomplet par suici sur CCM, a conduit à nouveau à la formation de produits de 

dégradation, sans pouvoir ensuite isoler le produit 50 par chromatographie. Par corrélation avec les 

résultats obtenus lors de la synthèse du MTDA 28 (Schéma 20) portant le motif quinuclidinium, une 

instabilité en conditions basiques du composé intermédiaire 50 (et 46 pour le MTDA 28), dûe à la 

longueur de son bras espaceur à 4 carbones, semble donc se confirmer. Nous pouvons noter une 

instabilité plus forte pour le composé 50 compte tenu de sa cinétique de dégradation plus rapide, avec 

également un caractère acide marqué des protons propargyliques possédant un pKa simulé de 33,6. 

Ces informations nous amènent à penser que le produit de dégradation obtenu dans les couplages de 

Sonogashira aurait la structure du composé 53 (Figure 69). 
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Figure 69 : structure envisagée pour le produit de dégradation 53 et mécanisme 

L’hydrogénolyse de 50 a montré sur deux essais une non-reproductibilité, dans les mêmes conditions. 

Le contrôle CCM n’a pas montré l’apparition d’une tâche correspondant au composé 51 sur le premier 

essai tandis que la conversion semblait déjà bien avancée au bout d’une heure de réaction pour le 

deuxième. Le rendement basé sur le brut réactionnel a semblé quantitatif pour cette 2ème réaction. 

Néanmoins, un des pics caractéristiques du produit secondaire découlant de l’ouverture de l’acétal à 

cette étape a été observé sur l’analyse RMN du composé 52, il devait donc être déjà présent avec 51. 

Malgré de bonnes conversions, les deux dernières étapes n’ont pas permis d’obtenir le composé 27 en 

quantité suffisante et avec la pureté voulue à cause de pertes considérables à la purification par 

chromatographie en phase normale, dues à la trop forte polarité du produit. Le produit 52 aurait 

notamment pu être engagé directement dans la réaction suivante sans purification intermédiaire. La 

dernière purification aurait aussi dûe être tentée directement par chromatographie en phase inverse. 

Cependant, celle-ci reste particulièrement difficile car les analyses LC/MS et HPLC montrent que le 

produit 27 et ses produits secondaires analogues secondaires ont des temps de rétention très proches 

et très courts, même avec un plateau 100% eau en début de séquence sur une colonne adaptée. La 

tentative de purification du produit sur colonne Hypersilgold C18 AQ (250*0,46 mm) avec un éluant 

acide formique 0,1% aq./ACN n’a donc pas permis d’améliorer la pureté des 2 mg de produit restant. 

Au vu de ces difficultés de synthèse, une autre voie apparait nécessaire pour ce produit et pourrait 

être aussi profitable à tous les MTDAs comprenant un ligand ammonium avec un bras espaceur de 4 

carbones. 

5.6. Efficacité de synthèse : comparaison avec la littérature 

Différentes équipes de chimistes et de biologistes tchèques ont publié en 2021 la synthèse et 

l’évaluation biologique de réactivateurs basés sur la fonction 3-hydroxy 2-pyridine aldoxime 

développée par notre équipe et liée à différents ligands chargés (ammonium aromatique) par un bras 

espaceur de 5 carbones (Schéma 22).469  
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Leur choix d’un ligand chargé s’explique au travers de leur publication datant de 2018 qui portait sur 

la synthèse et l’évaluation de réactivateurs neutres.470 En effet ils avaient émis de sévères critiques sur 

les réactivateurs neutres (comme ceux du chapitre I) en pointant plusieurs inconvénients par rapport 

aux réactivateurs chargés : une plus forte lipophilie qui présente des risques de plus grande toxicité et 

peut poser des problèmes de solubilité pour l’injection in vivo, ainsi que, sur les structures testées, une 

faible affinité pour les cholinestérases. Ce dernier point pouvait être vrai sur les structures testées dans 

leur publication mais n’est pas généralisable puisque nous avons vu au chapitre I que les réactivateurs 

neutres peuvent avoir une grande affinité pour l’hAChE, suivant le ligand. Si les deux premiers points 

ne sont pas dénués de fondement, ils ne sont pas non plus universels car la nature du ligand et la 

formulation peuvent être la solution à la toxicité et à la solubilité de la molécule dans son ensemble.  

Ils ont donc choisi de synthétiser ces réactivateurs en ajoutant une charge pour améliorer ces 

différents points. Pour cela ils ont développé une nouvelle voie de synthèse dont les premières étapes 

sont basées sur celles que notre équipe a déjà publiées.471 L’efficacité de cette voie de synthèse peut 

être comparée à celle développée dans ce chapitre, puisque les produits finaux sont extrêmement 

similaires, avec également un ligand chargé (ammonium et pyridinium). Il faut cependant noter que 

l’optique n’était pas la même : avec quatre molécules à synthétiser dans notre projet, développer une 

nouvelle méthodologie de synthèse apparaissait moins pertinent que de s’accommoder de certaines 

insuffisances de la voie utilisée ; tandis que leur publication fait état d’une véritable librairie de 

molécules synthétisées (15), et la nature des ligands diffère également (amines tertiaires vs. 

Hétéroaromatiques). 

 
Schema 22 : Voie de synthèse développée par Gorecki et al. pour des réactivateurs basés sur la fonction 
réactivatrice 3-hydroxy 2-pyridine aldoxime, un bras espaceur à 5 carbones et un ligand hétéroaromatique 
chargé.469 

Ils synthétisent l’intermédiaire 55 en 10 étapes à partir de l’acide 3-hydroxy picolinique 7 avec un 

rendement global de 25%. La dernière étape est la formation de la liaison avec le ligand : une pyridine, 
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une quinoléine ou une isoquinoléine, diversement substituées. La formation de l’ammonium se fait 

par substitution nucléophile de ces composés hétéroaromatiques sur l’intermédiaire 55 grâce à une 

activation par micro-onde contrôlée à 90°C dans l’ACN pour 24 h. Les rendements obtenus pour cette 

réaction vont de 25 à 84%.  

Néanmoins, dans le détail, seulement trois ligands permettent de dépasser 55% de rendement. La 

réaction avec les isoquinoléines et les quinoléines sont comprises à une exception près entre 25 et 

45% et celle avec les pyridines, à deux exceptions près, entre 41 et 55%. Les rendements sont donc 

largement impactés par la nucléophilie modérée de la plupart de ces ligands, à cause d’un 

encombrement stérique ou d’un appauvrissement électronique du cycle aromatique. Trois ligands 

testés n’ont d’ailleurs pas permis de réaliser la susbstitution : quinoléine, 2-phenylquinoléine, et 4-

carbamoylquinoléine. On peut en outre supposer qu’augmenter l’électrophilie de 55 par un meilleur 

groupement partant que le brome pourrait mener aux mêmes problèmes de sélectivité entre fonctions 

nucléophiles que celles observées au début de ce chapitre (Schéma 16). La sélectivité présentée ici 

entre la nucléophilie du ligand, de la pyridine de 55 et de son oxime est déjà remarquable en soi, 

cependant c’est peut-être cette concurrence entre ces différentes fonctions qui abaisse le rendement 

lorsque le ligand est moins nucléophile, plutôt qu’une conversion simplement plus faible. Cette voie 

parait donc plus limitée pour obtenir certains ammoniums que la voie présentée dans ce chapitre où 

ils sont obtenus lors des premières étapes de synthèse. 

Néanmoins cette voie synthétique pourrait représenter une solution pour la synthèse du composé 27. 

La synthèse de 27 parait certes possible en apportant des optimisations aux purifications des dernières 

étapes et aux conditions de réaction du couplage de Sonogashira et de l’hydrogénolyse/réduction, 

mais semble aussi peu reproductible, notamment sur la réaction d’hydrogénation et d’hydrogénolyse. 

En effet la voie développée par Gorecki et al. pourrait s’appliquer aux ligands N-méthylmorpholine, 

quinuclidine et N,N-diméthylpipérazine dont l’alkylation par des chaînes alkyles halogénées sous 

activation thermique a déjà été rapportée (supporting information).472–474 Néanmoins ces conditions 

assez dures (90 °C pour 24 h) à la dernière étape de synthèse peuvent aussi être un facteur limitant 

pour certains ligands. 

Du point de vue de la voie de synthèse globale, les rendements globaux obtenus selon leur voie de 

synthèse vont de 6 à 21% à partir de l’acide picolinique 7 de départ (autour de 9% pour les ligands 

quinoléines et isoquinoléines et autour de 12% pour les ligands pyridines) et sont similaires à ceux 

obtenus pour les MTDAs 26 et 29 avec respectivement 12% et 8% de rendement global.  
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De plus la voie de synthèse utilisée pour nos composés implique 9 étapes de synthèse contre 11 pour 

la voie développée par Gorecki et al. Cependant ce point est compensé par la fonctionnalisation à la 

toute dernière étape de l’intermédiaire 55 qui permet de synthétiser plus rapidement une librairie de 

molécules.  

La structure des trois meilleures réactivateurs obtenus dans leur publication est présentée à la Figure 

70. Leurs résultats in vitro seront comparés à ceux des trois MTDAs 26, 28 et 29 dans la partie suivante. 

 
Figure 70 : Composés leads obtenus par Gorecki et al. et testés in vitro comme in vivo.469 

Pour conclure sur notre voie de synthèse, il apparait pour le futur que comme pour les synthèses 

décrites dans le premier chapitre, l’étape d’hydrogénolyse et d’hydrogénation doit être optimisée car 

l’ouverture de l’acétal catalysée par le palladium constitue la principale limitation de ces synthèses. Le 

remplacement de l’acétal par un autre groupement remettrait malheureusement en cause toute la 

voie de synthèse. Si l‘azote de la pyridine et l’oxygène de l’acétal forment bien une fonction 

complexante du palladium, il se peut que la protection du doublet non liant de l’azote de la pyridine 

puisse améliorer le rendement. 

Pour les composés avec un ammonium et un bras espaceur à 4 carbones, plus fragiles dans les 

conditions basiques nécessaires au couplage de Sonogashira, une base plus douce que K3PO4 comme 

Cs2CO3 peut être envisagée. Cette base est relativement soluble dans les solvants organiques 

aprotiques polaires et est probablement aussi réactive que K3PO4 grâce à la taille du cation césium et 

sa grande polarisabilité qui le rendent « nu », ainsi que son anion, et donc plus réactifs.  
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6. PURIFICATION ET FORMULATION 

Les MTDAs 26 et 29 ont été synthétisés une première fois alors que la méthode d’analyse par LC/MS 

n’était pas encore mise en place au laboratoire. Pour atteindre au moins 95% de pureté, la purification 

en phase inverse a donc été tentée. Les phases mobiles ACN/acide formique 0,1% aq. ou ACN/acétate 

d’ammonium 20 mM n’ont pas permis d’obtenir des fractions de cette pureté sur colonne de 

chromatographie préparative. Une phase mobile ACN/TFA 0,1% aq. a donc été testée, qui améliorait 

la séparation des différentes impuretés sur le chromatogramme analytique. Malheureusement sa trop 

grande acidité a catalysé la déshydratation de la fonction oxime en nitrile pendant et après la 

purification, ce qui a été vérifié par RMN, HRMS et LC/MS. Les deux produits étant très semblables, 

leur séparation était ensuite impossible. C’est pourquoi une deuxième synthèse de 29 a été réalisée.  

 

Figure 71 : Formulation de 26 pour les tests in vitro à l’IRBA et d’électrophysiologie au CEA. 

Pour le composé 26, la purification en phase inverse était également nécessaire à cause de sa 

contamination par des sels de triéthylamine inséparables en phase normale. La purification d’un lot de 

25 mg sur une colonne Thermo Scientific Acclaim polar advantage II (5 μm, 250 × 20 mm) avec un 

éluant ACN/acétate d’ammonium 20 mM a permis d’obtenir une fraction de 10 mg de pureté HPLC 

97,8%. La RMN a permis de déterminer la présence de deux contre-ions acétate associés à l’ammonium 

et au pyridinium, provenant de la phase mobile utilisée. Le produit a donc pu être envoyé pour les 

tests in vitro de réactivation et pour les tests d’électrophysiologie sur les nAChRs sous cette forme 

(Figure 71). Cependant, sous cette formulation, le produit se présentait comme un solide pateux 

orange hygroscopique dont la conservation pouvait s’avérer plus problématique que le triflate 

d’ammonium, solide jaune clair poudreux très peu hygroscopique.  
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Figure 72 : Formulation de 26 pour les tests in vivo à l’IRBA et de 28 et 29 pour les tests in vitro à l’IRBA et 
d’électrophysiologie au CEA. 

Lors de leur deuxième synthèse, les composés 26 et 29 ont donc pu être purifiés en phase normale, de 

même que le composé 28. Il s’est cependant avéré que 28, qui apparaissait sous forme de solide jaune 

cristallin et brillant, était insoluble dans l’eau tel quel, et l’était seulement après dissolution dans le 

méthanol et dilution dans l’eau. Cette insolubilité provient surement de la force de la liaison entre ces 

ammoniums et l’anion triflate évoquée précédemment. La dissolution dans le méthanol a pu être 

utilisée au CEA pour les tests d’électrophysiologie sur les nAChRs où un certain pourcentage de 

méthanol n’est pas problématique pour les tests (1% ou moins de méthanol dans la solution finale 

testée), un lot du composé y a donc été envoyé. Pour les tests de réactivation sur l’hAChE il était au 

contraire préférable d’utiliser une solution 100% aqueuse, la présence de méthanol pouvant entraîner 

une inhibition de l’enzyme.475 Pour cela, les composés 28 et 29 ont été formulés avec un équivalent 

d’acide méthanesulfonique, de même que 26 pour les tests in vivo (Figure 72).  

Enfin, le composé PDG-149 s’est révélé aussi insoluble dans l’eau et a donc été transformé en sel de 

mésylate pour les tests d’électrophysiologie que j’ai réalisés sur ce produit au CEA, ce qui l’a rendu 

hydrosoluble (Figure 73). 
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Figure 73 : Formulation de PDG-149 pour les tests d’électrophysiologie au CEA. 

7. EVALUATIONS BIOLOGIQUES  

7.1. Evaluation in vitro sur l’hAChE inhibée 

Les résultats des tests in vitro de réactivation de l’hAChE inhibée par les NOPs et le paraoxon par les 

réactivateurs de référence, le RM048, les MTDAs de ce chapitre ainsi que les réactivateurs de Gorecki 

et al. sont rassemblés dans le Tableau 22 (tests réalisés par ces derniers, nos partenaires de l’IRBA et 

par l’équipe de Zrinka Kovarik pour le RM048).  

Il est possible de comparer dans un premier temps l’effet de la quaternarisation de la morpholine 

portée par le RM048 avec le PDG-036A (26), en gardant cependant à l’esprit que les mesures ont été 

faites dans deux laboratoires différents. Le ligand morpholinium du PDG-036A améliore de beaucoup 

les capacités de réactivation par rapport au RM048 en augmentant nettement l’affinité pour l’enzyme 

inhibée, quelque soit l’OP : les différents KD sont diminués d’un facteur allant de 4 pour le VX à 100 

pour le paraoxon ; ce qui se traduit également par une IC50 sur l’hAChE presque 10 fois inférieure.  

Les vitesses de réactivation kr restent elles similaires, excepté pour le tabun où elle est multipliée par 

près de 6. Le cas du tabun est d’ailleurs remarquable car, avec ces effets combinés, l’efficacité de 

réactivation se voit améliorée plus de 300 fois sur l’enzyme phoshylée par cet OP, connue pour être 

difficile à réactiver. Le PDG-036A (26) est également plus efficace contre le paraoxon que l’obidoxime 

(LüH-6), qui est le meilleure réactivateur de référence contre cet OP. Cela fait du PDG-036A un 

réactivateur à large spectre avec de bonnes efficacités de réactivation sur les quatre OPs testés, bien 

meilleur in vitro que le RM048. 
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Tableau 22 : Résultats de réactivations in vitro sur l’hAChE inhibée par les NOPs et le paraoxon réalisés par l’équipe 
de José Dias à l’IRBA sur les MTDAs de ce chapitre et  b : résultats des mêmes tests pour les trois composés .leads 
de Gorecki et al.469 a : Zorbaz.7 ∅ : pas de réactivation. 

L’effet positif d’un ligand chargé sur la réactivation se retrouve sur les réactivateurs de Gorecki et al. 

avec de très bonnes efficacités de réactivation pour K1371 et K1374. Ce derner réactive notamment 

particulièrement efficacement l’hAChE phosphylée par le VX et le paraoxon, mieux que tous les 

réactivateurs de référence testés et que le PDG-036A (26). Cependant l’efficacité de leur réactivation 

de l’enzyme inhibée par le tabun reste en retrait. 

En ce qui concerne le ligand quinuclidinium, on observe une différence drastique de l’efficacité de 

réactivation suivant la longueur du bras espaceur. Celle-ci doit donc influencer fortement les 

possibilités d’interactions entre le ligand et les différents résidus du site actif ainsi que les 

positionnements du ligand dans celui-ci. L’affinité pour le site actif phosphylé est considérablement 

augmentée en passant d’un bras espaceur à 5 carbones pour PDG-121 MsOH (29), à un bras espaceur 

à 4 carbones pour PDG-087 MsOH (28) : les valeurs de KD sont divisées par plus de 100 pour le tabun 

oxime KD (µM) kr (min-1) kr2 (mM-1min-1) 
IC50 

(µM) 

 VX Sarin Tabun Pox VX Sarin Tabun Pox VX Sarin Tabun Pox  

2-PAM 76 103 63 8,6 0,23 0,37 0,038 0,04 3 3,6 0,6 4,6 580 

HI-6 22 60 0 28 0,55 0,95 0 0,024 25 15,8 0 0,86 82 

LüH-6b 27 31 97 32 0,89 0,97 0,04 0,81 33 31 0,4 25 nd 

              

RM048a 120 220 310 620 0,57 0,12 0,014 0,27 4,9 0,56 0,045 0,44 683 

PDG-
036A 
(26) 

31 9 4 6 0,5 0,25 0,06 0,2 16 28 15 33 74 

PDG-121 
MsOH 
(29) 

259 78 13 70 2 0,3 0,03 0,2 8 4 2 9 58 

PDG-087 
MsOH 
(28) 

43 6 0,1 0,2 1 0,2 0,3 0,3 23 33 333 1500 12 

              

K1371b 13 10 7,9 5,8 0,3 0,17 0,02 0,4 25 17 2,4 78 16 

K1374b 10,4 29 8,9 5,5 0,7 0,5 0,04 0,51 72 19 4,7 92 10 

K1375b 27 34 62 73 0,16 0,14 0,02 0,6 5,9 4,2 0,4 8,5 75 
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et le paraoxon et par au moins 6 pour le VX et le sarin. Alors que le PDG-121 MsOH présente des 

efficacités de réactivation modérées pour tous les OPs, celles du PDG-087 MsOH sont bonnes sur le 

VX et le sarin et exceptionnelles sur le tabun et le paraoxon, ce qui en fait un réactivateur de l’AChE 

très prometteur.  

Tous ces résultats sont relativement cohérents avec les études d’amarrage moléculaire, bien que les 

résultats obtenus pour le composé 28 (PDG-087 MsOH) sur le sarin ne laissaient pas penser à une 

réactivation si efficace pour cet OP. 

7.2. Evaluation in vitro sur l’hBChE inhibée 

Nos partenaires de l’IRBA ont aussi testé la réactivation in vitro sur l’hBChE des trois MTDAs et du 

RM048 (Tableau 23) car leurs études les fondent à croire qu’une réactivation des deux cholinestérases 

permettrait une détoxification encore plus efficace. 

On peut noter que la réactivation de l’hBChE inhibée par le tabun est encore plus difficile que pour 

l’hAChE puisqu’aucun réactivateur n’est capable de la réactiver. De plus, excepté le paraoxon pour le 

2-PAM, les réactivateurs de référence sont peu efficaces sur l’hBChE inhibée.  

oxime KD (µM) kr (min-1) kr2 (mM-1min-1) 
IC50 

(µM) 

 VX Sarin Tabun Pox VX Sarin Tabun Pox VX Sarin Tabun Pox  

2-PAM 1551 2885 ∅ 65 1 4 ∅ 0,35 0,7 1,4 ∅ 5,4 nd 

HI-6 307 409 ∅ ∅ 0,03 0,3 ∅ ∅ 0,1 0 ,8 ∅ ∅ nd 

              

RM048 205 ∅ ∅ 3 0,1 ∅ ∅ 0,14 0,5 ∅ ∅ 47 270 

PDG-
036A 
(26) 

194 ∅ ∅ 0,7 0,2 ∅ ∅ 0,08 1 ∅ ∅ 114 879 

PDG-121 
MsOH 
(29) 

23 ∅ ∅ ∅ 0 ,2 ∅ ∅ ∅ 10 ∅ ∅ ∅ 174 

PDG-087 
MsOH 
(28) 

2 10 ∅ 1 0,3 0,2 ∅ 0,2 150 20 ∅ 200 136 

Tableau 23 : Résultats de réactivations in vitro sur l’hBChE inhibée par les NOPs et le paraoxon réalisés par l’équipe 
de José Dias à l’IRBA sur les MTDAs de ce chapitre et le RM048. ∅ : pas de réactivation. 

Le RM048 n’est réellement efficace contre aucun OP hormis le paraoxon. Comme pour la réactivation 

de l’hAChE, on observe que le passage du ligand morpholine au ligand morpholinium pour PDG-036A 
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(26) permet une nette augmentation de l’affinité pour l’enzyme phosphylée par le paraoxon. Ce MTDA 

possède donc une très bonne efficacité de réactivation à la fois sur l’hAChE et sur l’hBChE pour cet OP. 

Ensuite, la longueur du bras espaceur joue ici également un rôle prépondérant pour obtenir des 

interactions favorables entre le ligand quinuclidinium et le site actif phosphylé de l’hBChE. Alors que 

le PDG-121 MsOH (29) ne procure qu’une réactivation modérément efficace de l’hBChE inhibée par le 

VX, le raccourcissement du bras espaceur sur le composé PDG-087 MsOH (28) lui procure non 

seulement une réactivation 15 fois plus efficace pour cet OP, mais aussi de très bonnes efficacités de 

réactivation pour le sarin et le paraoxon. L’affinité du quinuclidinium pour la BChE grâce à son fort 

encombrement stérique, qui est observé dans la littérature (partie 1.2.3.), se vérifie donc bien ici. 

Ces résultats exceptionnels font du MTDA PDG-087 MsOH un réactivateur très efficace pour 

quasiment tous les OPs et pour les deux cholinestérases. 

7.3. Electrophysiologie sur les récepteurs nicotiniques 

Les tests d’électrophysiologie ont été menés au CEA par le Dr. Rómulo Aráoz et le Dr. Nicolas 

Lamassiaude (post-doctorant) en premier lieu sur les récepteurs nicotiniques α7, puis sur les 

récepteurs nicotiniques musculaires. 

7.3.1. α7 

7.3.1.1. Fonction réactivatrice 

J’ai effectué un séjour de trois jours au sein du laboratoire du Dr. Denis Servent et du Dr. Rómulo Aráoz 

afin d’être formé à la réalisation des tests d’électrophysiologie. J’y ai donc réalisé avec l’aide du Dr 

Aráoz les tests de la fonction réactivatrice 3-hydroxy 2-pyridine aldoxime seule (PDG-149 MsOH) sur 

les nAChRs α7. Ces tests visaient à mesurer l’effet que pouvait avoir cette fonction normalement 

dévolue aux cholinestérases sur la seconde cible visée : les récepteurs nicotiniques.  

Chaque ovocyte de xénope Laevis exprimant les nAChRs sur sa membrane subit une série de mesures 

de courant cholinergique, entrecoupées entre chacune d’un lavage : trois mesures du courant 

provoqué par une solution à 100 μM d’ACh (pour en faire la moyenne) ; trois mesures du courant 

provoqué par une solution d’ACh à 100 μM additionée de PDG-149 MsOH à trois concentrations 

différentes croissantes ; puis à nouveau la mesure du courant provoqué par une solution d’ACh à 100 

μM pour observer si l’effet du composé est réversible ou non, et dans quelle mesure. Les mesures sur 
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plusieurs ovocytes permettent d’obtenir au moins 5 mesures pour chaque concentration testée du 

composé. Un exemple représentatif des effets de PDG-149 MsOH est présenté Figure 74. 

 

Figure 74 : Courants cholinergiques représentatifs des effets observés avec PDG-149 MsOH, avec une tension 
imposée de -60 mV. Chaque application est séparée par un lavage. 

L’intensité des courants induits par le mélange d’ACh et de PDG-149 MsOH peut être normalisée par 

rapport à la valeur normalement produite par l’ACh sans le composé (100%) pour chaque 

concentration testée de PDG-149 MsOH. Cette courbe permet de déterminer ainsi les potentiels effets 

dose-dépendants du composé (Figure 75). On observe donc que le PDG-149 MsOH provoque des effets 

plutôt légers, avec une potentialisation du signal de 20% maximum entre 10 pM et 10 nM, puis un effet 

antagoniste léger à partir de 100 nM qui va jusqu’à réduire le signal de 29% à 100 μm.  

Ces effets sont intriguants mais restent légers, comme nous le supposions, car cette fonction n’est pas 

connue pour avoir un effet particulier sur les nAChRs. Il est donc maintenant possible de pouvoir 

certifier qu’un effet particulier mesuré sur un MTDA qui serait différent de celui observé ici serait dû 

principalement à l’ajout du ligand à la fonction réactivatrice et non proprement à celle-ci. 

On peut notamment assurer que l’effet antagoniste provoqué par le RM048 provient de l’ajout de la 

morpholine via le bras espaceur à cette fonction réactivatrice et non pas du motif de la fonction 

réactivatrice seul. 
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Figure 75 :  Courbes du courant cholinergique normalisé par rapport à la moyenne de trois applications d’ACh à 
100 μM (l’EC50) en fonction de la concentration de PDG-149 MsOH coappliquée avec l’ACh à 100 μM. Ce courant 
est mesuré au travers de la membrane d’ovocytes de X. Laevis exprimant le nAChR α7 sur leur membrance 
cellulaire. 

7.3.1.2. MTDAs 

L’effet des trois MTDAs PDG-036A (26), PDG-087 (28) et PDG-121 MsOH (29) a été mesuré sur le 

récepteur nicotinique α7 en co-application avec de l’acétylcholine. Comme nous le souhaitions, les 

trois molécules ont un effet antagoniste sur ce sous-type de nAChR neuronal.  

Par rapport au RM048, le changement de la morpholine en morpholinium chargé sur le PDG-036A 

augmente légèrement le pouvoir antagoniste du composé en passant d’une IC50 de 15,5 μM à une IC50 

de 10.9 μM pour le PDG-036A (Figure 76). L’étendue de la gamme de concentration permettant de 

passer d’une absence d’effet à une inhibition totale semble aussi se resserrer pour le composé chargé 

par rapport au composé neutre : l’effet antagoniste du RM048 débute dès 0,5 μM et inhibe totalement 

le nAChR à au moins 500 μM tandis que pour le PDG036A l’effet antagoniste apparait à au moins 1 μM 

de concentration mais l’inhibition est totale dès la concentration de 100 μM. 
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Figure 76 : Courbes du courant cholinergique normalisé par rapport à la moyenne de trois applications d’ACh à 
100 μM (l’EC50) en fonction de la concentration de RM048 et de PDG-036A coappliqués avec l’ACh à 100 μM. Ce 
courant est mesuré au travers de la membrane d’ovocytes de X. Laevis exprimant le nAChR α7 sur leur membrance 
cellulaire. 

Les composés comportant un ligand quinuclidinium semblent aussi avoir cette gamme de 

concentration resserrée autour de leur IC50 (Figure 77). Celle du PDG-121 MsOH (29) est de 16,1 μM 

tandis que celle du PDG-087 (28) est de 5,4 μM. Là encore le raccourcissement du bras espaceur 

apporte donc un effet favorable en augmentant le pouvoir antagoniste du composé. 

 
Figure 77 : Courbes du courant cholinergique normalisé par rapport à la moyenne de trois applications d’ACh  à 
100 μM (l’EC50) en fonction de la concentration de RM048 et de PDG-036A coappliqués avec l’ACh à 100 μM. Ce 
courant est mesuré au travers de la membrane d’ovocytes de X. Laevis exprimant le nAChR α7 sur leur membrance 
cellulaire. 

De plus, les IC50 mesurées sur ces deux composés correspondent bien à celles mesurées pour d’autres 

composés simples portant un motif quinuclidinium par Arias et al. avec des valeurs comprises entre 

0,5 et 18 μM.452 

Les trois composés peuvent donc avoir un effet antagoniste au niveau ganglionique ou central (s’ils 

passent bien la BHE). Cependant l’augmentation de l’effet antagoniste par rapport aux réactivateurs 

neutres n’est pas aussi forte qu’attendue et ces valeurs d’IC50 restent relativement hautes, ce qui les 
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rend difficile à atteindre in vivo. Il n’est cependant pas possible à ce stade de savoir si l’effet 

antagoniste apporté par les doses thérapeutiques in vivo aura l’impact nécessaire sur les nAChRs pour 

apporter un surplus de protection. 

7.3.2. nAChR musculaire (α1)2β1γδ 

Les composés sont testés dans un deuxième temps sur les nAChRs musculaires pour déterminer si en 

plus d’un effet ganglionique et central, ces composés pourraient agir au niveau des jonctions neuro-

musculaires. Pour cela les membranes de l’organe électrique de torpilles (Torpedo marmorata) 

chargées en récepteurs musculaires embryonnaires (α1)2β1γδ sont injectées dans des ovocytes de 

grenouille sud-africaine Xenopus laevis qui vont pouvoir les exprimer.  

Cette fois aucun effet n’a été observé pour le PDG-036A (26) en appliquant une concentration de 10 

μM pendant 45 secondes avec co-application finale d’ACh à 50 μM (n=8-16), dont un tracé 

représentatif est représenté Figure 78.  

 
Figure 78 : Tracé représentatif de l’application successive d’ACh à 50 μM pendant 20 s et de l’application pendant 

45 s de PDG-036A co-appliqué sur les 20 dernières secondes avec de l’ACh à 50 μM. 

Les publications de Hu et al. pourraient expliquer ce résultat.476,477 Leur équipe a modélisé le nAChR 

musculaire de souris à partir de la structure de l’AChBP de mollusque et du nAChR α7 de souris en se 

basant sur leurs homologies de séquence et de conformation. Les études d’amarrage moléculaire ont 

alors permis de montrer que le site orthostérique à l’interface α1/δ avait deux sites où peut se lier un 

ammonium quaternaire : celui où se lie l’ammonium de l’acétylcholine et un second éloigné de 11 à 

14 Å du premier. Les résultats de tests d’inhibition d’un hémi-diaphragme de souris innervé par le nerf 

phrénique par des dérivés de stéroïdes (comprenant deux ammoniums quaternaires séparés de ladite 

distance) leur a permis de déduire plusieurs éléments supplémentaires en les corrélant au logP de ces 

composés : le site de l’acétylcholine est particulièrement hydrophobe et la force de la liaison augmente 
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avec l’hydrophobie du ligand, de plus la charge positive devrait être la plus concentrée possible sur 

l’azote pour avoir une bonne interaction. Ils supposent donc que le motif morpholinium est trop 

hydrophile pour se fixer efficacement dans ce site. Le composé possédant deux motifs morpholiniums 

a ainsi le plus bas logP et la plus forte IC50 de tous les composés testés. Pour espérer agir sur les nAChRs 

musculaires, il faudrait donc augmenter la lipophilie de ce motif. 

Le PDG-121 MsOH (29) n’a pas encore été testé sur le nAChR musculaire. 

 
Figure 79 : Courbes du courant cholinergique normalisé par rapport à la moyenne de trois applications d’ACh à 
100 μM (l’EC50) en fonction de la concentration de PDG-087 coappliqué avec l’ACh à 100 μM. Ce courant est 
mesuré au travers de la membrane d’ovocytes de X. Laevis exprimant le nAChR (α1)2β1γδ sur leur membrance 
cellulaire. 

En revanche le PDG-087 (28) a une forte affinité pour les nAChRs musculaires avec une IC50 de 558 ± 

112 nM qui en fait un inhibiteur efficace de ces récepteurs (Figure 79). Ce résultat est cohérent avec 

le blocage de jonctions neuro-musculaires évoquée au début de ce chapitre451 et avec les résultats de 

Hu et al. précédemment cités, car le motif quinuclidinium est particulièrement lipophile. La capacité 

du PDG-087 à inhiber les récepteurs neuronaux α7 comme les nAChRs musculaires en fait un MTDA 

très prometteur pour espérer contrer l’hyperstimulation des récepteurs nicotiniques lors d’une 

intoxication aigüe aux OPs. 

7.4. Action multi-cibles : affinité et sélectivité 

Les résultats précédents montrent bien que les trois molécules de ce chapitre sont multi-cibles : elles 

possèdent de bonnes ou très bonnes capacités de réactivation de l’hAChE inhibée par les quatres OPs 

testés ainsi qu’une action antagoniste sur les nAChRs α7. De plus elles peuvent aussi réactiver l’hBChE 

inhibée par certains OPs, et le PDG-087 (28) a également une action antagoniste sur les nAChRs 

musculaires.  
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Néanmoins, pour le développement de composés multi-cibles, il est indispensable de vérifier, dans la 

mesure du possible, si ceux-ci n’ont pas une affinité plus importante pour l’une de leurs cibles, ce qui 

les empêcherait d’agir sur l’autre. 

 

 

 

 

 

Tableau 24 : Sélectivité de l’affinité des MTDAs pour l’hBChE ou l’hAChE. 

En ce qui concerne la sélectivité entre les deux cholinestérases, le rapport des constantes de 

dissociation KD du complexe de Michaelis-Menten entre le MTDA et chacune des enzymes phosphylées 

montre des écarts d’affinité raisonnables dépassant rarement un facteur 10 (Tableau 24). 

Les IC50 de chaque composé envers chaque cible sont récapitulées dans le Tableau 25. On peut d’abord 

observer qu’aucune valeur n’est assez faible pour induire l’inhibition des cholinestérases natives ou 

l’inhibition totale des nAChRs aux doses thérapeutiques. 

MTDA 
IC50 hAChE  

(μM) 
IC50 hBChE  

(μM) 
IC50 α7  
(μM) 

IC50 (α1)2β1γδ 
(μM) 

PDG-036A (26) 74 879 10,9 ∅ 

PDG-087 / 
PDG-087MsOH 

(28) 
12 136 5,4 0,558 

PDG-121 (29) 58 174 16,1 nd 

Tableau 25 : tableau récapitulatif des concentrations inhibitrices médianes sur les différentes cibles biologiques. 

Ensuite il est favorable que toutes les IC50 des nAChRs soient inférieures à celles des cholinestérases 

natives car il faut pouvoir antagoniser les récepteurs nicotiniques sans pour autant inhiber les 

cholinestérases natives.  

De plus cette affinité supérieure des MTDAs pour les nAChRs augmente leurs chances que celle-ci soit 

au même niveau d’affinité que pour l’AChE phosphylée par les OPs, car celle-ci est également 

supérieure à celle qu’ils ont pour l’enzyme native, puisque ces composés sont conçus pour l’AChE 

MTDA 
KD(hAChE) / KD(hBChE) 

VX Sarin Pox 

PDG-036A (26) 0,16 ∅ 8,6 

PDG-121 MsOH (29) 11,2 ∅ ∅ 

PDG-087 MsOH (28) 21,5 0,6 0,2 
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phosphylée. Avec un même niveau d’affinité on évite une sélectivité des MTDAs entre leur action sur 

les nAChRs et sur l’AChE phosphylée. 

Cependant, compte tenu des changements structurels modérés entre l’enzyme native et l’enzyme 

phosphylée, l’écart d’affinité pour les deux formes de l’enzyme ne doit en général probablement pas 

être trop élevé. Or l’écart d’affinité reste bien modéré ici puisque l’IC50 de l’α7 est seulement inférieure 

d’un facteur 2 à 7 à celle de l’hAChE native, suivant le MTDA.  

En revanche il est possible que le PDG-087 (28) ait une légère sélectivité d’action en faveur du nAChR 

musculaire. 

Cet équilibre entre sélectivité pour chacune des deux cibles et inhibition des cholinestérases natives 

peut donc s’avérer délicat. 

7.5. Sélection pour évaluation in vivo 

Le PDG-036A (26) a été sélectionné pour être testé in vivo car il améliorait très fortement les résultats 

in vitro du RM048, notamment sur le tabun, ce qui en fait potentiellement un réactivateur à large 

spectre. Il est aussi très efficace pour réactiver l’hBChE inhibée par le paraoxon et a une action 

antagoniste plus forte que le RM048 sur le nAChR α7. Il a donc été synthétisé une deuxième fois et le 

produit obtenu a été envoyé à l’IRBA : PDG-036 MsOH (Figure 72). Il sera testé in vivo dans les mois à 

venir. 

Le PDG-087 (28) a aussi été sélectionné pour être testé in vivo compte tenu de ses résultats 

exceptionnels, tant du point de vue du nombre de cibles touchées (4) que de l’efficacité de son effet 

sur celles-ci, réactivation et antagonisme. Cette seconde synthèse n’a pas encore été réalisée et peut 

être l’occasion d’optimiser les étapes difficiles. 

Le PDG-121 (29) n’a pas fait l’objet d’une sélection pour des tests in vivo car ses résultats sont moins 

efficaces que les deux produits précédents, mais n’en restent pas moins satisfaisants. Les stocks 

restants peuvent d’ores et déjà permettre des tests in vivo sans nouvelle synthèse, ceux-ci seront donc 

peut-être envisagés ultérieurement. 

On peut noter que les produits analogues de Gorecki et al., le K1374 et K1375, ont été testés in vivo 

en combinaison avec de l’atropine sur des souris intoxiquées au tabun et leurs indices de protection 

ont été comparés à celui de l’obidoxime en combinaison avec de l’atropine. L’indice de protection du 

K1374 (1,49) est alors inférieur à celui de l’obidoxime (1,87) alors que son efficacité de réactivation in 
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vitro est 10 fois supérieure à celle de l’obidoxime (Tableau 22). Comme nous le soulignons depuis 

l’introduction de cette thèse, il faut donc rester prudent pour effectuer une corrélation entre les 

résultats in vitro et in vivo. 

8. CONCLUSION ET PERSPECTIVES 

L’objectif de cette partie de mon projet était de concevoir et de synthétiser des antidotes multi-cibles 

aux intoxications par des organophosphorés, qui puissent à la fois réactiver les cholinestérases et avoir 

un effet antagoniste sur les récepteurs nicotiniques. 

Les données de la littérature ont confirmé que la quaternarisation des ligands aminés (morpholine et 

N,N-diméthylpipérazine) des réactivateurs possédant un effet antagoniste sur les nAChRs α7 pouvait 

accentuer cet effet, tout en augmentant leur affinité pour le site actif phosphylé des cholinestérases. 

De plus la littérature a rapporté également un fort pouvoir antagoniste sur les nAChRs pour le motif 

quinuclidinium, qui s’avère aussi un bon ligand des cholinestérases et en particulier de la BChE. En 

outre cette charge du ligand peut avoir un effet bénéfique sur la solubilité du produit, sa 

biodisponibilité et sa toxicité. 

Quatre structures ont donc été envisagées et analysées in silico. Le logiciel Percepta ne prévoit pas de 

passage de la BHE pour ces quatre composés mais l’analyse de leurs caractéristiques physico-

chimiques, sur lesquelles se base leur score CNS MPO supérieur à 4, indique au contraire que 

l’hydrophilie liée à leur charge permanente ne semble pas être un obstacle à leur passage de la BHE. 

Cependant Percepta® indique aussi que la toxicité de ces produits et leur affinité pour la glycoprotéine 

P devront être des points de vigilance à vérifier au niveau des tests in vivo. Enfin, les études d’amarrage 

moléculaire ont fourni des énergies de stabilisation satisfaisantes des composés dans le site actif de 

l’hAChE phosphylée par le sarin et le VX. Les positionnements permettant à l’oxime de pointer vers le 

phosphore à une courte distance étaient quasiment toujours obtenus, le cas du sarin étant cependant 

plus délicat. De plus ces structures permettaient de former des interactions spécifiques avec les résidus 

du site actif de type hydrophobe, π-π, cation- π ou encore des liaisons hydrogène. 

La synthèse de la fonction réactivatrice seule PDG-149 MsOH s’est faite sans difficultés avec un 

rendement de 17% en 5 étapes à partir du produit de départ 7. Les tests d’électrophysiologie effectués 

ont permis de montrer que ce motif avait peu d’effet sur les nAChRs α7. Les effets antagonistes des 
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composés synthétisés dans ce chapitre proviennent donc de l’association de cette fonction avec des 

ligands formant des interactions avec le site orthostérique.  

La voie de synthèse choisie pour les composés 26, 27, 28 et 29 a été la voie convergente B (Schéma 7, 

page 130 ) car la voie linéaire A ne permettait pas d’associer la fonction réactivatrice et le ligand avec 

de bons rendements. Les sels de triflate d’ammonium peuvent en outre être facilement synthétisés à 

l’échelle de plusieurs grammes au début de la synthèse. Les produits incluant un bras espaceur de 5 

carbones, 26 (PDG-036) et 29 (PDG-121), ont pu être obtenus à raison de plusieurs centaines de mg 

avec un rendement global de 23% sur 4 étapes pour 26 et de 16% pour 29 à partir de l’intermédiaire 

8. Excepté la formation du produit secondaire à l’étape d’hydrogénolyse/réduction, cette synthèse est 

donc efficace pour obtenir ces produits. 

La synthèse des composés incluant une chaîne de 4 carbones s’est avérée plus compliquée car la 

proximité de l’alcyne rend ces ammoniums plus instables dans les conditions du couplage de 

Sonogashira qui doivent donc être optimisées. 59 mg du composé 28 (PDG-087) ont cependant pu être 

obtenus, qui ont permis de faire les différents tests biologiques. 

A cet inconvénient s’est ajouté un manque de reproductibilité pour la synthèse du composé 27. De 

plus les pertes lors des purifications des dernières étapes n’ont malheureusement pas permis d’obtenir 

le produit. La nécessité de purifier en phase inverse sur ces dernières étapes et la difficulté de ces 

purifications peut limiter la synthèse de 27 à plus grande échelle. 

Il apparait aussi que le contre-ion triflate est avantageux tant du point de vue de la synthèse, puisqu’il 

est résistant aux métathèses ioniques, que de la conservation des produits finaux qui sont très stables 

sous cette forme, alors qu’ils peuvent être beaucoup plus hygroscopiques en association avec des ions 

acétates. Ils rendent néanmoins les produits peu ou pas soluble, ce qui nécessite une formulation sous 

forme de sel de mésylate, ce qui ne pose pas d’inconvénient.  

Les tests biologiques ont ensuite validé la double action, antagoniste des nAChRs α7 et réactivation à 

large spectre de l’hAChE, pour les trois produits synthétisés. Les résultats de 29 sont à cet égard juste 

satisfaisants tandis que ceux de 26 sont plus prometteurs. Ils permettent aussi de démontrer que la 

transformation de l’amine tertiaire en ammonium quaternaire améliore beaucoup l’affinité du 

composé pour le site actif de l’hAChE comme de l’hBChE, ainsi que pour le nAChR puisque l’effet 

antagoniste est aussi accentué.  
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Le composé 28 est enfin un antidote multi-cibles extrêmement prometteur : il réactive à large spectre 

l’hAChE, avec des efficacités exceptionnelles contre le tabun et le paraoxon, il réactive tous les OPs 

testés sur l’hBChE, excepté le tabun, avec de très bonnes efficacités contre le VX et le paraoxon, il a un 

effet antagoniste sur le nAChR neuronal α7, ainsi que sur le nAChR musculaire, avec une concentration 

inhibitrice médiane sub-micromolaire. L’amélioration des résultats obtenus par diminution de la 

longueur du bras espaceur de 5 à 4 carbones est ici spectaculaire entre 29 et 28.  

Les affinités des trois composés pour les différentes cibles ne permettent pas en l’état de penser que 

leur action sur chacune des cibles puisse être compromise par une sélectivité plus prononcée pour 

l’une d’elles, ce qui est encourageant vis-à-vis du concept multi-cibles développé et de la synergie des 

effets qui pourrait apparaitre in vivo. 

PDG-036 MsOH (26) sera testé in vivo dans les mois à venir et le composé 28 doit être à nouveau 

synthétisé pour des tests in vivo, ce qui pourrait donner lieu à une optimisation de la synthèse. Il parait 

aussi envisageable de retenter la synthèse du composé 27, avec les éléments de compréhension en 

main. De plus, compte tenu de l’effet antagoniste sur les récepteurs muscariniques de composés 

incluant un motif quinuclidinium, rapportés par Fischer et al., il pourrait être intéressant de tester 

l’effet de 28 et 29 sur ces récepteurs muscariniques.453 Enfin, compte tenu de l’effet radical de la 

longueur du bras espaceur sur les effets des MTDAs, la synthèse de l’analogue du composé 26 avec un 

bras espaceur de 4 carbones pourrait être envisagée, après une validation par une étude in silico.  

La synthèse et les résultats in vitro obtenus sur ces composés feront l’objet d’une publication. De plus 

les capacités de réactivation de ces trois composés de l’hBChE inhibée par les OPs font déjà partie 

intégrante d’un brevet intitulé « BUTYRYLCHOLINESTERASE REACTIVATORS » dont je suis co-inventeur. 

Il ne faut cependant pas oublier que les antagonistes compétitifs des nAChRs se sont révélés difficiles 

à utiliser en thérapeutique contre les intoxications aux organophosphorés comme nous l’avons vu dans 

l’introduction. Leur fenêtre thérapeutique est en effet étroite à cause des effets secondaires de 

l’inhibition excessive des nAChRs. A cet égard l’utilisation d’une dose NOAEL in vivo pourra s’avérer 

intéressant. Mais c’est aussi pourquoi nous nous sommes intéressés à la conception d’antidotes multi-

cibles basés sur des modulateurs allostériques des nAChRs, soit positifs, soit négatifs, dont l’action 

modulatrice ne provoque pas ce genre de problèmes. Les effets de ces composés peuvent de plus 

permettre de resensibiliser les nAChRs désensibilisés par l’hyperstimulation continue durant 

l’intoxication. Cette partie sera présentée dans le chapitre III. 
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Cependant, les recherches menées par l’équipe de Papke et al. durant la dernière décennie permettent 

d’envisager une piste pour éviter l’inhibition excessives des nAChRs par nos MTDAs et les symptômes 

associés, par exemple après que la phase aigüe de l’intoxication soit passée. 

En effet, son équipe a découvert les agonistes silencieux : ces molécules sont des ammoniums 

quaternaires qui se lient aussi dans le site orthostérique des nAChRs mais sans promouvoir l’ouverture 

du canal, et sont donc en compétition avec l’acétylcholine, ce qui en fait des antagonistes. Cependant, 

ils induisent malgré tout un changement de conformation du récepteur, qui le met dans un état 

désensibilisé réceptif à l’action des PAMs de type II. Ainsi, lorsqu’un PAM de type II est co-appliqué 

avec un agoniste silencieux, le canal peut s’ouvrir et l’agoniste silencieux qui était un antagoniste 

devient du même coup un agoniste. Ils sont dénommés silencieux car cette propriété ne peut être 

déterminée que par l’association avec un PAM de type II.478  La différence entre un motif ammonium 

agoniste et un motif ammonium agoniste silencieux tient à leur taille : en dessous de 130 Å3, ils agissent 

majoritairement comme des agonistes et au-dessus de cette taille ils agissent plutôt comme des 

agonistes silencieux.  

Or il a été démontré que les motifs quinuclidiniums et N,N-diméthylpipérazinium ont la taille 

nécessaire pour être des agonistes silencieux.450,479,480 Nos composés sont donc potentiellement des 

agonistes silencieux. Si cela se confirmait, l’action du composé pourrait potentiellement être 

intervertie « sur commande » pour passer d’un antagoniste à un agoniste par l’injection d’un PAM de 

type II et ainsi éviter les effets secondaires à certaines étapes du traitement. 

Il semble en revanche que l’accentuation potentielle de l’état désensibilisé des récepteurs par ce type 

de composé ne soit pas forcément souhaitable lors d’une intoxication aux OPs, puisque cet état 

provoque en partie la perte de transmission des influx cholinergiques après une trop longue activation 

par l’ACh s’accumulant. En l’état des connaissances il n’est pas évident de déterminer quel mécanisme 

d’action serait le meilleur pour un antagoniste dans le cas d’une intoxication : promouvoir un état 

désensibilisé du récepteur ou bien un état fermé de repos. 
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1. EFFETS DES MODULATEURS ALLOSTERIQUES SUR LES RECEPTEURS 

NICOTINIQUES ET SELECTION DES STRUCTURES CIBLES 

1.1. Intérêt des PAMs et des NAMs 

Comme nous l’avons vu dans l’introduction, les récepteurs nicotiniques ont principalement trois états : 

fermé (au repos), ouvert et désensibilisé (forte affinité pour l’agoniste mais canal cependant fermé). 

Les modulateurs allostériques peuvent favoriser un de ces états thermodynamiques par rapport aux 

autres et faciliter leur transition vers cet état en se liant à un site allostérique sur le récepteur. Les 

changements conformationnels dans la structure tridimensionelle du récepteur qui découlent de cette 

interaction avec le modulateur allostérique sont à l’origine de ces variations. La nature de ces 

changements de conformation et la force de la liaison du modulateur allostérique envers son site de 

liaison peuvent donc changer la durée de l’ouverture du canal et/ou le changement d’état du récepteur 

lorsqu’un ligand interagit avec ses sites orthostériques, par rapport à la réponse habituelle du 

récepteur à ce ligand.  

Cette modulation présente plusieurs avantages par rapport à une action sur le site orthostérique : 

l’effet est beaucoup moins dépendant de la concentration d’acétylcholine, et la fenêtre thérapeutique 

est moins limitée par rapport aux antagonistes compétitifs qui peuvent devenir toxiques à partir d’une 

certaine dose en supprimant complètement la transmission nicotinique. 

Lors d’une intoxication aux OPs la stimulation continue par de fortes concentrations d’acétylcholine 

active d’abord de façon prolongée les nAChRs puis va progressivement les placer dans un état 

désensibilisé qui va bloquer le passage des signaux aux jonctions synaptiques ou neuro-musculaires. 

Parmi les différents types de modulateurs allostériques découverts à ce jour, seul l’effet des 

modulateurs allostériques négatifs (NAM) a été testé, à notre connaissance, dans le cas d’une 

intoxication aux OPs, avec notamment le MB327 développé par Worek et al.414,415 Il appartient à un 

type de NAM appelé bloqueur de canal ouvert dont l’action inhibitrice dépend du voltage de la tension 

transmembranaire, ce qui évite une inhibition totale du nAChR. Les inhibitions successives sont aussi 

supposées éviter la désensibilisation des récepteurs, en passant constamment d’un état fermé à un 

état ouvert. Les tests effectués par cette équipe ont montré des effets bénéfiques de ce NAM (MB327) 

dans le cas de l’inhibition de l’AChE. 
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Les NAM ont donc fait partie des molécules parmi lesquelles nous avons recherché une structure 

pouvant donner lieu à la synthèse d’un ligand multi-cibles. Cependant, excepté MB327, les NAM ne 

peuvent pas resensibiliser les nAChRs déjà désensibilisés. 

L’autre propriété intéressante de MB327 est donc justement de pouvoir resensibiliser les récepteurs 

nicotiniques désensibilisés, qui repassent dans un état ouvert lorsque la molécule interagit avec eux, 

tout en augmentant l’intensité et la durée du signal ainsi créé. Cette propriété normalement dévolue 

aux modulateurs allostériques positifs dénommés PAM de type II pourrait donc avoir un effet 

bénéfique. En effet, lors d’une intoxication aux OPs, les symptômes les plus graves aux niveaux 

périphériques (paralysie des muscles squelettiques) et centraux (crises convulsives) surviennent 

notamment lorsque les jonctions synaptiques ou neuro-musculaires sont bloquées, à la fois par la 

dépolarisation persistante des cellules post-synaptiques et par la désensibilisation d’une grande partie 

des nAChRs. Les PAM de type II pourraient donc être utiles à ce niveau en resensibilisant les nAChRs 

pour rétablir le passage d’un signal au niveau des cellules suffisamment repolarisées, jusqu’à ce que 

suffisamment d’AChE redevienne fonctionnelle pour diminuer la quantité d’acétylcholine intra-

jonctionnelle. De plus, les PAM de type II maintiennent les nAChRs dans un état ouvert plus longtemps, 

ce qui augmente l’intensité et la durée des signaux. Cette propriété pourrait donc aussi contrecarrer 

la réduction de la transmission nerveuse.  

Les PAM de type II décrits dans la littérature ont donc aussi fait partie des molécules parmi lesquelles 

nous avons recherché une structure pouvant donner lieu à la synthèse d’un ligand multi-cibles. 

Cependant l’ouverture prolongée des nAChRs provoquée par ce type de composé pourrait 

potentiellement compromettre d’au moins deux façons ce mode d’action : la cellule post-synaptique 

pourrait rester dépolarisée sans pouvoir former de nouveaux potentiels d’action, et un afflux trop 

important de Ca2+ vers l’intérieur de celle-ci pourrait devenir cytotoxique pour la cellule.481 Néanmoins, 

ces effets pourraient être minimisés par un mécanisme de compensation observé au moins sur le 

nAChR α7, faisant apparaitre un état désensibilisé du récepteur insensible au modulateur allostérique, 

dont la proportion augmente avec la durée d’application du PAM et de l’acétylcholine, et le niveau de 

leurs concentrations respectives (qui seraient toutes deux élevées dans le cas du traitement d’une 

intoxication).386 Cet effet est réversible en l’absence du PAM de type II mais pose la question de la 

durée d’action de celui-ci. Ces questions font toujours l’objet de recherches à l’heure actuelle dans ce 

domaine. 

Les PAM de type I, qui augmentent uniquement l’intensité du signal, car ils n’ont pas d’action sur la 

désensibilisation, pourraient éviter ces potentiels effets secondaires et ont donc aussi été considérés. 
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1.2. Critères de sélection 

La recherche sur les modulateurs allostériques des nAChRs est intense et a donné lieu à la découverte 

de nombreuses molécules ayant des propriétés de PAM de type I, de type II, ou de NAM.387,450,482 Les 

structures sont très variées et nous nous sommes donc basés sur quelques critères pour en choisir 

certaines et approfondir leur potentielle combinaison avec la fonction réactivatrice de l’AChE : 

- Premier critère : le modulateur allostérique doit avoir une action sur les nAChRs α7, et/ou sur 

les α4β2, et/ou sur les nAChRs musculaires et si possible sur d’autres sous-types de nAChRs. 

En effet les α7 et les α4β2 sont les nAChRs les plus abondants au SNC, il est donc primordial 

d’avoir un effet sur ces sous-types pour espérer réguler l’activité nerveuse à ce niveau.483,484 

De plus les α7 se trouvent aussi au niveau du système nerveux périphérique et modulent aussi 

la réponse immunitaire.360,361 En outre ce sous-type homomérique est connu pour se 

désensibiliser très rapidement par rapport aux autre sous-types, ce qui en fait potentiellement 

une cible intéressante dans le cas d’une intoxication aux OPs car ce sont probablement les 

premiers nAChRs susceptibles d’être désensibilisés.371 Les nAChRs musculaires sont quant à 

eux indispensables pour retrouver un fonctionnement normal des jonctions neuro-

musculaires, notamment au niveau des muscles respiratoires. De plus, ces trois types de 

nAChR pouvaient être testés chez notre partenaire au CEA. Agir simultanément sur tous ces 

types de nAChR est intéressant mais n’apparaissait pas primordial car il existe assez peu de 

modulateurs allostériques ayant un aussi large spectre d’action, pour deux raisons principales. 

La première est que les sites allostériques sont beaucoup plus sensibles aux variations de 

structure entre les différents sous-types de nAChR que le site orthostérique, c’est pourquoi les 

modulateurs allostériques sont en général beaucoup plus sélectifs pour un sous-type de 

récepteur. La deuxième est que les recherches menées sur ces composés ont pour principal 

objectif le traitement des maladies neurodégénératives ou psychiatriques et ne s’orientent 

logiquement que vers des modulateurs allostériques ayant une action spécifique sur les 

nAChRs neuronaux,et non musculaires, voire sur un sous-type en particulier, pour limiter les 

effets secondaires.448,485,486 

- Deuxième critère : le mécanisme d’action du modulateur allostérique doit avoir été bien 

étudié et largement documenté. De cette façon, la comparaison entre les résultats 

d’électrophysiologie obtenus pour nos composés et ceux de la littérature permettra d’obtenir 

une analyse fine des potentielles différences observées et de pouvoir identifier les 

mécanismes en cause.  
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- Troisième critère : la synthèse du modulateur allostérique doit être décrite et ne pas être trop 

complexe pour limiter les étapes de synthèse. 

- Quatrième critère : le modulateur allostérique doit pouvoir atteindre le cerveau, ce qui 

augmente les chances de ne pas compromettre le passage de la BHE pour l’antidote multi-

cibles correspondant. 

- Cinquième critère : la structure du modulateur allostérique doit être compatible avec le site 

actif de l’AChE et doit pouvoir former des interactions favorables avec les résidus 

essentiellement aromatiques de la gorge ou du site périphérique. La structure peut donc par 

exemple comprendre des cycles aromatiques pour former des liaisons π-π, ou bien une amine 

ou un ammonium pour former des liaisons cation-π. 

- Sixième critère : des tests in vivo doivent dans l’idéal avoir déjà été publiés, pour vérifier le 

potentiel médicamenteux du modulateur allostérique en question et vérifier que les effets 

observés au niveau moléculaire se concrétisent bien par des effets significatifs au niveau d’un 

organe entier et de l’état de santé global d’un animal.  

Pour tenir compte de ces six critères, une analyse des différents modulateurs décrits dans la littérature 

nous a conduit à sélectionner les molécules suivantes. 

1.3. PAM de type II sélectionnés 

1.3.1. TQS et GAT107 

Le TQS (Figure 80) est un modulateur allostérique sélectif du récepteur α7 et fait partie des plus 

puissants PAM de type II : il augmente jusqu’à 4,2 fois l’intensité du signal provoqué par de l’ACh à 100 

μM sur des ovocytes de Xenopus Laevis exprimant le récepteur, avec une EC50 de 3,2 μM, tout en 

diminuant fortement le phénomène de désensibilisation.375 Des études d’amarrage moléculaire ont 

permis de proposer un potentiel site de liaison qui se situerait au niveau de l’interface de deux sous-

unités au niveau du domaine transmembranaire, ainsi que le mode de liaison de la molécule en 

fonction de l’état du récepteur.384,487  
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Figure 80 : Structures du PAM de type II TQS et de l’AGO-PAM GAT107, de structures similaires 

Un composé possédant une structure dérivée du TQS, le GAT107, conserve ces effets de PAM de type 

II tout en étant capable de déclencher par lui-même l’ouverture du canal de façon non compétitive,  

donc sur un site différent du site orthostérique. Un tel type de composé a été appelé AGO-PAM.488–490 

Les études d’amarrage moléculaire ont permis de proposer un nouveau site de liaison potentiellement 

à l’origine de cette fonction agoniste allostérique, extracellulaire cette fois.378,379 Cependant aucun des 

sites de liaison n’a pu être identifié de façon certaine, malgré la récente publication de la structure 

résolue par cryo-microscopie électronique du nAChR α7 humain (structures PDB 7KOO, 7KOQ, 

7KOX).387  

La structure du GAT107 est intéressante car sa synthèse a été décrite en une seule étape, ainsi que les 

méthodes de purification par HPLC chirale pour séparer les différents énantiomères.491 La position 

bromée apparait intéressante pour effectuer différents couplages avec un bras espaceur, permettant 

de lier la structure à notre fonction réactivatrice. Cette position peut aussi être fonctionnalisée sur le 

fragment correspondant avant l’étape de synthèse one-pot. La stagiaire post-doctorante Monica 

Cieslikiewicz-Bouet avait déjà précédemment synthétisé ainsi trois dérivés du GAT107 au laboratoire, 

avec soit un fluor, un groupe nitro ou un groupe propargyl à la place du brome (MB263 Figure 80) (non 

publié). Ce dernier dérivé en particulier permettait d’envisager la liaison avec la fonction réactivatrice 

par une cycloaddition de Huisgen. 

Le stagiaire post-doctorant Julien Gasnot a entièrement travaillé sur ce projet en proposant des 

structures de MTDA basées sur le GAT107, dont les interactions potentielles avec l’AChE ont été 

évaluées ensuite par étude d’amarrage moléculaire à l’IRBA, puis en développant des voies de 

synthèse originales pour accéder aux structures retenues. Malheureusement, les purifications de ce 

type de composé se sont révélées extrêmement délicates et certaines étapes de synthèse ont présenté 
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un défi considérable pour atteindre les produits finaux, qui n’ont pas pu être obtenus dans les temps 

impartis, seuls des intermédiaires très avancés ont été synthétisés. Ces travaux ne seront pas détaillés 

dans cette thèse. 

1.3.2. PNU-120596 

1.3.2.1. Effet in vitro et site de liaison 

 
Figure 81 : Structure du PAM de type II PNU-120596 

Le PNU-120596 est le PAM de type II sélectif du récepteur α7 le plus puissant sur ce récepteur et celui 

qui a probablement été le plus étudié. Il a été développé par Pfizer en 2005 à partir d’un criblage à 

haut débit dans le but de traiter des maladies neurologiques telles que la schizophrénie, Alzheimer, ou 

des traumatismes crâniens, pour lesquelles des études ont suggéré que ce nAChR pouvait jouer un rôle 

favorable.376 Ce composé augmente jusqu’à 4,5 fois l’intensité du signal provoqué par de l’ACh à 100 

μM sur des ovocytes de Xenopus Laevis exprimant le récepteur α7, avec une EC50 de 1,6 μM, tout en 

diminuant considérablement le phénomène de désensibilisation (tracés représentatifs Figure 82).375,492 

 

Figure 82 : Courants mesurés par des mesures d’électrophysiologie sur des ovocytes de Xenopus Laevis exprimant 
les récepteurs α7 humains, à différentes concentrations d’Acétylcholine (en μM), seule ou en co-application avec 
le PNU-120596 à 10 μM (protocole détaillé : Wiliams 2011).386 
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Le mécanisme d’action du PNU-120596 a été étudié en détails par l’équipe de Papke et al., notamment 

le mécanisme par lequel le modulateur allostérique influence la cinétique du passage d’un état du 

récepteur à un autre et les équilibres entre ces différents états. L’influence simultanée de différents 

types de composé sur ces deux paramètres du récepteur fait aussi l’objet d’intenses recherches 

(comme la combinaison d’un PAM de type II et d’un antagoniste) et permettent de mieux comprendre 

comment manipuler la réponse du récepteur dans le sens voulu par les chercheurs.386,493 Comme il a 

été dit précédemment, un de ces résultats a montré l’apparition d’un état désensibilisé devenant 

insensible au PNU-120596 avec l’augmentation de sa fréquence d’application comme de sa 

concentration et de la concentration d’ACh.  

Malgré cela, un résultat d’une étude de Herman et al. semble suggérer que le PNU-120596 pourrait, à 

partir d’une certaine concentration, potentialiser trop longuement l’ouverture des récepteurs dans le 

cadre d’une application longue durée, comme ce serait le cas lors du traitement d’une intoxication aux 

OPs, et induire un effet nocif sur les cellules.494 En effet, la viabilité de cellules SH-SY5Y exprimant les 

nAChRs α7 passe de 100% à 30% lorsqu’elles sont mises en solution avec la molécule agoniste choline 

à 100 μM et le PNU-120596 à 3 ou 10 μM pendant 24 h, cependant la viabilité reste de 100% pour une 

concentration de 1 μM en PNU-120596. Néanmoins, pour notre étude, cet effet n’est pas rédhibitoire, 

car, non seulement il est dose-dépendant, mais les changements de structure sur les modulateurs 

allostériques, même faibles, peuvent induire des différences considérables sur l’effet que produit le 

composé dérivé, et son ampleur, comme nous le verrons dans le point 2.1. Les modifications 

structurelles pour réaliser un MTDA à partir du PNU-120596 peuvent donc rendre potentiellement 

caduques ces préoccupations pour le MTDA en question. 

Des études d’amarrage moléculaire approfondies ont permis de proposer deux sites de liaison 

potentiels pour le PNU-120596 au niveau transmembranaire du récepteur α7 : un site à l’intérieur 

d’une sous-unité α7 et un second à l’interface entre deux sous-unités. Le premier serait le site privilégié 

pour les effets de potentialisation du composé.390 Cependant, malgré l’observation par cryo-

microscopie électronique du nAChR α7 humain en présence des ligands épibatidine et PNU-120596 

((PDB 7KOQ and 7KOX), aucun site de liaison n’a pu être précisément établi.495  

Enfin, les deux groupements aromatiques de ce composé permettent d’envisager des interactions 

favorables avec les résidus du site actif de l’AChE. 
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1.3.2.2. Effet in vivo 

Le PNU-120596 a montré une efficacité in vivo sur quatre phénomènes neuronaux : les désordres 

neurologiques d’ordre schizophrénique, l’apprentissage et la mémoire, l’état dépressif et les douleurs 

neuropathiques. La publication de Pfizer montrait en effet une amélioration significative sur des rats 

des déficits de filtrage sélectif auditif causés par de l’amphétamine, qui reflètent les désordres 

neurologiques schizophréniques.376 De plus la molécule a également montré des effets favorables dans 

un autre modèle animal de schizophrénie induite par de l’acétate de methylazoxyméthanol chez le 

rat.496 Les concentrations atteintes au cerveau étaient donc assez élevées pour permettre un effet 

systémique. Le PNU-120596 augmente aussi le potentiel thérapeutique de l’inhibiteur réversible de 

l’AChE donépézil pour améliorer les capacités de rats ou de singes à effectuer des tâches reliées à 

l’apprentissage et la mémoire.497 Ici, cependant, il ne démontrait aucun effet notable quand il était 

injecté seul. Cette expérience montre une similitude, toute proportion gardée, avec celle d’une 

intoxication aux OPs et montre donc un potentiel effet favorable. Le PNU-120596 induit également un 

effet anti-dépresseur sur des souris et l’utilisation d’un antagoniste des récepteurs nicotiniques α7 

montre que cet effet passe bien par la potentialisation des signaux transmis par ces récepteurs.394 

Enfin, le composé permet d’atténuer significativement les douleurs et les œdèmes dans des modèles 

de douleurs neuropathiques, respectivement chroniques ou inflammatoires, chez des souris.498  

1.3.2.3. NS-1738 

 

Figure 83 : Structure du PAM de type I NS-1738 

Ce composé, qui est un PAM de type I des nAChRs α7 (Figure 84) développé par Neurosearch en 

2007499, n’a pas été choisi comme motif de base pour la conception d’un MTDA mais a orienté une 

partie des réflexions sur la conception des MTDAs, comme nous le verrons dans la partie 2.3. Il est 

intéressant de considérer sa structure car elle comporte des similitudes avec celle du PNU-120596 et 

celle du SB-206553 (voir ci-après).  
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Figure 84 : Tracé représentatif de mesures d’électrophysiologie sur des ovocytes de Xenopus Laevis exprimant les 
nAChRs α7 en présence d’acétylcholine à 60 μM seule ou en co-application avec le NS-1738 à 10 μM.488 

De plus ce PAM de type I a aussi été bien étudié et a démontré des effets significatifs in vivo.374 De 

façon similaire au PNU-120596 en combinaison avec un agoniste du récepteur α7, il démontre un effet 

synergique en combinaison avec un agoniste du nAChR α7 ou de NMDA (N-Methyl-D-Asparte) sur des 

cellules neuronales CA1 de l’hippocampe de rat, en augmentant le taux de décharge post-synaptique 

induit.500 Ce composé a aussi démontré des effets anti-dépresseur sur des souris.394  

1.3.3. SB-206553 

1.3.3.1. Effet in vitro et site de liaison 

 

Figure 85 : Structure du PAM SB-206553 

Le SB-206553 a d’abord été découvert par Forbes et al. en 1995 comme antagoniste des récepteurs 

sérotoninergique 5-HT2C et 5-HT2B avec une bonne sélectivité vis-à-vis des autres récepteurs 5-HT.501,502 

Ces récepteurs font partie de la famille des récepteurs couplés aux protéines G et participent entre 

autres fonctions aux effets sur le comportement au niveau central. Une étude de Dunlop et al. a 

ensuite permis de montrer l’effet potentialisant sélectif du récepteur α7 de ce composé par des 

expériences FLIPR (Fluorescent imaging plate reader) permettant de mesurer le flux de Ca2+ dans des 

cellules exprimant ces récepteurs.503 Sur ces tests le SB-206553 a une EC50 de 1,5 μM quand il est co-

appliqué avec une dose EC20 de nicotine, et augmente l’intensité du signal à 82% de celle produite par 

une EC100 de nicotine. Pour comparaison le PNU-120596 présente une EC50 de 0,1 μM et augmente 

l’intensité à 203% de celle de l’EC100 de nicotine dans les mêmes conditions.  
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Figure 86 : mesures d’électrophysiologie sur des cellules GH4C1 exprimant le nAChR α7 en présence d’ACh à une 
dose EC100, seule ou en combinaison avec le SB-206553 à différentes concentrations.503 

L’effet PAM a aussi été vérifié par électrophysiologie et permet de voir qu’une réduction de la 

désensibilisation du récepteur devient significative à partir d’une concentration de 10 μM en SB-

206553 (Figure 86). A des concentrations plus faibles ce composé est donc un PAM de type I, et à des 

concentrations supérieures il comporte un effet modéré de PAM de type II. 

Des sites potentiels de liaison ont aussi été proposés par étude d’amarrage moléculaire sur le nAChR 

α7.391 Enfin, là aussi, les deux groupements aromatiques peuvent potentiellement former des 

interactions favorables avec les résidus du site actif de l’AChE. Le fragment pyridine est aussi 

potentiellement intéressant pour envisager la conception d’un MTDA de façon intégrée (Figure 41). 

1.3.3.2. Effet in vivo 

Les effets centraux de ce composé ont d’abord été montrés dans la perspective d’un effet sur les 

récepteurs 5-HT. Dans ce contexte le SB-206553 a montré des propriétés anxiolytiques in vivo sur le 

rat et le ouistiti.504 Son action sur ces récepteurs a aussi été testée pour traiter l’hyperactivité causée 

par la cocaïne sur des rats. Ici, une dose de 1 ou 2 mg/kg atténuait les effets périphériques et centraux 

de la cocaïne mais une dose de 4 mg/kg les accentuait au niveau périphérique.505 L’effet PAM sur les 

nAChRs α7 de ce composé a aussi été testé sur un modèle animal de rat mimant certains désordres 

neurologiques propres à la schizophrénie, et cet effet in vivo a été significativement favorable. De plus, 

l’utilisation simultanée d’un antagoniste sélectif des nAChRs α7 a pu montrer que cet effet était 

principalement dû à leur potentialisation et non pas à l’effet antagoniste sur les récepteurs 5-HT. 
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1.4. NAM sélectionnés 

1.4.1. Physostigmine  

1.4.1.1. Effet in vitro et site de liaison 

 
Figure 87 : Structures de l’inhibiteur d’AChE et NAM des nAChRs physostigmine 

La physostigmine (Figure 87) est un inhibiteur covalent réversible de l’AChE bien connu. A partir des 

années 80, un effet modulateur allostérique de cette molécule sur les récepteurs nicotiniques a été 

suspecté, puis démontré de plus en plus précisément. Un effet inhibiteur de la physostigmine sur les 

récepteurs nicotiniques activés par de fortes concentrations d’acétylcholine a d’abord été suspecté via 

des expériences sur des cellules surrénales bovines et des cellules ganglioniques de lapin.506,507 Dans 

les années 90, deux équipes en collaboration ont beaucoup publié sur les effets modulateurs de la 

physostigmine, l’une de l’Université du Maryland (University of Maryland Medical School), l’autre de 

l’Université Johannes Gutenberg (Institute of Physiological Chemistry and Pathobiochemistry) à Mainz. 

Ils ont observé un effet dual de la physostigmine. A de faibles concentrations, la physostigmine seule 

provoquait un léger effet agoniste, qui serait allostérique, ainsi qu’un léger effet potentialisateur des 

signaux provoqués par de faibles concentrations d’acétylcholine. En outre, à de plus fortes 

concentrations de physostigmine (ordre de grandeur 100 μM) et d’acétylcholine, un effet inhibiteur 

de la physostigmine apparaissait au contraire, qui ne serait pas compétitif. Les effets agoniste et 

potentialisateur ont été observés sur des tissus électriques de Torpedo Marmorata508–510 ainsi que sur 

des nAChRs α4β2 de poulet exprimés par des cellules M10.511 Ces effets, ainsi que les effets inhibiteurs, 

ont été observés avec des expériences sur des cellules neuronales de rat (PC12, 

phéochromocytome).512 De plus, dans ce dernier cas, ils observaient qu’une concentration de 10 μM 

de physostigmine pouvait réduire significativement la désensibilisation induite par une concentration 

désensibilisante d’ACh (environ 1 mM).  

Une autre équipe a confirmé ces observations avec des ovocytes de Xenopus Laevis dans lesquels ont 

été injectées des membranes d’électroplaques de torpille (connues pour contenir un nombre 

considérable de nAChRs) : des concentrations de 1 à 100 μM de physostigmine inhibaient le signal 
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produit par de l’ACh, et l’effet désensibilisant produit par de fortes concentrations d’ACh était 

légèrement réduit par la physostigmine.513 

Au contraire, des expériences menées sur des nAChRs musculaires de souris ont montré que des 

concentrations de 1 à 100 μM de physostigmine augmentaient la désensibilisation induite par 

l’acétylcholine à différentes concentrations. En revanche, les autres effets observés précédemment 

ont été retrouvés sur ces récepteurs musculaires : les signaux provoqués par l’acétylcholine à faible 

concentration (100 nM à 1 μM) étaient modérément potentialisés par la physostigmine à 100 μM, 

tandis que pour des concentrations plus élevées d’ACh, la physostigmine démontrait un effet 

inhibiteur qui devenait total à 1 mM, avec une IC50 de 70 μM.514–517 

  

Figure 88 : Effet concentration-dépendant de la potentialisation et de l’inhibition provoquée par la physostigmine 
sur la réponse normalisée de nAChRs α4B2 humains exprimés par des ovocytes de Xenopus laevis à des 
concentrations de 1 mM ou 1 μM d’acétylcholine. Les astérisques indiquent les plus faibles concentrations pour 
lesquelles un effet significatif est obtenu par rapport au contrôle (P < 0,05, 0,01, et 0,001 indiqués respectivement 
par *, **, and ***) 

C’est en 2005 que Smulders et al. ont montré que cet effet dual, potentialisateur puis inhibiteur, de la 

physostigmine se retrouvait bien chez les êtres humains, et ont élucidé de façon plus précise son 

mécanisme d’action sur des nAChRs α4β2 humains exprimés par des ovocytes de Xenopus laevis 

(Figure 88). Sur ces récepteurs l’effet agoniste allostérique était cependant absent. L’intensité du signal 

provoqué par de l’acétylcholine à 1 μM (faible concentration) est augmentée par la physostigmine (de 

10 à 100 μM) par un facteur maximum de 1,5. En revanche, à une concentration saturante de 1 mM 

d’acétylcholine (à des valeurs supérieures, un effet inhibiteur de l’ACh apparait), la physostigmine a un 

effet antagoniste non compétitif avec une IC50 de 22 μM.518 Ils déduisent de leurs observations que 

l’effet PAM serait compétitif : lorsque l’acétylcholine est à faible concentration, elle ne se lie 

majoritairement que dans un seul des deux sites orthostériques de ces nAChRs hétéromériques (à 

l’interface d’une sous-unité α et d’une autre sous-unité), la physostigmine pourrait alors se lier dans le 
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deuxième site orthostérique, ce qui augmenterait la probabilité d’ouverture du canal. En revanche, à 

haute concentration d’acétylcholine, les deux sites sont occupés et l’action antagoniste non 

compétitive de la physostigmine prendrait le dessus. Elle agirait alors comme un bloqueur du canal 

ouvert car il a été vu dans des travaux réalisés sur des nAChRs α4β2 et α4β4 de rat que son action 

dépend du voltage imposé. Ces dernières études obtiennent aussi les mêmes observations et 

parviennent aux mêmes conclusions sur les effets de la physostigmine.519,520  

Enfin, l’équipe de Jin et al. est allée plus loin en montrant que la présence des effets potentialisateur 

ou antagoniste était dépendante de la stœchiométrie du nAChR α4β2 humain (exprimé dans des 

ovocytes de xénope) : pour une stœchiométrie (α4)3(β2)2 l’effet potentialisateur est prépondérant 

tandis que pour une stœchiométrie (α4)2(β2)3 l’effet antagoniste est prépondérant.521  

Mozayan et al. ont également décrit le caractère purement antagoniste de la physostigmine sur les 

récepteurs α7 (espèce non indiquée) exprimés dans des ovocytes de Xenopus Laevis, avec une IC50 

déterminée à 17,8 μM.522 D’autres expériences sur des tissus nerveux de porc confirment par ailleurs 

cet effet antagoniste. 

Cet effet dual sur les nAChRs neuronaux est intéressant dans le cas d’une intoxication aux OPs car lors 

de la phase aigüe de l’intoxication, lorsque l’acétylcholine atteint de très fortes concentrations, la 

physostigmine pourrait limiter l’hyperstimulation des nAChRs sans pour autant les inhiber totalement. 

Puis, lorsque la concentration en acétylcholine peut être redescendue à des niveaux acceptables, 

l’effet antagoniste de la physostigmine serait plus faible, ce qui pourrait éviter des effets secondaires 

si la réactivation de l’AChE doit être poursuivie. Les effets de la physostigmine sur les récepteurs 

musculaires humains n’ont malheureusement pas été étudiés à notre connaissance, ce qui ne permet 

pas de confirmer que la physostigmine a les mêmes effets que ceux observés pour les récepteurs 

musculaires de souris.  

Le fait que l’atropine montre le même comportement que la physostigmine vis-à-vis des récepteurs 

α4β2 (Figure 88) n’est pas rédhibitoire car l’atropine a une IC50 de 14 μM sur ce récepteur alors qu’elle 

a une IC50 de l’ordre du nanomolaire sur les récepteurs muscariniques, donc cette sélectivité très 

élevée permet de penser que son effet est négligeable sur les nAChRs. Au contraire, l’IC50 de la 

physostigmine est du même ordre de grandeur que l’IC50 des réactivateurs précédemment synthétisés 

au chapitre II pour l’AChE native, c’est donc une bonne molécule candidate pour un composé multi-

cibles. 

La boucle E du site orthostérique de la sous-unité α4 ainsi que deux résidus des sous-unités α4 et β2 

ont été également identifiés comme faisant potentiellement partie du site de liaison de la 
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physostigmine.523,524 Trois autres équipes ont étudié les sites potentiels de liaison de la physostigmine : 

trois sites potentiels ont été trouvés par étude d’amarrage moléculaire et de photomarquage sur le 

nAChR de Torpedo Californica,525 des études d’amarrage moléculaire sur les nAChRs α4β2, α3β4 et α7 

ont aussi permis de proposer différents sites potentiels de liaison.526,527   

La synthèse de la physostigmine et de ses dérivés a été décrite de multiples façons, de manière 

stéréosélective ou non. Nous avons choisi une voie permettant d’avoir le produit final en mélange 

racémique pour que la synthèse ne soit pas trop complexe et n’ait pas un nombre trop grand d’étapes. 

La séparation des deux énantiomères finaux par HPLC chirale pouvait en outre être envisagée si besoin. 

1.4.1.2. Affinité pour l’AChE 

L’inhibition de l’AChE par la physostigmine représente un avantage conséquent pour la conception 

d’un MTDA à partir de cette structure car son motif a de grandes chances de former des interactions 

favorables avec le site actif de l’AChE. La physostigmine a principalement des interactions hydrophobes 

avec le site actif de l’AChE.528  

 

Figure 89 : Structure envisagée comme inhibiteur multi-cible de l’AChE et de la Neutral sphingomyelinase-2.529 

De plus, au travers d’une étude visant à concevoir un composé multi-cible inhibiteur à la fois de l’AChE 

et de l’enzyme Neutral sphingomyelinase-2, le remplacement du méthyle du carbamate de la 

physostigmine par une pyridine substituée en position 4 (Figure 89) permet de conserver l’inhibition 

de l’AChE avec une IC50 de 7 μM, et donc de conserver une très bonne affinité.529 Cette pyridine 

pourrait donc être celle de notre fonction réactivatrice dans la conception d’un MTDA.  

Il faut noter que pour la physostigmine et ses dérivés, l’inhibition se fait majoritairement par la 

formation d’une liaison covalente entre la sérine catalytique et le carbonyle du carbamate. Le 

changement de cette fonction carbamate permettrait de supprimer cette réaction chimique et de ne 

conserver que des interactions non covalentes entre l’enzyme et le composé, diminuant ainsi le 

potentiel inhibiteur de celui-ci. De plus, si l’affinité est encore trop forte, il est possible de jouer sur la 

stéréochimie car la (+)-physostigmine inhibe beaucoup moins l’AChE que la (-)-physostigmine. 

Enfin, la physostigmine est formulée sous forme de sels pour les tests in vivo, notamment de tartrate, 

grâce à l’amine tertiaire présente sur le motif tricyclique. Cela représente un atout supplémentaire 

pour la solubilisation aqueuse du MTDA basé sur ce motif.  
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1.4.1.3. Effet in vivo 

La physostigmine a atteint les tests cliniques pour la maladie d’Alzheimer, ou encore récemment pour 

réduire les douleurs post-opératoires.530,531 Ce composé a donc démontré des propriétés 

pharmacologiques satisfaisantes avec une très bonne biodisponibilité orale et un passage aisé de la 

BHE. Ce motif a donc des propriétés pharmacologiques optimales pour envisager la conception d’un 

MTDA qui l’inclurait. 

1.4.2. Mécamylamine 

 
Figure 90 : Structure du NAM mécamylamine 

La mécamylamine est un NAM bien connu des récepteurs nicotiniques. La priorité ayant été donnée à 

la synthèse du MTDA basé sur la physostigmine, la synthèse basée sur ce NAM n’a pas pu être faite 

faute de temps. Malgré tout, cette structure présente des propriétés intéressantes pour inclure ce 

motif dans la structure d’un MTDA. Les structures sélectionnées par étude d’amarrage moléculaire 

seront donc brièvement présentées comme perspectives à ces travaux. 

En bref, la mécamylamine est un NAM avec un large spectre d’action avec une action efficace sur les 

nAChRs musculaires, α4β2, α3β4, α2β2 et α3β2 avec des IC50 entre 0,5 et 20 μM, et sur le récepteur 

α7 avec des concentrations plus élevées.380,409,532 Cette molécule peut donc avoir un effet périphérique 

comme central. C’est de plus un bloqueur de canal ouvert car son action est dépendante du voltage. 

Ses propriétés pharmacologiques sont également optimales car cette molécule a déjà été acceptée 

comme médicament, comme anti-dépresseur (Astrazeneca) et contre l’hypertension (Merck). Elle 

présente une bonne biodisponibilité avec une longue durée d’action et passe aisément la BHE.533 Des 

études de structure-activité sont également disponibles pour déterminer comment lier ce motif à la 

fonction réactivatrice.534–538 De façon similaire à la quinuclidine, ce motif peut faire un très bon ligand 

du site périphérique de l’AChE car l’amine secondaire protonée peut avoir des interactions favorables 

de type cation-π mais aussi apporter l’hydrophilie nécessaire à la solubilisation aqueuse du composé, 

tandis que le bicycle apporterait la lipophilie nécessaire au passage de la BHE.  

Enfin, la publication de Mangan et al. décrit la synthèse de chacun des deux énantiomères (la 

configuration absolue influe peu sur l’activité de la molécule).539 
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2. CONCEPTION DES MTDAS ET PREMIERE SELECTION IN SILICO 

2.1. Contraintes sur les pharmacophores des modulateurs allostériques 

L’action d’un modulateur allostérique sur un sous-type de nAChR peut dépendre de manière 

considérable des variations chimiques de sa structure.  

 
Figure 91 : Classification entre les différents types de modulateurs allostériques de molécules dérivées du TQS ne 
variant que par leur stéréochimie et la substitution par des méthyls du groupement phényl, selon les résultats de 
mesures d’électrophysiologie effectuées sur des cellules tsA201 de rein humain modifiées et exprimant le nAChR 
α7.540 

Il semblerait en effet que des changements subtils dans les interactions produites entre le ligand et 

son site allostérique ou dans la façon dont le ligand s’y positionne puisse changer radicalement les 

modifications conformationnelles induites du récepteur et les équilibres thermodynamiques entre ses 

différents états qui en découlent. Ce phénomène est d’autant plus marqué que l’on ne connait pas 

encore les sites allostériques de façon précise, ce qui ne permet pas d’identifier le pharmacophore 

minimal et les fonctions chimiques à conserver ou non. 
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L’exemple le plus frappant est celui des molécules dérivées du TQS (Figure 91). Suivant la stéréochimie 

de la molécule et la substitution du phényl par des méthyles, la structure change radicalement d’effet 

allostérique et peut provoquer toutes les modulations allostériques sur le nAChR α7 observés jusqu’à 

aujourd’hui dans la littérature (excepté AGO-PAM) : SAM, NAM, PAM de type I, de type II, agoniste 

allostérique. Devant ces contraintes et l’absence de site de liaison identifié avec certitude, nous avons 

essayé de conserver le plus possible la structure de départ des modulateurs allostériques choisis, tout 

en respectant les critères de sélection établis précédemment. 

2.2. MTDA avec bras espaceur 

2.2.1. Structures envisageables 

Pour conserver la structure des modulateurs allostériques choisis, le meilleur moyen est de lier leur 

motif à la fonction réactivatrice grâce à un bras espaceur.  

 

Figure 92 : Premières structures de MTDA considérées pour le PAM de type II PNU-120596 avec un bras espaceur, 
avec en rouge le motif du PNU-120596 et en bleu la fonction réactivatrice. 

Une longueur de 4 atomes pour ce bras espaceur a été choisie car elle semble optimale au vu des 

résultats obtenus pour les réactivateurs des chapitres précédents incluant un bras d’une telle 

longueur. En étudiant les voies de synthèse possibles du PNU-120596, les structures ci-dessous basées 

sur ce PAM de type II ont donc parus envisageables d’un point de vue synthétique et ont été 

considérées dans un premier temps. 
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2.2.2. Sélection avec Percepta® 

Le premier filtre de la sélection par étude in silico était la prédiction du passage de la BHE par le logiciel 

percepta. Or malheureusement, aucune de ces structures ne semble pouvoir traverser efficacement 

la BHE de manière passive selon le logiciel (Figure 93). 

 

Figure 93 : résultats de Percepta pour le passage de la BHE pour les structures basées sur le PNU-120596, 57, 58 
et 59. 

Nous avons donc réfléchi à d’autres manières de lier la fonction réactivatrice aux différents motifs des 

modulateurs allostériques : fusionné, combiné ou intégré (Figure 41). 

 

2.3. MTDA intégré ou combiné 

2.3.1. Stratégie basée sur les similitudes de structure 

Nous avons alors observé que les composés sélectionnés avaient des similitudes structurales (Figure 

94). Tous les composés, excepté la physostigmine, comprennent une urée liée de part et d’autre à un 

groupement aromatique ou hétéroaromatique. La conception des MTDAs pourrait donc se faire de 
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manière intégrée en remplaçant un des groupements aromatiques par la fonction réactivatrice, elle-

même aromatique. La pyridine déjà présente dans la structure du SB-206553 plaidait pour sa 

fonctionnalisation comme fonction réactivatrice. Pour le PNU-120596, le remplacement de chacun des 

deux aromatiques a été envisagé, mais l’hétérocycle azoté isoxazole semblait plus propice pour être 

remplacé par la pyridine de la fonction réactivatrice. Pour la physostigmine, le méthyle de son 

carbamate est remplacé par la fonction réactivatrice de façon analogue au composé multi-cible décrit 

précédemment qui conserve une bonne affinité pour l’AChE (Figure 89). En revanche, le carbamate 

est remplacé avantageusement par une urée comme pour les autres composés, ce qui modifie peu le 

motif tout en empêchant la formation d’une liaison covalente dans le site actif de l’AChE, par attaque 

de la sérine sur le carbamate.  

 

Figure 94 : Similitudes de structure entre les différents modulateurs allostériques de nAChR choisis, et positions 4 
et 6 substituables de la fonction réactivatrice. 

En utilisant ces similitudes structurelles, il est possible d’augmenter les chances que les MTDAs 

obtenus puissent se lier dans un des sites de liaison de ces différents modulateurs. Pour augmenter 

ces chances, nous avons aussi considéré les atomes de chlore, commun au NS-1738 et au PNU-120596, 

pour en rajouter un ou non à la même position sur un des groupements aromatiques. De plus, la 

position du phénol du NS-1738 nous a fait envisager les deux substitutions possibles de l’urée sur la 3-

hydroxy 2-pyridine aldoxime : soit la position 6 habituelle, comme dans les chapitres précédents, soit 

la position 4, qui permet d’avoir le phénol dans la même position que celui du NS-1738.  
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Pour le SB-206553, la substitution à la position 3 de la pyridine telle que présente sur cette molécule 

n’étant pas possible, il était donc intéressant de considérer les deux positionnements adjacents 4 et 6. 

Cependant, sur les réactivateurs précédents développés par notre équipe, des études d’amarrage 

moléculaire ainsi que les résultats in vitro avaient montré que la substitution sur la position 6 était la 

plus favorable pour permettre au réactivateur de bien se positionner par rapport à la sérine 

phosphylée. Cette observation a aussi guidé nos choix, pour autant elle s’avère finalement peut-être 

moins pertinente sur ces structures où le bras espaceur est une urée et non plus une chaîne alkyle, 

comme nous le verrons dans les études d’amarrage moléculaire. 

L’ajout des fonctions polaires phénol et aldoxime, à la fois accepteurs et donneurs de liaisons H, est un 

facteur dont l’influence est très difficile à prévoir sur l’effet allostérique de ces composés, d’autant que 

ce type de fonction est peu présent sur les structures des modulateurs originaux. 

Enfin, cette conception intégrée, ou combinée dans le cas de la physostigmine, permet une approche 

synthétique commune aux trois MTDAs envisagés : la fonction réactivatrice substituable en position 4 

ou 6 d’une part, l’autre fragment aromatique d’autre part, et leur liaison par un bras espaceur urée.  

2.3.2. Structures basées sur le PNU-120596 

Le remplacement des deux groupements aromatiques du PNU-120596 a été envisagé (Figure 95). 

Lorsque le noyau phényl est remplacé par la fonction réactivatrice, (structures 60 – 62) nous avons 

envisagé les positions 4 et 6 pour le positionnement de l’urée. Avec l’urée en position 4, le phénol peut 

se situer à la même position que celui du phénol de NS-1738, et l’ajout d’un atome de chlore a aussi 

été considéré pour correspondre encore plus au motif du NS-1738. 
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Figure 95 : Structures envisagées de MTDAs basés sur le motif du PNU-120596 (en bleu) 

Lorsque le noyau isoxazole est remplacé par la fonction réactivatrice (structures 63), nous avons 

seulement envisagé la position 6 pour l’urée, ce qui permettait à l’azote de la pyridine et à celui de 

l’isoxazole du PNU-120596 d’avoir la même position par rapport à l’urée. 

2.3.3. Structures basées sur le SB-206553 

Pour le SB-206553, seul le noyau pyridine déjà présent sur ce composé a été envisagé pour être 

remplacé par la fonction réactivatrice, grâce à la similitude entre les deux motifs (structures 64 – 66 

Figure 96). 

 
Figure 96 : Structures envisagées de MTDAs basés sur le motif du SB-206553 (en bleu) 

La substitution de l’urée a été envisagée à la position 4 du noyau pyridine pour avoir les deux fonctions 

phénol et urée adjacentes, comme pour le NS-1738 (64), ainsi que l’atome de chlore (65).  
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2.3.4. Structures basées sur la physostigmine 

Le méthyle du carbamate de la physostigmine est remplacé par la fonction réactivatrice tandis que le 

carbamate est remplacé par une fonction urée (Figure 97). Celle-ci a été envisagée aux positions 4 et 

6 de la pyridine comme précédemment, avec ou sans atome de chlore pour l’analogue substitué en 

position 4, de façon similaire au NS-1738.  

 
Figure 97 : Structures envisagées de MTDAs basés sur le motif de la physostigmine (en bleu) 

3. SELECTION IN SILICO 

3.1. Passage de la BHE 

3.1.1. Percepta 

Le potentiel passage de la BHE des différentes structures a été évalué avec le logiciel percepta. Les 

résultats sont rassemblés dans le tableau ci-dessous et les graphes des résultats positifs sont 

rassemblés Figure 98. 

Modulateur PNU-120596 SB-206553 Physostigmine 

Structure 60 61 62 63 64 65 66 67 68 69 

Passage de la 
BHE 

X X X ✓ ✓ X ✓ ✓ limite ✓ 

Tableau 26 : résultats de prédiction du passage de la BHE par percepta 
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Figure 98 : résultats de Percepta pour le passage de la BHE pour les structures basées sur le PNU-120596 (64), sur 
le SB-206553 (65 et 66) et la physostigmine (69, 70 et 71) 
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Pour les MTDAs basés sur le PNU-120596, il semblerait que le remplacement du groupement phényl 

de ce PAM par la fonction réactivatrice ne soit pas favorable au passage de la BHE. Au contraire, le 

remplacement du groupement isoxazole par la fonction réactivatrice permettrait à la structure 63 de 

traverser la BHE selon percepta.  

Pour les MTDAs basés sur le SB-206553, l’ajout d’un atome de chlore entre 64 et 65 se révèle très 

défavorable au passage de la BHE. Au contraire, l’ajout d’un atome de chlore entre la structure 67 et 

la structure 69, toutes deux basées sur la physostigmine, semble améliorer le passage de la BHE. En 

outre, il semblerait que ces deux structures, où la pyridine est substituée à la position 4, soient 

légèrement plus favorables au passage de la BHE qu’à la position 6 (68).  

Le logiciel Percepta prévoit aussi qu’aucune de ces structures ne devraient être des substrats de la 

protéine P-gp mais l’indice de confiance est toujours faible. 

3.1.2. Modèle CNS+ et score CNS MPO 

Les propriétés physico-chimiques prises en compte pour le passage de la BHE sont rassemblées dans 

le Tableau 28. 

Composé 
MW 

(g/mol) 
pKa  
base 

RB HBD 
HBA TPSA 

(Å2) 

LogP LogD 
à  

pH 7,4 

Score 
CNS 
MPO 

CNS+ 
P C P C 

60 277,2 1,9 3 4 9 6 132,9 0,9 1,75 1,39 4 X 

61 277,2 3,9 3 4 9 6 132,9 1,12 1,15 0,61 4 X 

62 311,7 0,8 3 4 9 6 132,9 2,55 1,98 1,11 4 X 

63 366,8 1,9 5 4 9 7 125,3 3,02 2,46 2,47 3,7 X 

64 351,4 3,9 2 3 8 5 103 2,75 2,22 1,79 4,2 X 

65 385,8 0,9 2 3 8 5 103 4,21 3,05 2,32 3,5 X 

66 351,4 1,9 2 3 8 5 103 2,34 2,82 2,6 3,9 X 

67 396,4 6,7 3 4 9 7 113,3 2,53 2,34 2,25 3,6 X 

68 396,4 6,7 3 4 9 7 113,3 2,11 3,04 3,05 3,2 X 

69 430,9 6,5 3 4 9 7 113,3 3,80 2,97 2,8 2,9 X 

Critères 
CNS+ 

< 450 
> 7,5  
< 10,5 

< 8 < 3 < 7 < 70 < 5    

Tableau 27 : Propriétés physico-chimiques déterminées par Chemicalize (C) et Percepta (P) des structures 
envisagées dans ce chapitre, ainsi que leur score CNS MPO et leur respect des critères CNS+ pour évaluer leur 
activité au SNC. X : pas CNS+ 
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Aucune molécule ne remplit tous les critères CNS+ car le pKa de la base est toujours trop bas et la 

surface polaire est toujours trop grande. Pour le pKa de la base, les structures basées sur la 

physostigmine ont l’avantage d’avoir une amine tertiaire dont une petite partie sera protonée à pH 

physiologique. Toutes ces structures sont cependant assez lipophiles (logP et logD), sans l’être 

excessivement, excepté les structures 65, 68 et 69, notamment à cause de l’atome de chlore.  

Parmi les structures évaluées favorablement par le logiciel percepta, le score CNS MPO de 63 est 

légèrement inférieur à ceux des autres structures basées sur le PNU-120596, sans que cela soit 

fortement significatif, et ce score reste proche de 4 ; sa sélection se confirme donc à ce niveau. Pour 

le SB-206553, le score CNS MPO ne permet pas de trancher clairement entre 64 et 66, qui ont des 

scores autour de 4. Cependant, l’élimination de 65 se confirme ici aussi avec un score inférieur aux 

deux autres structures. Les structures basées sur la physostigmine ont les moins bons scores CNS MPO. 

La structure 67, qui a le meilleur score des trois structures avec 3,5, est donc à favoriser à ce niveau. 

Les structures 68 et 69 ont notamment des lipophilies (logP et logD) un peu trop élevées. 

3.1.3. Autres propriétés 

Il faut d’abord noter que les valeurs de solubilité ont été étudiées pour l’essentiel bien après avoir 

opéré le choix parmi les différentes structures car la comparaison des trois différents outils (percepta, 

SwissADME et chemicalize) ne pouvait être faite à ce moment-là. Or la prédiction de la solubilité nous 

apparaissait peu fiable avec un seul outil, et n’avait donc pas été autant analysée qu’ici. La comparaison 

des trois outils, bien que montrant des écarts considérables dans les valeurs obtenues, présente des 

tendances entre les différentes structures qui sont quasiment toujours les mêmes et font ressortir que 

quelque soit la structure, la position 4 de l’urée semble favoriser une bonne hydrosolubilité tandis que 

la substitution en position 6 semble la défavoriser. Ces tendances seront rappelées en conclusion de 

ce chapitre pour mettre en perspective les propriétés des composés obtenus.  

Parmi les structures basées sur le PNU-120596, les structures 61 et 62 ont été définitivement écartées 

car, en plus des valeurs insuffisantes évaluées par le logiciel percepta pour le passage de la BHE, les 

pKa de leurs oximes ne sont pas dans les valeurs recommandées, ce qui semble être lié à la position 4 

de l’urée sur la pyridine (Tableau 28). La structure 60 a aussi été écartée en se basant sur les prévisions 

du logiciel percepta pour le passage de la BHE. Pour autant une tendance claire se dégage, pointant 

une solubilité supérieure d’un facteur 10 à celle de 63. Malgré tout celle-ci a été choisie pour être 

étudiée par amarrage moléculaire. La prise en compte d’une telle différence de solubilité aurait peut-

être remis en cause ce choix, d’autant que le score CNS MPO de 60 est bon. 
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Structure pKa oxime 
Solubilité LogS à pH 7,4 (mg/mL) DL50 IP (souris) 

(mg/kg) Percepta SwissADME Chemicalize 

60 7,35 3,3 0,3 – 2,6 7,8 290 

61 9,29 76 0,5 - 4,2 42,4 610 

62 6,63 8,3 0,07 – 0,8 4,1 630 

63 7,5 0,13 0,02 – 0,2 0,23 870 

64 9,40 7,4 0,06 – 0,3 2,2 510 

65 8,83 20 0,02 – 0,05 0,2 530 

66 7,58 0,8 0,06 – 0,19 0,37 480 

67 7,33 77 0,03 – 0,38 16 390 

68 7,67 14 0,03 – 0,23 3,3 340 

69 8,86 7,7 0,007 – 0,06 1,1 380 

Tableau 28 : Propriétés physico-chimiques et pharmacologiques supplémentaires déterminées par les logiciels et 
sites internet Chemicalize, Percepta et SwissADME.  

Parmi les structures proposées pour le SB-206553, l’oxime de 66 présente un bien meilleur pKa que 

celui de 64. Celui-ci présente en revanche une meilleure hydrosolubilité. Les deux structures ont donc 

été étudiées par amarrage moléculaire.  

Les données sont plus claires pour les structures basées sur la physostigmine car le choix fait sur la 

structure 67 à partir de son passage de la BHE (score CNS MPO et percepta) peut être confirmé ici : ce 

composé présente une très bonne hydrosolubilité et la valeur de son pKa est dans le bon ordre de 

grandeur.   

3.2. Etude d’amarrage moléculaire 

Pour les études d’amarrage moléculaire réalisées par nos partenaires à l’IRBA, les espèces chimiques 

majoritaires à pH 7,5 ont été chacune étudiées, soit l’oximate 63a pour 63, les trois structures 64a, 64b 

et 64c pour 64 et l’oximate 66a pour 66 (Figure 99). En raison de soucis techniques découverts 

tardivement, une telle étude d’amarrage moléculaire n’a pu être réalisée sur la structure exacte de 67. 
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Figure 99 : Formes majoritaires à pH 7,5 des composés 63, 64 et 66 utilisées pour les études d’amarrage 
moléculaire 

Les études ont été faites sur l’AChE phosphylée par le VX, le sarin et le tabun, avec 8 ou 10 poses, dont 

les résultats sont rassemblés dans le Tableau 29. Toutes les énergies de stabilisation de ces composés 

dépassent -9,4 kcal/mol, quelque soit l’OP, ce qui promet de très bonnes affinités entre ces structures 

et le site actif de l’AChE diversement phosphylé.  

Pour le composé 63a, que ce soit avec le VX ou le sarin, la moitié des poses montre la fonction 

réactivatrice vers le fond du site actif. Cependant l’oxime pointe souvent dans une direction différente 

que celle menant au phosphore, ce qui induit des distances P-O assez grandes. Elles restent cependant 

satisfaisantes pour les meilleures poses identifiées, autour de 6 Å, où l’oxime est bien dirigée vers le 

phosphore. Dans le site actif de l’AChE phosphylée par le VX, l’interaction principale qui permettrait 

de bien positionner la fonction réactivatrice est une interaction π-π entre le ligand aromatique et le 

résidu Tyr341 (Figure 100). A l’inverse, cette même interaction, qui est prépondérante parmi les 

différentes poses obtenues avec l’AChE phosphylée par le sarin, positionne beaucoup moins bien la 

fonction réactivatrice avec cet autre OP. La meilleure conformation obtenue à la pose 2 est stabilisée 

grâce à une interaction π-π entre le ligand et le résidu Trp286. Le résultat est en revanche prometteur 

pour le tabun puisque la première pose montre une conformation favorable à la réactivation avec une 

excellente énergie de stabilisation.  

Au vu de ces résultats, le choix de synthétiser la structure 63 se confirme donc ici. 
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Composé 

hAChE-VX hAChE-sarin 

ΔG 
(kcal/mol) 

Distance P-O 
(Å) 

Pose n° 
ΔG 

(kcal/mol) 
Distance P-O 

(Å) 
Pose n° 

63a -9,4 5,5 5 -9,5 6,7 2 

64a -11,8 4,3 1 -10,8 7,8 1 

64b -10,3 4,9 4 -10,2 6,3 3 

64c -10 7,2 4 -9,8 6,8 4 

66a -11,2 4,1 2 -10,5 6,8 3 

 

 

 

 

 

 

 

Tableau 29 : Résultats d’étude d’amarrage moléculaire des ligands 63a, 64a, 64b, 64c, 66a et 67 sur l’AChE 

phosphylée par le VX et le sarin, réalisée à l’IRBA. ΔG : énergie de stabilisation. 

Les différentes formes de 64 montrent des résultats variés mais toujours avec de très bonnes énergies 

de stabilisation. On peut notamment observer que les conformations favorables à la réactivation sur 

le VX et le sarin se font potentiellement grâce à une interaction π-π entre le ligand cyclique aromatique 

et le résidu Trp286 (Figure 100). On peut aussi observer que, globalement, au moins deux formes 

protonées sur les trois ont une distance P-O satisfaisante sur les trois OPs testés, quand la troisième a 

de moins bons résultats : 64c pour le VX et 64a pour le sarin et le tabun. Ces distances sont globalement 

optimales pour le VX, satisfaisantes pour le sarin mais un peu en retrait pour le tabun, à 

l’encombrement stérique plus prononcé.  

Composé 

hAChE-tabun 

ΔG 
(kcal/mol) 

Distance P-O 
(Å) 

Pose n° 

63a -11,5 6,2 1 

64a -10,6 8,6 5 

64b -10,5 7,9 4 

64c -10,6 6,2 3 

66a -11,1 6,3 4 
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Figure 100 : Conformation n°5 de 63a (gauche) et n°3 de 64b (droite) dans le site actif de l’hAChE phosphylée 
respectivement par le VX et le sarin. 

Le composé 66a, où la substitution de l’urée se fait à la position 6 au lieu de la position 4 pour 64, a 

des résultats globalement similaires (légèrement meilleurs contre le tabun), ce qui montre une faible 

influence de la position du lien urée pour cette structure basée sur le SB-20653. Ces études d’amarrage 

moléculaire ne permettent donc pas de départager les structures 64 et 66 et le choix de synthétiser en 

priorité la structure 66 s’est faite de manière assez arbitraire, en se basant d’une part sur l’expérience 

acquise, qui permet de penser que la substitution de l’urée en position 6 peut malgré tout être plus 

favorable, et en considérant que le pKa de l’oxime de 66 est beaucoup plus proche des valeurs 

recommandées que celui de l’oxime de 64 (Tableau 28). 

En résumé on peut observer que le bras espaceur urée permet au ligand aromatique de former des 

interactions favorables avec les résidus du site périphérique et que cette fonction polaire urée est 

accommodée dans le site actif par au moins une des trois fonctions phénols des résidus tyrosines 

Tyr124, Tyr341 et Tyr337, avec parfois de potentielles liaisons hydrogènes. Il en résulte de fortes 

énergies de stabilisation et des distances P-O satisfaisantes pour le tabun et le sarin et optimales pour 

le VX. Ce type de structure, tiré de celles des modulateurs allostériques des nAChRs, semble donc aussi 

intéressant sur l’AChE. 
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4. OBJECTIF 

Compte tenu des éléments tirés des études in silico, l’objectif de cette partie de ma thèse était de 

synthétiser les structures 63, 66 et 67 dans des quantités suffisantes (au moins 10 mg) et à une pureté 

HPLC supérieure à 95% pour pouvoir tester ces composés in vitro sur l’AChE inhibée par différents OPs 

ainsi que par électrophysiologie sur différents sous-types de nAChRs. Les modulateurs allostériques 

PNU-120596 et SB-206553 devaient aussi être synthétisés pour observer si leur ajout au traitement en 

cas d’intoxication a bien un effet bénéfique ou non, et en corrélant ces potentiels effets à ceux 

observés par électrophysiologie sur différents nAChRs.  

5. SYNTHESE 

5.1. Rétrosynthèse 

La synthèse de ces composés peut se faire via une voie convergente entre le noyau pyridine 70 

fonctionnalisé avec un acide carboxylique (à partir de l’acide 3-hydroxy picolinique 7 de départ) et une 

aniline 71 correspondant au fragment conservé de chaque modulateur allostérique, obtenue à partir 

d’un produit commercial adapté (Schéma 23). La formation de la liaison urée entre les deux fragments 

est alors réalisée par la transformation de l’acide carboxylique de 70 en isocyanate, par un 

réarrangement de Curtius, suivie de l’attaque nucléophile de l’aniline 71 sur celui-ci.  

 
Schema 23 : schéma de rétrosynthèse des trois MTDAs de ce chapitre, 63, 66 et 67. GP : groupe protecteur, R1 : H 
ou alkyle cyclique, R2 : alkyle ou aryle cyclique, Cl, méthoxy. 
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L’acide carboxylique de 70 doit être en position 6 pour les structures 63 et 66 et en position 4 pour la 

structure 67. Pour cela nous avons pensé faire la bromation sélective de la position souhaitée.  

Une fois l’urée 72 obtenu, les fonctions carbonyles et phénol devaient être déprotégées pour obtenir 

les produits finaux désirés.  

Cette voie de synthèse a l’avantage de faire appel à la même méthodologie de synthèse pour la 

formation de l’acide carboxylique sur le noyau pyridine et pour la formation de l’urée pour chacune 

des trois synthèses. Les autres étapes ont cependant été différenciées, suivant les structures de 

chaque substrat. 

5.2. Réaction d’hydroxycarbonylation 

5.2.1. Mécanisme 

Pour ajouter cette fonction acide carboxylique sur le noyau pyridine, nous avons utilisé la réaction 

d’hydroxycarbonylation qui peut se faire sur un cycle aromatique ou hétéroaromatique halogéné, avec 

incorporation pallado-catalysée du groupement CO. Nous nous sommes appuyés sur les 

méthodologies développées par Gadakh et al. et Li et al (Schéma 24).541,542  

Leur méthode permet la formation in situ de gaz CO qui est ensuite inséré sur le cycle aromatique par 

du palladium(0) (au départ acétate de palladium(II) ) complexé avec soit du dppf (1,1′-

Bis(diphenylphosphino)ferrocene), soit du Xantphos. Le gaz est produit en excès à partir de la 

décomposition thermique de l’anhydride mixte acétique/formique, synthétisé en amont de la réaction 

par l’agitation à 30 °C pendant 1h30 d’acide formique et d’anhydride acétique. Cela permet d’utiliser 

des produits peu toxiques en évitant l’utilisation de bouteille de gaz sous pression. En revanche la 

réaction se fait dans un récipient sous pression pour éviter la fuite du gaz lors du chauffage, en 

conditions anhydres et sous argon. 
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Schema 24 : Réactions d’hydroxycarbonylation développées par les équipes de Gadakh et al. et de Li et al. sur des 
cycles aromatiques ou hétéroaromatiques iodés ou bromés avec incorporation palado-catalysée de CO produit in 
situ à partir d’anhydride mixte acétique-formique.541,542 Exemples de substrats de réaction (milieu) permettant 
d’envisager les réactions sur le noyau pyridine (bas). 

Plusieurs éléments permettaient de penser que cette réaction pouvait s’appliquer sur les substrats 84 

et 86, comportant des groupes électrodonneurs (éther benzylique) et électroattracteurs (acétal ou 

ester méthylique) (Schéma 24). D’abord, cette réaction tolère bien les hétérocycles azotés, comme la 

pyridine, et permet d’insérer un acide carboxylique sur une position bromée, à la fois à la position 6 

pour 77 et à la position 4 pour 81. Ensuite, cette réaction tolère les groupes électrodonneurs, comme 

un groupe méthoxy pour 79, et les groupes électroattracteurs, comme un ester méthylique pour 83, 

cependant, dans ce dernier cas, une baisse de rendement est observée qui est compensée en baissant 
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la température de 80 à 50 °C. La réaction a donc été tentée avec succès sur les substrats 84 et 86, 

diversement fonctionnalisées, en utilisant les conditions décrites par Li et al.  

Selon le mécanisme qu’ils ont proposé (Schéma 25), le palladium(0) opère d’abord une addition 

oxydante sur la liaison aryle-halogène. Une fois lié au cycle aromatique, le complexe de palladium(II) 

peut insérer un ligand CO sur le cycle aromatique. Leurs conditions permettent ensuite de former 

l’acide carboxylique par attaque nucléophile d’une molécule d’eau sur cette fonction CO en libérant 

du même coup le complexe de palladium(II). Ces molécules d’eau sont générées in situ en léger excès 

par réaction d’estérification entre le tert-butanol et l’acide acétique, résultant lui-même de la 

formation et de la décomposition thermique de l’anhydride mixte. Cela permet à la fois d’avoir une 

quantité d’eau contrôlée qui peut permettre, selon Li et al., d’éviter des problèmes liés à de plus faibles 

stabilité et activité du catalyseur lorsque de plus grandes quantités d’eau sont ajoutées dès le départ ; 

et aussi de neutraliser par estérification les deux équivalents d’acide acétique produits lors de la 

réaction, pour éviter l’utilisation de trop larges excès de base.  

 

Schema 25 : mécanisme de la réaction d’hydroxycarbonylation proposé par Li et al.542 

L’ajout de cette base (diisopropyléthylamine chez Gadakh et al. ou triéthylamine chez Li et al.) permet 

ensuite de neutraliser l’acide HBr ou HI libéré lors de l’élimination réductrice du complexe de 

palladium(II) en palladium(0), ce qui permet de recommencer le cycle catalytique.  

En revanche, les travaux réalisés sur ce type de réaction par Shao et al. leur font proposer une 

interversion des deux dernières étapes de ce mécanisme : au contraire d’une attaque nucléophile, 

l’eau opérerait un échange de ligand entre HO- et I- sur le palladium(II), puis l’élimination réductrice 

mènerait à la formation de l’acide carboxylique par liaison entre les deux ligands HO- et Ph-C=O.543 
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5.2.2. Optimisations du protocole 

Les conditions de Li et al. ont été reprises, avec différents ajustements successifs. En tenant compte 

du fait qu’en présence d’un groupement électro-attracteur, le rendement peut être amélioré en 

baissant la température, celle-ci a été fixée à 75 °C. Suivant les substrats et leur solubilité, le solvant 

utilisé était soit le DMF, soit le toluène, qui étaient utilisés dans chacune des publications. D’un point 

de vue pratique, nous avons pu remarquer que l’ajout final d’anhydride acétique directement dans le 

mélange réactionnel (contenant l’acide formique) n’influait pas sur le rendement obtenu et que 

l’anhydride mixte pouvait donc se former in situ sans être synthétisé au préalable. Cependant, l’ajout 

de l’anhydride acétique (ou mixte) dans le milieu réactionnel déclenche immédiatement le 

dégagement gazeux, cet ajout devait donc se faire au travers du septum bouchant le vial scellé pour 

éviter les pertes de gaz. Ces vials ayant une contenance limitée, il était nécessaire de faire de 

nombreuses réactions en parallèle pour obtenir des quantités de l’ordre du gramme. Une alternative 

avantageuse a été trouvée avec la procédure rapportée par Shao et al. qui utilise de l’acide oxalique à 

la place de l’acide formique comme source de CO.543 La nature solide de ce produit permet, sans 

agitation, d’ajouter tous les réactifs successivement sans que la réaction ne débute, ce qui permet 

d’utiliser des ballons de bien plus grande capacité avec un bouchon scellé. Ce protocole final permet 

donc d’opérer sur plusieurs grammes bien plus simplement que des systèmes de bullage de CO double 

chambre ou utilisant une bouteille de gaz comprimé. 

Les rendements obtenus après purification pour les différents produits 85 et 87 (Schéma 24) se situent 

en général entre 40 et 50%. Cependant, des analyses RMN montrent que les conversions produites par 

la réaction devaient être supérieures, ce que corroboraient les suivis par CCM, où le produit de départ 

(84 ou 86) disparaissait totalement en fin de réaction.  

Les pertes semblent donc provenir majoritairement des conditions de purification du brut réactionnel, 

cette purification pouvant être réalisée soit par une chromatographie sur gel de silice, soit par une 

suite de traitements acido-basiques et d’extractions. Les chromatographies se sont toujours avérées 

délicates à cause de la présence de produits secondaires au rapport frontal proche du produit désiré, 

dont le pic avait de plus tendance à avoir une mauvaise résolution. L’efficacité des traitements acido-

basiques et des extractions pouvait être limitée par la nature amphiphile des substrats 85 et 87 et par 

la potentielle dégradation des substrats possédant une fonction acétal, sensible aux conditions acides.  

Enfin, l’augmentation du nombre d’équivalents de CO générés durant la réaction a été testée pour 

certaines réactions (4, 5 ou 6 équivalents). Ce plus large excès de CO ne semble cependant pas avoir 
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amélioré le rendement par rapport à des conditions similaires avec 3 équivalents de CO, conditions qui 

ont été utilisées pour la majorité des synthèses.  

5.3. Synthèse du PNU-120596 et du MTDA 63 correspondant 

5.3.1. Synthèse du PNU-120596 

 
Schema 26 : Synthèse du PNU-120596 par Kulkarni et al.544 

La synthèse du PNU-120596 a été décrite par Kulkarni et al. en effectuant la formation de l’urée entre 

les deux composés commerciaux 88 et 89 (Schéma 26). La réaction est supposée être la suite 

séquentielle in situ de l’azidation de l’acide carboxylique 89 par le DPPA (azoture de 

diphénylphosphoryle), suivi de sa transformation en isocyanate par réarrangement de Curtius et enfin 

l’attaque nucléophile de l’aniline 88 sur celui-ci en présence de triéthylamine. La réaction se fait one-

pot à 100 °C par micro-onde en seulement 1 minute dans le toluène anhydre pour obtenir un 

rendement de 70% sur des quantités de l’ordre du gramme. 

 

Schema 27 : Synthèse du PNU-120596 par micro-ondes ou par voie thermique 

Cependant, en répétant leurs conditions, le contrôle CCM montrait une conversion incomplète au bout 

de 1 min, avec la tâche du réactif limitant 88 toujours visible, ainsi qu’un dégagement gazeux 

(probablement de N2) indiquant que la formation de l’isocyanate n’était pas totale. Malgré une minute 

de plus à 100 °C, le rendement obtenu n’a été que de 33%. Pour conserver l’avantage d’un temps de 
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réaction rapide par micro-onde, vanté par la publication, nous avons essayé avec une plus haute 

température, 150 °C, sans que la conversion soit totale au bout d’une minute, selon le contrôle CCM. 

Après 4 min supplémentaires à 200 °C le rendement obtenu a été amélioré à 54% mais celui-ci restait 

modéré et inférieur à celui reporté. En outre, la formation de produits secondaires rendaient cette fois 

la purification plus difficile. Cette différence d’efficacité provenait peut-être du modèle de réacteur 

micro-onde utilisé. 

Des conditions plus classiques ont donc été mises en oeuvre, en chauffant par voie thermique à 130 

°C pendant 1 h et en augmentant l’excès d’acide carboxylique par rapport à l’amine. Cette fois, près 

d’un gramme de PNU-120596 a pu être obtenu avec un rendement de 61% (avec des pertes dues à la 

purification pour obtenir une pureté HPLC > 95%). Des conditions similaires ont donc été utilisées pour 

les autres formations d’urée.  

5.3.2. Validation de la liaison ligand-fonction réactivatrice par une fonction urée 

Il était dans un premier temps nécessaire de vérifier la viabilité de la voie de synthèse proposée au 

Schéma 23, en s’assurant que l’addition de la fonction acide carboxylique sur le noyau pyridine puis la 

formation du lien urée avec le second fragment était possible. 

 

Schema 28 : étapes de synthèse validant la formation d’un lien urée sur le noyau pyridine de la fonction 
réactivatrice 

Pour cela nous avons vérifié la faisabilité de la réaction d’hydroxycarbonylation sur le composé 8, qui 

était immédiatement disponible au laboratoire, puisque servant de base aux autres synthèses. Il était 

cependant attendu que le produit 63 ne pouvait être obtenu à partir de 8 car la débenzylation du 

phénol par hydrogénolyse pouvait conduire à une déhalogénation du ligand aromatique chloré. La 
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réaction d’hydroxycarbonylation a donné satisfaction à la première tentative avec un rendement 

correct de 54%. Puis la formation one-pot de l’urée avec l’aniline commerciale 5-chloro-2,4-

dimethoxyaniline a permis d’obtenir l’urée 91 avec un rendement de 29%. Ce rendement s’explique 

par une conversion incomplète au bout de 10 min, malgré la disparition de la tâche correspondant à 

90 lors du suivi CCM. Ces résultats étaient cependant suffisants pour envisager le développement 

d’une voie de synthèse basée sur ces deux réactions. 

Nous avons en outre pu vérifier que l’hydrogénolyse du produit 91 ne permettait pas d’obtenir le 

phénol 92, menant à un mélange complexe de produits de dégradation. 

5.3.3. Sélection du groupement protecteur du phénol 

5.3.3.1. Protection du phénol par un groupe protecteur silylé 

La protection du phénol du noyau pyridine n’étant pas possible sous forme d’éther de benzyle, 

l’hydrogénolyse pour le déprotéger dégradant le produit, sa protection sous forme d’éther silylé a été 

essayée avec un groupement tert-butyldiphénylsilyle (TBDPS), dont l’encombrement stérique en fait 

un des groupements silylés les plus résistants. 

 

Schema 29 : Protection du phénol par un groupe silylé et test de résistance aux conditions d’hydroxycarbonylation  

Le phénol du produit 10 (Schéma 29) a donc été protégé par le groupement TBDPS. Les analyses RMN 

et spectrométrie de masse montrent qu’après un traitement aqueux, un mélange du produit désiré 93 

(dont la quantité estimée correspond à une conversion de 90%) et de TBDPSOH est obtenue. Ce 

mélange a ensuite été engagé dans la réaction d’hydroxycarbonylation mais ne permet pas d’obtenir 

l’acide carboxylique 94. Les étapes de protection et d’hydroxycarbonylation ont été répétées une 

seconde fois avec les mêmes résultats. Seuls des sous-produits comme le produit déprotégé 10 ou son 

analogue déhalogéné ont pu être identifiés parmi les fractions obtenues après purification par 

chromatographie. Les groupements silylés ne semblent donc pas résister aux conditions de la réaction. 
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Le groupement protecteur éther de tétrahydropyranyle (THP) nous a aussi semblé peu pertinent à 

cause de sa faible résistance aux conditions acides, qui risquait de produire les mêmes résultats 

qu’avec les groupements silylés. La protection sous forme d’éther d’alkyloxyméthyle ne nous semblait 

pas non plus la plus intéressante, à cause d’une sensibilité similaire aux acides. 

5.3.3.2. Intérêt du groupe orthonitrobenzyle 

Dans notre équipe de chimie bio-organique, d’autres projets ont fait appel à un groupement 

protecteur, qui nous a semblé intéressant également pour cette synthèse : l’éther de 2-nitrobenzyle. 

En effet, contrairement au benzyle précédent, la fonction nitro en position ortho de l’éther benzylique 

permet de déprotéger cette fonction par photoclivage sous UV, tandis que sa formation se fait dans 

des conditions similaires aux conditions de benzylation déjà utilisées sur nos substrats.545 Ce 

photoclivage pourrait donc permettre de déprotéger cette fonction sans dégrader le reste de la 

molécule.  

 

Schema 30 : mécanisme de photoclivage de 95 

Le mécanisme de photoclivage a été élucidé pour le 1-(methoxymethyl)-2-nitrobenzene 95 (Schéma 

30).545–549 L’irradiation UV produit l’intermédiaire réactionnel 96a qui peut se cycliser de manière 

irréversible en 1,3-dihydrobenz-[c]isoxazol-1-ol 97. Puis la dégradation de l’hémiacétal 98 en aldéhyde 

est l’étape cinétiquement limitante pour donner l’alcool désiré à pH neutre. Il est donc potentiellement 

possible d’accélérer la réaction en conditions acides, selon ce mécanisme. 

L’utilisation d’un éther de 2-nitrobenzyle pour protéger un phénol a été utilisée notamment pour des 

travaux de biologie cellulaire, où son photoclivage se déroulait en 30 min à 304 nm,550 ainsi que dans 

la recherche sur des biomatériaux, où il était clivé en 30 min à 365 nm.551  
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5.3.4. 1ère voie de synthèse 

Le phénol 10, obtenu avec 67% de rendement sur les deux premières étapes (Schéma 31), a donc été 

protégé par le groupe 2-nitrobenzyle dans les mêmes conditions que pour la simple benzylation 

précédemment effectuée, d’autant que ces conditions sont proches de celles trouvées dans la 

littérature.552 Cependant, au contraire des benzylations précédentes, ce groupement particulier 

semble rendre le produit 100 plus sensible à la dégradation dans les conditions réactionnelles car 

plusieurs sous-produits sont observés par contrôle CCM. Leur formation a pu être réduite en diminuant 

le temps de réaction, ce qui améliore le rendement : de 67% sur une nuit à 84% sur 4h30. Enfin, les 

conditions de purification par chromatographie ont aussi dûes être adaptées car le produit peut 

cristalliser dans la colonne avec de faibles proportions d’AcOEt dans un éluant cyclohexane/AcOEt. 

L’utilisation d’un gradient DCM/cyclohexane (gradient 15/85 -> 90/10) avec 2% d’AcOEt permet alors 

d’améliorer à la fois la solubilité du produit 100 dans l’éluant et la résolution de son pic sur la colonne 

de chromatographie.  

 
Schema 31 : Fonctionnalisation du noyau pyridine et formation du lien urée avec la 5-chloro-2,4-dimethoxyaniline 

Cette très faible solubilité dans les solvants organiques apolaires du composé 100 a eu également des 

répercussions sur l’étape suivante d’hydroxycarbonylation car la première tentative réalisée dans le 

toluène a été un échec lié à cette faible solubilité. Ce solvant a donc été remplacé par le DMF, ce qui a 

permis d’obtenir l’acide carboxylique 101, avec 39 ou 64% de rendement suivant les conditions (voir 
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Schéma 31). La purification de ce composé a également été délicate car il n’a pas pu être parfaitement 

isolé par chromatographie sur gel de silice, malgré l’utilisation d’un éluant DCM/EtOH 9/1, identifié sur 

CCM comme optimal parmi de nombreuses combinaisons testées. Une suite de traitements acido-

basiques et d’extractions a donc été utilisée en remplacement et a permis d’isoler le produit avec une 

pureté satisfaisante (décrit en partie expérimentale). Néanmoins, ce traitement est également délicat 

car, lors de l’extraction par une phase aqueuse basique du composé 101 dans le DCM, ce produit sous 

forme carboxylate précipite à l’interface des deux phases. Il n’est en effet pas soluble dans le DCM et 

ne l’est que faiblement dans l’eau, ce qui nécessite l’utilisation de grandes quantités de solvant.  

L’acide carboxylique 101 a ensuite été engagé dans la réaction de formation de l’urée selon les 

conditions utilisées pour la synthèse du PNU-120596 (Schéma 27), et ce qui a permis d’obtenir l’urée 

102 de façon quantitative. Les conditions d’élution ont aussi dû être optimisées ici car, comme dans le 

cas précédent, le produit peut, suivant l’éluant, cristalliser ou traîner fortement sur la colonne 

chromatographique : un gradient DCM/ACOEt 10/0->9/1 a permis d’améliorer la solubilité et la 

résolution. 

Nous avons ensuite voulu réduire l’ester du composé 102 en aldéhyde correspondant en utilisant les 

conditions habituelles utilisées avec du DIBAL, dans le DCM à -78 °C (Schéma 32). Après traitement 

aqueux, un contrôle par TLC-MS a démontré la présence du produit désiré 103 mais il restait une 

majorité de produit de départ. De plus, la purification par chromatographie, très délicate, n’a pas 

permis d’isoler totalement le produit 103. Cet échec s’explique par la solubilité très faible du produit 

102 dans le DCM à -78 °C. En outre, le produit est très peu soluble à température ambiante dans le 

chloroforme et le toluène, solvants apolaires qui auraient pu remplacer le DCM pour cette réaction de 

réduction au DIBAL. A température ambiante, le composé 102 est surtout soluble dans le THF, nous 

avons donc cherché des conditions permettant la réduction de l’ester en aldéhyde dans ce solvant à 

des températures proches de la température ambiante. Les conditions développées par Jeon et al. 

semblaient optimales car elles permettent de réduire un ester en aldéhyde par le DIBAL à 0°C dans le 

THF grâce à la formation transitoire d’un amide de morpholine qui est supposé, selon Jeon et al., 

stabiliser l’aluminium du DIBAL dans un cycle à 7 comme pour 106 (Schéma 32).553,554  
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Schema 32 : Tentatives de réduction de l’ester 102 en aldéhyde par le DIBAL et conditions développées par Jeon 
et al.553 

Ces conditions ont été vérifiées sur le benzoate de méthyle 105 dont le produit attendu, le 

benzaldéhyde 107, était disponible au laboratoire pour contrôler l’avancement par CCM. Le 

benzaldéhyde 107 étant bien obtenu au bout de 10 min à 0 °C selon une conversion totale (CCM), nous 

avons appliqué ces conditions au composé 102. Malheureusement le contrôle par TLC-MS a montré la 

conversion de l’intermédiaire organoaluminique 106 en un mélange de l’aldéhyde 103 et de l’alcool 

correspondant. La conversion n’était pas totale au bout de 2 heures même avec l’ajout supplémentaire 

et séquentiel de 1,5 équivalents de DIBAL. Pour éviter la formation de l’alcool, la réaction a été répétée 

à -10 °C, mais la conversion a été encore plus faible, car la majorité du produit récupéré a été le produit 

de départ 102, faute de solubilité suffisante à cette température. 
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Schema 33 : tentative de photoclivage à 380 nm 

Le produit 102, fortement dilué dans le THF avec quelques gouttes d’eau, a alors été soumis à un 

rayonnement UV de 380 nm dans un réacteur Rayonet pour tenter de déprotéger le phénol (Schéma 

33). La réaction n’a malheureusement pas été concluante et des produits de dégradation ont été 

obtenus. Nous verrons dans la deuxième voie de synthèse que l’application d’une irradiation à 300 nm 

est beaucoup plus efficace, expliquant ici une cinétique surement très lente, or les lampes à 300 nm 

n’étaient pas disponibles lors de cette première tentative. Cette étape n’a pas fait l’object d’une étude 

plus approfondie car, compte tenu des difficultés rencontrées au niveau de la solubilité de l’ester 102, 

il n’était pas sûr que les étapes suivantes puissent être également réalisées.  

Nous avons donc envisagé une seconde voie de synthèse où la formation de l’aldéhyde serait réalisée 

plus tôt dans la synthèse, puis protégé sous forme d’acétal (111, Schéma 35), comme pour les 

synthèses décrites dans le chapitre I.  

5.3.5. 2ème voie de synthèse 

La stratégie adoptée pour cette seconde voie de synthèse consistait donc à réduire l’ester en aldéhyde 

dès les premières étapes et le protéger sous forme d’acétal, de la même façon que dans les synthèses 

des chapitres précédents, avec simultanément un groupement 2-nitrobenzyle sur le phénol. En effet, 

la réaction de déprotection de l’acétal pouvant se faire à n’importe quelle concentration en milieu 

aqueux acide, il était raisonnable de penser qu’elle fonctionnerait mieux pour obtenir l’aldéhyde. 

 

Schema 34 : synthèse de l’intermédiaire 100 en grandes quantités 
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L’intermédiaire 10 a été resynthétisé en grande quantité (17,7 g) avec un rendement de 53% sur deux 

étapes à partir de l’acide 3-hydroxypicolinique 7. Puis l’étape suivante de benzylation a démontré son 

efficacité à grande échelle avec l’obtention de 13,6 g de 100 avec 86% de rendement. Nous avons 

également observé que pour de telles quantités, la purification par chromatographie était trop délicate 

et que la précipitation et la cristallisation du produit dans le DMF permettait d’obtenir facilement une 

majorité de produit pur, le reste pouvant alors être purifié par chromatographie plus facilement. 

La réduction de l’ester 100 a ensuite été tentée avec les conditions habituelles à -78 °C par du DIBAL 

(Schéma 35). Mais la faible solubilité du produit (soluble au maximum à 0.05 M dans le DCM à 

température ambiante) a encore drastiquement réduit la cinétique de la réaction car la concentration 

maximum utilisée était de 8 mM à -78 °C. Différents essais ont été menés et malgré plusieurs heures 

jusqu’à plusieurs jours à -78 °C, le contrôle par analyse RMN du brut réactionnel n’a montré que des 

conversions incomplètes ne dépassant pas 30% ainsi que l’apparition indésirable de l’alcool. L’ajout de 

1 équivalent supplémentaire de DIBAL ou l’élévation de la température à -70 °C n’ont pas permis 

d’améliorer significativement cette conversion et ont augmenté la proportion de produits secondaires. 

Or le produit de départ 100 et l’aldéhyde 110 ayant quasiment le même rapport frontal, il était très 

difficile de les séparer par chromatographie, une conversion complète en aldéhyde était donc 

nécessaire.  

 
Schema 35 : réduction en aldéhyde et protection sous forme d’acétal 

Pour obtenir une conversion complète en utilisant un excès de DIBAL et à une température plus élevée 

– assurant une meilleure solubilité des produits – tout en évitant la formation de l’alcool, nous avons 

réalisé la réduction au DIBAL sur l’amide de Weinreb 109, qui permet ce type de conditions.555,556 Les 
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conditions de formation de l’amide de Weinreb ont été tirées de deux publications où cet amide était 

formé à la même position 2 d’un noyau aromatique azoté. Elles permettent d’obtenir le composé 109, 

purifié uniquement par un traitement aqueux, avec d’excellents rendements.557,558 Cet amide 109 est 

beaucoup plus soluble dans le DCM que l’ester de départ, ce qui a permis de faire la réaction suivante 

avec une concentration de 0,1 mol/L ; de plus, sa polarité est plus élevée, ce qui,  en cas de conversion 

incomplète, permettrait de le séparer facilement de l’aldéhyde 110.  

Les conditions de cette réduction au DIBAL, en particulier le choix de la température initiale de -15 °C, 

a été effectuée sur la base de trois publications faisant référence à cette réduction sur un amide de 

Weinreb fonctionnalisé à la position 2, 3 ou 4 d’un noyau aromatique azoté similaire.559–561 Le contrôle 

CCM a montré des conversions totales avec la disparition du produit 109 en 1 à 2 heures. Cependant, 

plusieurs produits secondaires apparaissent également, ce qui fournit l’aldéhyde 110 avec des 

rendements modérés et rend la purification par chromatographie délicate. Pour limiter cela, la 

température a été baissée de -15 °C à -25 °C, ce qui a permis d’améliorer significativement le 

rendement. Si la réaction devait être répétée, une température de -40 °C pourrait être tentée pour 

obtenir un rendement encore supérieur et éviter des pertes lors de la purification. En effet, à grande 

échelle (14 g de 109 pour 6,8 g de 110 récupéré), la purification par chromatographie s’est révélée trop 

difficile en premier lieu et une précipitation dans le DMF et cyclohexane a permis d’éliminer une partie 

conséquente des produits secondaires. 

La protection de l’aldéhyde 110 en acétal a ensuite été réalisée de façon quasi-quantitative en utilisant 

les conditions utilisées dans les chapitres précédents. 

 

Schema 36 : réaction d’hydroxycarbonylation sur le substrat 111 et formation consécutive de l’urée 

La formation de l’acide carboxylique 112 a ensuite été réalisée selon les conditions précédemment 

décrites partie 5.2., avec des rendements modérés, limités essentiellement par les conditions de 
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purification (traitement aqueux ou chromatographie) (Schéma 36). La formation consécutive de l’urée 

113 se fait ensuite one-pot avec d’excellents rendements.  

Afin de mettre au point les conditions de déprotection de l’éther de nitrobenzyle, nous avons réalisé 

les expériences sur petites quantités dans des solvants deutérés afin de suivre la réaction aisément par 

analyse RMN 1H. Le composé 113 a d’abord été solubilisé dans CDCl3/MeOD (9/1) (faible solubilité, la 

solution est légèrement trouble) et irradié à 300 nm, ce qui s’est révélé plus efficace qu’à 380 nm 

(Schéma 37). Au bout d’une heure la solution était limpide et rouge : le phénol 114 est plus soluble 

que le produit de départ 113. Le contrôle par RMN montrait que la conversion était largement avancée 

au bout d’une heure et quasiment achevée au bout de 2 heures. Cependant il se formait aussi en 

grandes quantités des sous-produits qu’il est difficile de déterminer comme intermédiaires 

réactionnels ou non : déterminer la durée optimale de la réaction est donc un défi pour limiter la 

formation de ces autres produits. Après purification, les produits 115 et 114 ont été identifiés par 

spectrométrie de masse et LC/MS. L’acétal est donc aussi dégradé dans ces conditions. 

 

Schema 37 : réaction de déprotection du nitrobenzyle à 300 nm pour suivi RMN 

Comme l’acétal est aussi partiellement déprotégé et que l’intermédiaire réactionnel limitant la 

cinétique de déprotection du nitrobenzyle est probablement un hémiacétal, selon le mécanisme 

reporté dans la littérature (98 Schéma 30 et 116 Schéma 39), qui se clive également en conditions 

acides, la double déprotection a donc été tentée one-pot ou séquentiellement.  

 

Schema 38 : Réaction de déprotection successive du nitrobenzyle et de l’acétal, pour suivi RMN 



 

 

CHAPITRE III : ACCES A DES ANTIDOTES MULTI-CIBLES (MTDA), REACTIVATEURS DES 
CHOLINESTERASES ET MODULATEURS ALLOSTERIQUES DES NACHRS 

258 

 

Un autre suivi RMN a été réalisé en solubilisant le composé 113 dans le CDCl3 avec 4,2 équivalents 

d’acide formique et une goutte d’eau, pour accélérer la réaction (Schéma 38). En effet, la cinétique est 

nettement accélérée car le pic singulet correspondant aux protons benzyliques (H1 Schéma 39) ont 

quasiment disparus au bout de 7 min d’irradiation, tandis que les signaux correspondant à l’acétal (H3 

et potentiellement H2) se voient décalés. Pourtant, cette observation ne permet pas de conclure à la 

débenzylation totale car il peut encore s’agir de l’intermédiaire 116, de plus les signaux aromatiques 

sont beaucoup moins facilement interprétables. Néanmoins, il semble qu’à ce stade il n’y ait plus 

besoin d’irradiation pour que le composé 114 soit obtenu. 

 

 

Schema 39 : suivi RMN de la déprotection du nitrobenzyle de 113 dans le CDCl3, avec 4,2 équivalents d’acide 
formique et une goutte d’eau, et irradiation à 300 nm. 

L’intégration du multiplet des protons H3 est aussi nettement inférieure à 4 au bout de 7 min, ce qui 

montre que l’acétal commence à se déprotéger également. La solution a donc ensuite été chauffée à 
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55 °C pendant environ 9 heures pour espérer déprotéger l’acétal mais le contrôle RMN n’a pas révélé 

d’avancement significatif. Quatre équivalents d’acide formique sont donc peut-être insuffisants pour 

obtenir une cinétique de déprotection de l’acétal suffisamment rapide.  

La solubilité des produits 115 et 114 étant faible dans beaucoup de solvants, nous avons voulu éviter 

des traitements acido-basiques en fin de réaction où il pourrait être difficile d’extraire les produits, et 

donc l’utilisation de grandes quantités d’acide. Nous avons donc utilisé le protocole de Dodd et al. où 

l’acétal (également en position 2 d’un noyau pyridine) est déprotégé par de l’acide 

paratoluènesulfonique (pTsOH) en quantité catalytique dans l’acétonitrile aqueux à reflux.562 En outre, 

les résidus de l’étape précédente d’irradiation, incluant les composés 116 et 114, étaient parfaitement 

solubles dans ces conditions à une concentration de 0,02 M. Des solvants deutérés ont été utilisés pour 

le suivi RMN, qui a montré que le multiplet de l’acétal (H3) disparaissait totalement au bout de 2 h avec 

la présence du singulet du proton de l’aldéhyde à 10 ppm. Ce protocole en deux étapes a donc été 

choisi (Schéma 40). De plus l’ordre inverse de déprotection n’a pas été concluant car le produit 113 

est très peu soluble dans l’acétonitrile aqueux à 5% et le résidu obtenu après plusieurs heures de reflux 

était également très peu soluble dans le mélange chloroforme/acide formique pour la déprotection de 

l’acétal, ce qui rend très compliqué le suivi de la réaction et compromet l’efficacité des deux réactions. 

 

Schema 40 : Double déprotection consécutive par irradiation en conditions acides et formation de l’oxime 63 

Le composé 115 a donc été obtenu en suivant ce protocole avec des rendements modérés, notamment 

113 mg obtenus avec 49% de rendement, après des purifications par chromatographies assez délicates 

(Schéma 40). L’oxime 63 désiré a ensuite été formé dans les conditions habituelles avec 77% de 

rendement. L’obtention du produit avec plus de 95% de pureté LC/MS a cependant nécessité des 

purifications par chromatographie supplémentaires. 
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5.3.6. Conclusion 

Le composé 63 a pu être obtenu en 10 étapes de synthèse avec un rendement global de 5%. Les étapes 

limitantes sont la réduction de l’amide de Weinreb 109 en aldéhyde (Schéma 35), la formation de 

l’acide carboxylique 112 (Schéma 36) et l’étape de déprotection du produit de couplage 113 (Schéma 

40). Si les marges de manœuvre pour améliorer le rendement de la formation de l’acide carboxylique 

112 semblent réduites, la réduction de l’amide de Weinreb 109 peut être optimisée en testant des 

températures de réaction plus basses, dans l’idéal inférieure à -70°C, si le composé reste suffisamment 

soluble dans le DCM à cette température. Pour l’étape de déprotection de 113, un suivi UHPLC serait 

plus efficace que par RMN et CCM, permettant l’identification des différentes espèces chimiques 

formées par LC/MS, pour comprendre la nature des réactions secondaires limitant le rendement et 

pour optimiser la durée et les conditions réactionnelles de chaque étape.  

5.4. Synthèse du SB-206553 et du MTDA 66 correspondant 

5.4.1. Voie de synthèse de 66 

La voie de synthèse choisie pour synthétiser le composé 66 s’appuyait sur la rétrosynthèse établie 

précédemment (Schéma 23 parie 5.1.), en synthétisant parallèlement l’acide carboxylique 90 et 

l’aniline 119, pour les coupler ensuite sous forme d’urée qui devait être déprotégé pour obtenir 66. 

 
Schema 41 : Voie de synthèse du composé 66 

Pour cette synthèse, la protection du phénol du produit de départ 7 sous forme d’éther benzylique 

était envisageable car il ne semblait pas, à première vue, que les conditions d’hydrogénolyse pour 



 

 

CHAPITRE III : ACCES A DES ANTIDOTES MULTI-CIBLES (MTDA), REACTIVATEURS DES 
CHOLINESTERASES ET MODULATEURS ALLOSTERIQUES DES NACHRS 

261 

 

déprotéger le phénol soient incompatibles avec le produit 120. Pour la même raison, l’aldéhyde a été 

protégé sous forme d’acétal. La synthèse du fragment 119 s’appuiera sur les travaux de Forbes et al., 

qui ont développé la synthèse du SB-206553 et de nombreux autres dérivés pour leur évaluation 

comme antagonistes des récepteurs 5-HT2C/2B.501,502,504,563,564 Ce fragment 119 servira donc aussi à la 

synthèse du SB-206553. 

5.4.2. Synthèse du fragment 119 

La synthèse a été répétée deux fois (rendements en bleu pour la 2ème synthèse Schéma 42) car 

certaines étapes ont montré des rendements inférieurs à ceux attendus et des quantités 

supplémentaires ont donc été nécessaires. C’est notamment le cas de la dernière étape de 

déprotection de l’aniline 123 dont le protocole a d’abord été tiré de la publication de 1995 de Forbes 

et al. et qui n’est pas optimisé.501 Or le protocole de cette étape a été optimisé dans la publication de 

Forbes et al. de 1996 et cette version a donc été utilisé pour la deuxième synthèse de 119.563 Les 

rendements obtenus dans la littérature pour chaque étape sont indiqués à titre de comparaison entre 

parenthèses. 

La synthèse débute par la formation de l’amine 120 par amination réductrice de l’aniline 118 (environ 

194€ pour 10 g chez le fournisseur Fluorochem) avec le 2,2-diméthoxy acétaldéhyde. Par rapport au 

protocole original la concentration du composé 118 dans l’éthanol a été divisée par deux et une 

proportion de 6% de DCM a été ajoutée car ce composé s’est révélé peu soluble dans ce solvant. Dans 

ces conditions, et après sonication 30 min en présence de 2,2-dimethoxyacetaldéhyde, la solution 

devient limpide et est mise sous hydrogénation à pression atmosphérique pour au moins 3 jours. Selon 

la conversion du produit de départ suivie par CCM, le premier essai a duré 6 jours la première fois, 

mais 3 jours seulement ont bien été nécessaires la deuxième fois, comme dans la littérature, pour 

obtenir le composé 120 avec des rendements quasi-quantitatifs après filtration et un simple traitement 

aqueux.  

Ce composé est transformé en dérivé indolique tricyclique 121 avec de bons rendements, en présence 

d’acide trifluoroacétique (TFA) et d’anhydride trifluoroacétique (TFAA), à reflux pendant 64 h. L’éluant 

CHCl3/AcOEt proposé dans la littérature pour réaliser la purification du produit par chromatographie a 

dans un premier temps été remplacé par cyclohexane/AcOEt (moins toxique et disponible en plus 

grande quantité au laboratoire) mais l’élution s’est révélée très difficile et l’éluant original a donc été 

utilisé la fois suivante, ce qui résout ce problème. Le mécanisme de cette réaction est probablement 

la conversion de l’acétal en aldéhyde sur lequel peut ensuite se faire une substitution électrophile 
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aromatique régiosélective menant à la cyclisation intra-moléculaire (grâce à l’encombrement stérique 

de l’autre position possible sur le cycle aromatique). S’en suit la réaromatisation du cycle phénylique 

et l’aromatisation du cycle indolique par déshydratation, catalysée par les conditions acides. 

 
Schema 42 : Voie de synthèse du fragment 119.501,563 

Le trifluoro acétamide de 121 a ensuite été clivé en conditions basiques pour obtenir le composé 122 

avec de très bons rendements. Le contrôle de la réaction n’est pas possible par CCM car les deux 

produits 121 et 122 ont exactement le même rapport frontal mais le chauffage 1 h à reflux a été 

suffisant pour obtenir une conversion totale. Cependant, une chute du rendement a été observée la 

deuxième fois (71%) qui est peut-être due à la montée en échelle, avec 8,25 g de 121, contre une 

quantité trois fois inférieure la première fois (de même que dans la littérature). 122 est 

avantageusement obtenu avec une bonne pureté après un simple traitement aqueux, sans purification 

par chromatographie.  
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L’azote ainsi libéré du cycle indolique de 122 est ensuite méthylé par de l’iodure de méthyle après 

déprotonation par NaH, fournissant le composé 123 avec de très bons rendements. La différence 

observée avec le rendement de la littérature (49%) provient peut-être en partie du fait que Forbes et 

al. purifient le produit 123 par chromatographie sur gel de silice tandis qu’ici sa pureté était 

satisfaisante avec seulement des traitements aqueux.  

La dernière étape est la déprotection de l’amide de 123 pour obtenir l’aniline libre pour la réaction 

suivante de formation de l’urée. Le premier protocole publié par Forbes et al. (1995) proposait de 

l’effectuer simplement dans une solution aqueuse de soude à 2,5 M à reflux 4 h. Ils obtenaient alors 

un mélange contenant encore 20% de l’amide de départ. Malheureusement la conversion est faible 

car le composé 123 est très peu soluble dans cette solution et son précipité finit par s’agglomérer, 

empêchant la réaction de se poursuivre. Un faible rendement de 32% a donc été obtenu, occasionnant 

des pertes de produit. Une fraction du produit de départ 123 a cependant été récupérée après 

chromatographie sur gel de silice et a été engagée dans une déprotection de l’amide dans le méthanol, 

catalysée non plus par des conditions basiques, mais acides avec HCl (37%) (10 équiv). Après un reflux 

d’1h30 la conversion maximale estimée était malheureusement de 24% et la majorité du produit était 

dégradé. Le protocole précédent, dans sa forme optimisée par Forbes et al. (1996), a alors été retenté 

avec cette fois la présence d’éthanol qui améliore la solubilité et la dispersion du produit en solution. 

Le rendement obtenu de 79% a donc été largement amélioré et est similaire à ceux rapportés dans la 

littérature.  

Lors de la deuxième synthèse, 2,57 g de 119 ont ainsi été obtenus en 5 étapes avec un rendement 

global de 44%. 

5.4.3. Synthèse du fragment 90 

L’autre fragment 90 (Schéma 43) correspondant à la fonction réactivatrice est obtenu à partir de 

l’intermédiaire 8 par réaction d’hydroxycarbonylation, obtenu en grandes quantités et en 5 étapes 

avec 51% de rendement global, comme présenté précédemment au chapitre I (Schéma 8). Cette 

réaction a été répétée plusieurs fois selon les besoins, sans faire cette fois de purification par 

chromatographie sur gel de silice, mais uniquement les différentes extractions et traitements aqueux. 

La RMN du brut ainsi obtenu montre que le produit obtenu est propre, mais l’intégration du pic 

correspondant aux quatre protons de l’acétal intègrent pour une valeur inférieure à 4, correspondant 

à une proportion de 20 à 30% d’acétal probablement dégradé. Malgré cela, la chromatographie n’a 

pas été réalisée car elle induit des pertes significatives, tandis que les quantités récupérées de cette 
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façon sont proches des conversions effectivement produites durant la réaction. De plus, excepté pour 

le lot 2, les réactions suivantes de formation de l’urée se sont faites malgré tout avec de bons 

rendements, en utilisant 2 équivalents d’acide 90.  

 
Schema 43 : Synthèse de l’intermédiaire 90 par hydroxycarbonylation 

Devant ces dégradations de l’acétal, la proportion de triéthylamine et de tert-butanol (2 * Y 

équivalents) par rapport au nombre d’équivalents d’acide généré lors de la réaction (2 * X pour l’acide 

formique et 3 * X pour l‘acide oxalique comportant deux fonctions acides intrinsèques, voir mécanisme 

Schéma 25 partie 5.2.1.) a été augmentée pour la synthèse du lot 3, ce qui a effectivement réduit la 

proportion d’acétal dégradé. Le rendement pourrait potentiellement être encore amélioré en 

réduisant la quantité d’alcool à 1 équivalent, ce qui réduirait la quantité d’eau produite par 

estérification, tout en utilisant un excès de triéthylamine par rapport aux acides générés, ce qui serait 

plus efficace pour neutraliser ces acides que la réaction d’estérification, dont la cinétique n’est peut-

être pas suffisamment rapide. 
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5.4.4. Synthèse du SB-206553 et du composé 66 

Les synthèses du SB-206553 et de l’urée précurseur du composé 66 visé ont ensuite été tentées en 

suivant le protocole one-pot utilisé pour la synthèse du PNU-120596 et du MTDA 63, qui fournissait 

les urées correspondantes avec de très bons rendements (Schéma 44). Malheureusement, cette fois, 

pour chacune des deux réactions, les amides 121 et 122 ont été obtenus au lieu des urées 

correspondantes attendues, ce qui a été confirmé par analyse HRMS. Nous pouvons supposer que 

l’aniline 119 a un pouvoir nucléophile plus important que l’aniline utilisée pour la synthèse du PNU-

120596, ce qui peut lui permettre d’opérer une substitution nucléophile sur les azotures d’acyle 

dérivés de 90 et 120 avant que le réarrangement de Curtius puisse avoir lieu. 

 
Schema 44 : Tentative de synthèse de l’urée SB-206553 et de l’urée précurseur du MTDA 66 par azidation, 
réarrangement de Curtius et addition nucléophile one pot. 

Pour éviter cette réaction non désirée, la formation de l’urée s’est ensuite faite de façon séquentielle, 

en produisant d’abord l’isocyanate à partir de l’acide carboxylique, puis en ajoutant seulement ensuite 

l’aniline, comme le font d’ailleurs Forbes et al (Schéma 45).501 Cependant, pour la synthèse du SB-

206553, nous utilisons l’acide nicotinique 120, qui est plus pratique à manipuler que l’azoture de 

nicotynoyle correspondant utilisé par Forbes et al., qui est un réactif qui peut exploser en étant chauffé 

sans solvant et qui nécessite donc des précautions particulières.  
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Schema 45 : Synthèse séquentielle de différentes urées 

Le protocole séquentiel a d’abord été testé sur des composés commerciaux simples, l’indoline 123 et 

l’acide nicotinique 120, permettant d’obtenir avec succès l’urée 124 de façon quantitative. Ce 

protocole a donc ensuite été appliqué à la synthèse du SB-206553, obtenu avec 92% de rendement, et 

à celle de l’urée 125, précurseur du MTDA 66, obtenu avec de bons rendements, excepté avec le lot 2 

de 90 qui était surement moins pur que les autres. La purification par chromatographie sur gel de silice 

a cependant dûe être optimisée car le composé 125 éluait difficilement sur la colonne avec un éluant 

DCM/AcOEt, tandis qu’un éluant ternaire DCM/(AcOEt/MeOH 1/1) avec un gradient 100/0->98/2 

permettait d’obtenir une résolution satisfaisante.  

Le composé 125 devait ensuite être déprotégé pour obtenir le composé 66 désiré, avec la 

débenzylation du phénol et la déprotection de l’acétal en aldéhyde. 

 

Schema 46 : débenzylation du composé 125 

La débenzylation du composé 125 par hydrogénolyse s’est faite sans difficulté particulière, fournissant 

le phénol 126 avec des rendements modérés, limités essentiellement par une conversion incomplète 

(Schéma 46). 
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La déprotection de l’acétal a cependant posé des problèmes plus importants qui ont nécessité une 

optimisation importante du protocole. En effet, le protocole utilisé habituellement (60 °C une nuit dans 

une solution eau/acide formique 1/1), testé deux fois sur le composé126, n’a pas permis d’obtenir 

l’aldéhyde correspondant. Un suivi UHPLC sur un troisième essai a permis de vérifier la formation de 

nombreux produits de dégradation dans les 30 premières minutes de la réaction. Le produit 126 est 

donc sensible aux acides en milieu aqueux.  

Un acide plus doux a alors été choisi : le paratoluenesulfonate de pyridinium (PPTS), en quantité 

substoechiométrique (0,5 équivalent), qui est connu pour son utilisation comme catalyseur du clivage 

d’acétals lorsque le substrat comporte des fonctions sensibles aux acides plus forts. Le composé 126 a 

été solubilisé dans une solution DMSO/H2O 10/3, le DMSO étant le solvant organique miscible à l’eau 

dans lequel le composé est le plus soluble. Après l’ajout du PPTS la solution a été suivie par UHPLC 

(avec identification des différents pics par LC/MS) pour étudier la réaction. Le pic d’aldéhyde se formait 

alors lentement sur les trois premières heures mais au bout de 20 heures, un pic significatif secondaire 

apparaissait. La dilution par deux du milieu réactionnel par du DMSO a ensuite permis de stopper dans 

les heure suivantes l’augmentation de ce pic secondaire qui devait être principalement lié à un 

mécanisme d’hydrolyse. Au vu de la cinétique lente de la réaction, 0,5 équivalents supplémentaires de 

PPTS ont aussi été ajoutés.  

Dans les 14 heures suivantes, la conversion en aldéhyde a continué de progresser, mais des pics de 

produits secondaires ont aussi commencé à se former de manière simultanée, empêchant d’obtenir 

une conversion de 100%. La réaction a alors été stoppée à 34 h par une neutralisation avec 5 

équivalents de NaHCO3, alors que la conversion en aldéhyde était de 60%. Cependant, la formation de 

produits secondaires a augmenté assez rapidement suite à cet ajout de NaHCO3. La formation one pot 

de l’oxime a alors été essayée pour stopper ces dégradations en ajoutant 2 équivalents 

d’hydroxylamine (50% aq.) : l’oxime s’est alors très rapidement formée (quelques minutes) et a en 

effet permis de stopper la formation des produits secondaires. 

 

Schema 47 : synthèse du composé 66 par déprotection de l’acétal et formation de l’oxime one pot. 
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En prenant en compte ces observations, le protocole a été adapté en utilisant 1 équivalent de PPTS et 

une concentration (0,05 M) cinq fois plus élevée que précédemment pour augmenter la cinétique, en 

limitant arbitrairement la quantité d’eau à 100 équivalents, et en formant l’oxime one pot 

immédiatement après l’ajout de NaHCO3. Le contrôle par UHPLC s’est révélé cependant toujours 

nécessaire pour faire l’ajout d’hydroxylamine, dès que l’intégration du pic d’aldéhyde diminuait au 

profit des pics secondaires (aux alentours de 50 à 60% de conversion).  

Cela a permis d’obtenir le composé 66 avec des rendements de 16% et de 25%. Mais la purification de 

66 pour obtenir une pureté de 95% s’est avérée extrêmement délicate car les produits secondaires 

avaient des rapports frontaux très proches. Pour le lot le plus conséquent (300 mg) trois 

chromatographies successives avec un gradient DCM/MeOH 100/0 -> 99,95/0,05 n’ont pas permis 

d’obtenir la pureté voulue, et le DCM, trop polaire, a avantageusement été remplacé le chloroforme, 

moins polaire, pour obtenir une pureté supérieure à 95% après deux chromatographies successives, 

de gradient CHCl3/MeOH 100/0->98/2. 

5.4.5. Conclusion 

Le composé 66 a donc été obtenu en trois étapes à partir de l’urée 125 avec un rendement global de 

13%, lui-même obtenu de façon convergente à partir de l’aniline 119 synthétisée en 5 étapes avec un 

rendement global de 44%, et de l’acide 90 (Schéma 45).  

L’étape limitante est bien évidemment la dernière étape de déprotection (Schéma 47), dont le 

rendement ne peut pas excéder 50% avec le protocole actuel et dont le suivi UHPLC ne permet pas 

l’utilisation en routine. La quantité d’eau pourrait cependant être encore largement réduite pour 

observer d’éventuels bénéfices sur les dégradations observées. En revanche, ce protocole pourrait être 

adapté pour les synthèses des réactivateurs des chapitres précédents, qui ne sont pas sensibles aux 

conditions acides aqueuses, et pourrait permettre d’obtenir l’oxime en une seule étape à partir de 

l’acétal.  

Pour la synthèse du MTDA 66, un autre groupement que l’acétal pourrait être envisagé. Mais l’ester 

n’est pas forcément une option privilégiée car ce type de composé, comme le phénol 126, a une 

solubilité assez faible dans les solvants organiques et la réduction ménagée de l’ester en aldéhyde en 

utilisant le DIBAL dans le DCM pourrait s’avérer délicate. 
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5.5. Efforts synthétiques déployés pour la synthèse du MTDA 67 dérivé de la 

physostigmine 

5.5.1. Voie de synthèse de 67 

La voie de synthèse choisie pour le composé 67 s’appuie sur la rétrosynthèse établie précédemment 

(Schéma 23 parie 5.1.), en synthétisant parallèlement l’acide carboxylique 127 et l’aniline 129 pour les 

coupler ensuite sous forme d’urée, qui devait ensuite être déprotégée pour obtenir 67. 

 

 
Schema 48 : Voie de synthèse envisagée pour le composé 67 

Pour cette synthèse, la protection du phénol du produit de départ 7 sous forme d’éther benzylique 

était envisageable car il ne semblait pas, à première vue, que les conditions d’hydrogénolyse pour 

déprotéger le phénol soient incompatibles avec le produit 120. Pour la même raison, l’aldéhyde a été 

protégé sous forme d’acétal. La synthèse de l’acide 127 s’est appuyée en grande partie sur les travaux 

précédents de notre équipe, en particulier les travaux du Dr. Tristan Verdelet, sur la fonctionnalisation, 

notamment, de la position 4 de l’acide picolinique 7.565 La synthèse du fragment 129 s’est appuyée, 

elle, notamment sur les travaux portant sur la synthèse de la physostigmine et de ses dérivés publiés 

par Kawahara et al. et par Wang et al., à partir de la tryptamine 128 (127 € pour 50 g chez le fournisseur 

Sigma Aldrich).566,567 Cette synthèse a fait l’objet du sujet de stage de Master 2 de Maxime Henoc, qui 

a donc réalisé sous ma supervision des étapes de synthèse menant à 127 et 129. 
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5.5.2. Synthèse du noyau pyridine fonctionnalisé 

5.5.2.1. 1ère voie de synthèse 

La voie de synthèse développée pour synthétiser le fragment 127 est basée, pour les 4 premières 

étapes, sur la publication de Verdelet et al. dont les rendements sont indiqués entre parenthèses à 

titre de comparaison (Schéma 49).565 Après la réaction d’estérification du produit de départ 7, 

l’utilisation d’un excès de dibrome lors de la réaction de bromation électrophile aromatique a permis 

d’obtenir le produit 131, bromé aux positions 4 et 6. Le rendement est modéré car la réaction a été 

trop longuement prolongée (68 h contre 20 h dans la littérature), conduisant à une dégradation du 

produit, potentiellement en raison de la présence de HBr en solution. Le phénol a ensuite été protégé 

par benzylation dans les conditions habituelles, avec un bon rendement. Le produit 132 est ensuite 

obtenu avec un rendement modéré par une réaction de déhalogénation sélective pallado-catalysée, 

grâce à la plus grande réactivité de la position 6.  

 
Schema 49 : 1ère voie de synthèse tentée pour obtenir le composé 127, s’appuyant, en partie, sur les travaux de 
Verdelet et al. (rendements entre parenthèses).565 

Alors que les travaux reportés précédemment conservaient l’ester, nous voulions ensuite convertir 

l’ester méthylique en aldéhyde protégé sous forme d’acétal. L’ester 133 a donc été réduit dans les 

conditions habituelles avec du DIBAL. Le traitement aqueux a fourni un mélange du produit de départ 

133, de l’alcool dérivé et du produit attendu 134 à hauteur d’au moins 50% selon la RMN. Bien qu’il 

aurait été préférable que ce mélange soit purifié, il a été utilisé pour tester la réaction d’acétalisation 

sur le composé 134. Deux réactions tests ont échoué, malgré l’ajout d’équivalents supplémentaires 

d’éthylène glycol ou de BF3.Et2O et l’allongement de la durée de la réaction, ou encore la mise à reflux 
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du mélange réactionnel. La seule conversion qui a pu être observée à partir d’une fraction obtenue 

après purification par chromatographie est estimée inférieure à 10%. Nous avons donc alors choisi de 

modifier l’ordre des trois dernières étapes, à savoir inverser les étapes de réduction/acétalisation et 

de déhalogénation sélective, en espérant que la réaction d’acétalisation se déroule mieux. 

5.5.2.2. 2ème voie de synthèse 

Les trois premières étapes de cette deuxième voie de synthèse étaient donc identiques à celles 

précédemment effectuées, les deux premières ne nécessitant pas de purification par chromatographie 

(Schéma 50). Pour l’étape de double bromation du composé 9, la réduction du temps de réaction à 20 

h, comme indiqué par Verdelet et al., a fourni cette fois un rendement de 73% similaire à celui reporté.  

 
Schema 50 : 2ème voie de synthèse réalisée pour obtenir le composé 127 

La réduction de l’ester 132 s’est faite ensuite de façon quantitative avec les conditions habituelles et 

un simple traitement aqueux. La réaction d’acétalisation a donc été réalisée cette fois sur le substrat 

136 et non plus le composé 134, ce qui a permis, à notre satisfaction, d’obtenir l’acétal 137 avec un 

excellent rendement, après un simple traitement aqueux pour purification. La débromation sélective 

de la position 6 a ensuite fourni le composé 135 avec un rendement similaire à celui obtenu 
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précédemment. La présence de l’acétal ne change donc pas la réactivité, ce qui est cohérent avec ce 

qu’on pouvait observer précédemment avec les couplages de Sonogashira sur la position 6, en utilisant 

le même catalyseur Pd(PPh3)4.Le composé 135 a ensuite été engagé dans la réaction 

d’hydroxycarbonylation avec les conditions habituelles, ce qui a permis d’obtenir 377 mg de l’acide 

carboxylique 127a, soit un rendement de 37%, après purification par des traitements aqueux (le 

laissant sous forme protonée).  

Ce composé a donc été obtenu en 7 étapes avec un rendement global de 5%. L’avantage de cette voie 

de synthèse est par ailleurs de n’avoir que deux étapes nécessitant une purification par 

chromatographie sur gel de silice. 

5.5.3. Synthèse du fragment 129 

Les premières étapes de synthèse du composé 129 se sont appuyées sur la synthèse développée par 

Kawahara et al. (rendements indiqués entre parenthèses à titre de comparaison), qui débutait à partir 

du composé 138 (Schéma 51).567 Celui-ci a donc été synthétisé à partir de la tryptamine 128 en se 

fondant sur le protocole rapporté par Wang et al. qui ont travaillé sur la fonctionnalisation des 

indoles.568 Le composé 138 est obtenu avec 68% de rendement à l’échelle de la dizaine de grammes 

(9.3 g), à la suite d’une purification par recristallisation dans le mélange isopropanol/pentane.  

 
Schema 51 : Deux premières étapes de la synthèse de 129, tirées de Wang et al. et de Kawahara et al.567,568 

La cyclisation de 138 a ensuite été réalisée avec le réactif de Corey-Kim, produit in situ à -78 °C, en 

conditions basiques, dont le mécanisme d’action sur les indoles a été explicité par Katayama et al. en 
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1992.569 Le composé 139 a alors été obtenu avec 40% de rendement, avec une conversion incomplète. 

En effet, après une purification par chromatographie délicate (rapports frontaux proches), des 

fractions importantes ont été isolées correspondant à un mélange de 139 et du produit de départ 138. 

La différence de rendement avec celui rapporté par Kawahara et al. peut s’expliquer par la différence 

d’échelle (quelques centaines de mg contre une dizaine de grammes ici) ainsi que potentiellement par 

la pureté du réactif N-chlorosuccinimide utilisé (NCS).  

Dans leurs travaux, Kawahara et al. rapportent ensuite une triple réaction one pot à partir de 139, avec 

la formation d’une imine sur l’aniline libre, hydrogénée ensuite par H2 et du nickel de Raney et le 

clivage de la liaison C-S encore par hydrogénolyse, à reflux dans l’éthanol. Malheureusement leur 

protocole n’est pas détaillé et nous nous sommes donc appuyés sur les protocoles de Knefeli et al. 

rapportant une imination sur un composé indolinique et son hydrogénolyse in situ et celui de Bravo et 

al. rapportant le clivage d’une liaison C-S par hydrogénolyse avec du nickel de Raney.570,571 Avec le 

nickel de Raney disponible au laboratoire, toutes nos tentatives ont cependant été infructueuses, seule 

l’imine étant retrouvée avec le produit de départ. La réaction d’hydrogénolyse seule de la liaison C-S a 

aussi été tentée sans succès. Or Kawahara et al. rapportent l’utilisation de nickel de Raney de type W2. 

Soupçonnant que le réactif utilisé ne possédait pas la réactivité désirée, nous avons pu obtenir un lot 

de nickel de Raney de qualité industrielle (B 113 CW ; Degussa) qui a alors permis d’identifier le produit 

de clivage 141 sur une réaction test (Schéma 52). Il n’a en revanche pas été plus efficace pour réaliser 

l’hydrogénation de l’imine formée in situ. Les deux étapes ont donc été découplées.  

Une première voie a donc été essayée, débutant par le clivage de la liaison C-S sur le composé 139 

(Schéma 52). Cependant, réalisée à grande échelle, la cinétique de la réaction a été extrêmement 

lente, ne permettant d’obtenir qu’un gramme de 141 à partir de 6,7 g de 139 en mélange avec des 

produits secondaires (fraction de mélange issue de purification).  

Le composé 141 a ensuite subi une réaction de carbamoylation qui a permis d’obtenir le double 

carbamate 142 avec un bon rendement. Ces deux fonctions carbamate ont ensuite été réduites par du 

RedAl dans le toluène à reflux, pour obtenir le composé 145 avec un très bon rendement.  
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Schema 52 : étapes de carbamoylation, hydrogénolyse et réduction pour obtenir le composé 145, basées sur 
Kawahara et al.567 

Cependant, nous avons voulu trouver une solution à la faible conversion ainsi que la cinétique très 

lente observées à l’étape d’hydrogénation par le nickel de Raney. Nous avons supposé que la 

protection préalable de l’azote encore libre sur le composé 139 par un carbamate pouvait augmenter 

le rendement de l’hydrogénation car le nickel de Raney pouvait potentiellement être empoisonné. Une 

deuxième voie a donc été réalisée avec d’abord une bonne conversion par carbamoylation d’un 

mélange de 139 avec des produits secondaires (fraction issue de purification) en 143. L’hydrogénation 

de 143 a alors vérifié notre hypothèse puisque le produit résultant du clivage de la liaison C-S 142 a 

alors été obtenu en seulement 20 h de façon quasi-quantitative. Cette 2ème voie est donc plus adaptée 

pour les réactifs dont nous disposons au laboratoire. 
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Les deux dernières étapes devaient consister en l’halogénation et l’amination consécutive du produit 

145 pour obtenir le composé 129 désiré. Pour cela, différentes conditions d’amination ont été testées 

sur des composés simples et similaires au produit 145 (Schéma 53). 

 

Schema 53 : Sélection de la méthodologie d’amination de l’aniline iodée 147.572–574 

Trois méthodologies différentes d’amination aromatique ont été testées sur l’aniline iodée 147, 

obtenue préalablement à partir de 146, pour sélectionner la plus efficace sur ce type de composé. La 

méthodologie de Maejima et al. repose sur l’incorporation d’une fonction azoture par du cuivre sur la 

position halogénée et sa réduction consécutive en amine.574 Le rendement obtenu s’est cependant 

révélé très faible. Ensuite, la réaction utilisée par Didier et al. sur des anilines iodées bicycliques a été 

développée par Buchwald et fait intervenir l’introduction palado-catalysée de la benzophénone imine 

sur la position halogénée, qui peut ensuite être clivée en conditions acides pour donner l’amine libre 

voulue.573,575 Là encore le rendement obtenu s’est révélé décevant. La dernière méthodologie à avoir 

été testée est celle développée par Xia et al. qui permet l’introduction de l’amine sur un aryl iodé avec 

de l’ammoniaque et une catalyse au cuivre, ligandé par une dicétone comme la tetramethyl-3,5-

heptanedione.572 Le rendement s’est cette fois-ci révélé modéré et nous n’avons pas cherché de 

méthode plus efficace pour une question de temps. 



 

 

CHAPITRE III : ACCES A DES ANTIDOTES MULTI-CIBLES (MTDA), REACTIVATEURS DES 
CHOLINESTERASES ET MODULATEURS ALLOSTERIQUES DES NACHRS 

276 

 

Le composé 145 a donc été régiosélectivement iodé dans un premier temps en se basant sur le 

protocole utilisant le N-iodosuccinimide (NIS) reporté par Wang et al., qui ont réalisé cette même 

réaction pour leurs travaux sur la physostigmine.566 Le protocole a cependant été adapté à cause de la 

très faible solubilité du NIS dans le DCM, qui a donc été ajouté par portions et non en solution, à -10 

°C par précaution, au lieu de 0 °C.  

 

Schema 54 : dernières étapes d’iodation et d’amination pour obtenir le composé 129 

Le composé iodé 149 a été obtenu avec 56% de rendement et a été engagé dans les conditions 

d’amination aromatique sélectionnées, qui ont fourni 119 mg du composé 129 désiré avec une 

conversion estimée entre 40 et 50%. Après purification par chromatographie sur gel de silice, la RMN 

du composé 129 n’a en effet pas été concluante, le spectre étant très mal résolu avec ce type de 

composé. Surprenamment, l’analyse HRMS de la fraction obtenue n’a pas non plus été concluante, 

donnant un rapport m/z de 233,1293, correspondant à C13H17N2O2, formule dont le lien avec 129 n’a 

pas été éclairci. Heureusement, l’analyse LC/MS a permis de confirmer la présence à hauteur de 68% 

de 129 dans cette fraction, avec un sous-produit majoritaire possédant deux protons en moins. Une 

seconde purification par chromatographie sur gel de silice n’a pas été tentée car la forte polarité du 

produit aurait pu induire des pertes importantes. 

L’étape limitante de cette voie de synthèse est la cyclisation de 138 en 139 par le réactif de Corey-Kim 

(Schéma 51) qui devrait être optimisée pour des réactions réalisées à plus grande échelle, car avec une 

conversion incomplète la purification s’avère difficile. Les étapes suivantes ont été réalisées avec de 

très bons rendements. Les étapes d’iodation et d’amination ont cependant fourni les produits 

correspondants avec des conversions modérées et pourraient être soit optimisées soit remplacées : 

une fonction nitro à cette position, présente dès le début de la voie de synthèse pourrait 

potentiellement être réduite en amine de façon avantageuse à la dernière étape. 

5.5.4. Couplage des fragments 129 et 127 et dernières étapes 

Les composés 129 et 127 ainsi obtenus ont été engagés dans la réaction séquentielle de formation de 

l’urée, permettant d’obtenir avec succès l’urée 130, dont la quantité semble correspondre à une 

conversion modérée (Schéma 55). La purification de 130 a cependant été délicate car trois colonnes 
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chromatographiques successives n’ont pas réussi à séparer 130 d’un produit secondaire à la polarité 

très proche. L’analyse LC/MS réalisée a permis de supposer que ce produit secondaire était le diphényl 

phosphate dérivé du DPPA, ce qu’a confirmé une analyse RMN du phosphore. Plusieurs lavages aqueux 

basiques successifs ont alors permis de s’en débarrasser. 

 
Schema 55 : Formation de l’urée 130 et tentatives de débenzylation 

Malheureusement, l’étape de débenzylation n’a en revanche pas été fructueuse. Une hydrogénolyse 

avec Pd/C à 15% molaire dans l’acétate d’éthyle durant 4 jours n’a pas montré de conversion vers le 

produit 150. La réaction a alors été retentée dans le DCM/MeOH pour une meilleure solubilité, sous 5 

bar de H2 pendant 2h30, sans amélioration, puis pendant 20 h sous 20 bar. Cette fois une nouvelle 

tâche est apparue sur CCM, bien que celle du produit de départ soit toujours présente. 24 heures 

supplémentaires sous 20 bar n’ont pas permis d’augmenter significativement cette première 

conversion. Le palladium hydroxyde Pd(OH)2 a alors été essayé sous 20 bar de H2 pendant 24 h, sans 

que la tâche du produit de départ ne disparaisse. A ce moment-là, une analyse LC/MS a montré que le 

brut réactionnel était composé de 35% de produit débenzylé comportant l’acétal partiellement ouvert, 

réaction secondaire déjà observée aux chapitre I et II, et 28% du produit de départ, le reste étant des 

produits secondaires non identifiés. Il se peut que le problème déjà identifié de complexation par 

l’azote de la pyridine et un oxygène de l’acétal soit aggravé ici par la participation d’un ou des deux 

azotes du ligand tricyclique, limitant ainsi drastiquement la cinétique, et conduisant à la formation de 

sous-produits.  

Des recherches sur de nouvelles méthodes de débenzylation ne faisant pas intervenir une 

hydrogénolyse n’ont malheureusement pas pu être menées, par manque de temps. Un autre 



 

 

CHAPITRE III : ACCES A DES ANTIDOTES MULTI-CIBLES (MTDA), REACTIVATEURS DES 
CHOLINESTERASES ET MODULATEURS ALLOSTERIQUES DES NACHRS 

278 

 

groupement protecteur du phénol devrait être envisagé si aucune autre méthode de débenzylation ne 

permettait d’obtenir le composé 150. 

5.6. Conclusion 

Tout d’abord, en se basant sur les synthèses présentées dans la littérature, les PAM SB-206553 et PNU-

120596 ont pu être synthétisés avec de très bons rendements en quantités suffisantes pour des tests 

in vivo.  

Ensuite, la méthodologie de synthèse basée sur la fonctionnalisation du noyau pyridine par un acide 

carboxylique, permettant de coupler par un lien urée la fonction réactivatrice au fragment conservé 

des différents modulateurs allostériques, a été couronnée de succès pour les trois synthèses et a 

permis d’optimiser ces deux réactions essentielles.  

Les réactions finales de déprotection ont cependant été délicates pour les trois synthèses, soit à cause 

de la nature du groupement protecteur comme pour la synthèse de 63, avec le photoclivage du 

nitrobenzyle et la déprotection concomitante de l’acétal ; soit à cause des propriétés de la structure 

de ces composés dérivés des modulateurs allostériques, qui compliquent les réactions de 

déprotection, avec une sensibilité à l’acidité en milieu aqueux pour la synthèse de 66, ou une faible 

réactivité vis-à-vis de l’hydrogénolyse pour la synthèse de 67.   

Néanmoins, des quantités largement suffisantes pour les tests biologiques prévus ont été obtenues 

pour les composés 63 et 66, grâce à une synthèse convergente présentant une majorité d’étapes avec 

de bons rendements. 

6. FORMULATION DES COMPOSES TESTES 

6.1. Composé dérivé de la physostigmine 

Bien que la synthèse du composé 67 n’ait malheureusement pas pu être menée à terme, nous avons 

malgré tout voulu vérifier si l’intermédiaire réactionnel 130 (PDG-254) (Figure 101) conservait les 

propriétés de modulation allostérique que possède la physostigmine sur les nAChRs. Un lot de 11,6 mg 

du composé 130 a donc été envoyé au CEA avec une pureté de 87,5% par LC/MS, qui n’a pas pu être 

améliorée par manque de temps. Le composé est suffisamment soluble dans le DMSO et devrait donc 

pouvoir être ensuite dilué dans les tampons à pH 7,4 utilisés pour les tests d’électrophysiologie. 
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Figure 101 : composé basé sur la phsysostigmine envoyé pour des tests sur les nAChRs 

6.2. Composés dérivés du PNU-120596 

Un lot de 202 mg de PNU-120596 de pureté LC/MS 99,8% a été envoyé à l’IRBA pour réaliser des tests 

in vivo (Figure 102). Le PNU-120596 n’est pas soluble dans l’eau mais est solubilisé grâce à une solution 

à 10% de Cremophor®, selon la publication de Potasiewicz et al.576 Le Cremophor® est un mélange de 

tensioactifs basés sur une structure de triglycérides, utilisé pour solubiliser des molécules lipophiles 

pour des produits comme des parfums, ou des produits pharmaceutiques. 

 

Figure 102 : PNU-120596 et MTDA associé envoyés pour des tests biologiques 

Le composé 63 n’est malheureusement pas non plus soluble dans l’eau et à notre surprise, ses sels de 

mésylate ou de chlorhydrate non plus (à 20 mM après 2 h de sonication à 35 °C). Le composé 63 neutre 

est le plus soluble dans le THF, et un peu moins dans le DMSO. Ses sels ne sont pas solubles dans le 

méthanol à 10 mM mais sont solubles dans le DMSO, à 100 mM pour le mésylate et à 80 mM pour le 

chlorhydrate.  

Le DMSO ayant des propriétés inhibitrices envers l’AChE, sa proportion ne doit pas dépasser 1% de la 

solution utilisée in vitro car à cette proportion, 33% de l’AChE est déjà inhibée. Ces observations nous 

ont donc fait renoncer à tester le composé pour des tests de réactivation in vitro. La quantité envoyée 

à l’IRBA devait donc être directement testée in vivo. Malheureusement, malgré l’utilisation de DMSO 

et de Cremophor®, la dilution du composé dans le sérum physiologique a provoqué un trouble 

persistant. Ce composé n’a donc pas non plus pu être testé in vivo. 
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Pour les tests sur les nAChRs, l’incidence du THF sur les expérimentations a été vérifiée et ce solvant a 

pu être utilisé pour solubiliser le composé 63 et le diluer en solution aqueuse pour effectuer les tests. 

6.3. Composés dérivés du SB-206553 

Le SB-206553 (PDG-232) a été envoyé à l’IRBA pour être testé in vivo et au CEA pour vérifier son effet 

sur les nAChRs (Figure 103). Comme ce composé n’est pas soluble dans l’eau et doit d’abord être 

solubilisé dans le DMSO pour être ensuite dilué (ou bien dans une solution de Cremophor®), son sel 

de mésylate a aussi été formé, au cas où sa solubilité serait meilleure en cas de problème. L’analogue 

plus simple de SB-206553, 124 (PDG-231) a aussi été envoyé au CEA, pour observer si cette structure 

plus simple conservait un effet modulateur allostérique sur les nAChRs. Pour la même raison que 

précédemment, il a été envoyé sous forme neutre et de sel de mésylate. 

 
Figure 103 : SB-206553 et analogue 124 et leurs sels de mésylate envoyés pour des tests biologiques 

Le composé 67 (PDG-275) a été envoyé sous forme neutre et chargée au CEA pour des tests sur le 

nAChRs et à l’IRBA pour des tests in vitro dans un premier temps et peut-être in vivo dans un deuxième 

temps (si la solubilisation s’avère impossible in vitro, ou si les résultats in vitro sont prometteurs) 

(Figure 104). Malheureusement les propriétés de solubilité du composé 67 sont également 

problématiques. Que ce soit sous forme neutre ou chargée, ce produit n’est pas soluble à 10 mM dans 

l’eau, le THF, l’ACN et le méthanol. 
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Figure 104 : MTDA dérivé du SB-206553 sous formes neutre et chargée envoyé pour des tests biologiques. 

Sous forme neutre le composé 67 est soluble à 40 mM dans le DMSO et à 50 mM dans le DMAC 

(diméthylacétamide), qui est aussi miscible à l’eau, tandis que, sous la forme de sel de mésylate, il n’est 

soluble qu’à 10 mM dans le DMSO et 15 mM dans le DMAC. Pour les tests in vitro, le DMAC a donc été 

d’abord testé mais il s’est révélé encore plus inhibiteur que le DMSO sur l’AChE. Le DMSO va donc être 

testé dans un deuxième temps pour le solubiliser.  

Encore une fois, l’utilisation de DMSO pose moins de problèmes au niveau des tests sur les nAChRs. 

6.4. Hydrosolubilité des urées en chimie médicinale 

Nous pouvons observer que les composés 67 et 63 ont une mauvaise hydrosolubilité, ce que nous 

avons pu vérifier grace aux aux logiciels de simulation, qui prévoyaient des solubilités plus basses que 

celles des autres structures étudiées (Tableau 28, partie 3.1.3.). En particulier, la substitution de l’urée 

en position 4 améliorerait significativement l’hydrosolubilité selon ces simulations. Nous nous sommes 

demandés pourquoi ces composés étaient si peu solubles et la raison de ces différences. Des éléments 

de réponse peuvent être apportés par une revue assez récente et très complète de Ghosh et al. sur 

l’utilisation des produits comportant une fonction urée en chimie médicinale.  

Les propriétés de solubilité des bi-aryles urées sont liées notamment à leur capacité à former des 

liaisons hydrogènes et à former des interactions de type π-stacking avec les groupes aromatiques 

présents sur ces structures. Plusieurs stratégies ont été développées pour augmenter la solubilité en 

jouant sur ces paramètres. 

Les urées peuvent former des réseaux polymériques de liaisons hydrogènes lorsque les substituants 

des deux azotes sont petits, ce qui peut réduire leur solubilité (Figure 105, gauche). Il est possible de 

limiter la formation de ces liaisons hydrogène avec des substituants à plus fort encombrement 

stérique. L’urée peut alors par exemple ne plus former que des dimères (Figure 105, droite). 
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Figure 105 : Comparaison entre un réseau intermoléculaire de liaisons hydrogène avec des petits substituants 
(gauche) et la formation d’un dimère avec de plus gros substituants (droite) (adapté de Ghosh, 2020)577 

La formation de liaisons hydrogène intramoléculaires pourrait aussi augmenter l’hydrosolubilité, ce 

qui peut également réduire la possibilité de former des liaisons hydrogènes intermoléculaires. 

Les bi-aryles urées ont aussi tendance à former des interactions de type π-stacking. Diminuer la 

symétrie du composé peut alors réduire ces interactions en réduisant le caractère plan du composé. 

Cela peut notamment être réalisé en plaçant un substituant sur un des atomes d’azote de l’urée. 

 

Figure 106 : modification de la conformation et de la planarité par ajout d’un méthyle sur l’un des azotes de 
l’urée.577 

Par exemple, le composé du bas sur la Figure 106 porte un méthyle sur un des azotes de l’urée, ce qui 

modifie sa conformation, le rendant alors 110 fois plus soluble dans l’eau que le composé du haut.  

Pour supprimer ce caractère plan, des substituants peuvent aussi être ajoutés sur les groupements 

aromatiques aux positions adjacentes à celles des azotes de l’urée. 

R est relativement grand R est relativement petit 
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Dans le cas de nos composés, c’est donc peut-être le phénol qui pourrait jouer un rôle important 

lorsque l’urée est en position 4 sur la pyridine, en limitant à la fois les liaisons hydrogène 

intermoléculaires et en modifiant l’équilibre conformationnel du composé, comme substituant 

adjacent à l’urée, ce qui peut jouer sur la planarité et in fine sur le π-stacking (Figure 106). 

 

Figure 107 : Comparaison des substitutions de l’urée en position 6 ou 4 sur le noyau pyridine et potentiels effets 
sur l’hydrosolubilité. 

7. EVALUATION BIOLOGIQUE 

7.1. Evaluation in vitro sur l’hAChE inhibée 

Seul le composé 66 doit être encore testé sur l’AChE inhibée par les collaborateurs à l’IRBA, en essayant 

de le solubiliser avec du DMSO pour ensuite le diluer dans l’eau ou tampons à pH 7,4. Ces tests sont 

prévus dans les mois à venir. 

7.2. Electrophysiologie sur les récepteurs nicotiniques 

Ces tests d’électrophysiologie sont effectués par les Dr. Rómulo Aráoz et Nicolas Lamassiaude au CEA. 

7.2.1. Modulateurs allostériques 

L’action du PNU-120596 sur le nAChR α7 avait précédemment été vérifiée par nos partenaires et l’effet 

PAM de type II décrit dans la littérature avait bien été confirmé. 

L’action du SB-206553 (PDG-232) sur le nAChR α7 décrite dans la littérature se confirme avec les 

mesures réalisées par nos partenaires, avec un effet PAM de type I de 100 nM à 10 μM (Figure 108) et 

un effet PAM de type II à 100 μM, ainsi que la resensibilisation de récepteurs préalablement 

désensibilisés. 
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Figure 108 : Courbes du courant cholinergique produit par l’ACh, seule ou en combinaison avec le PDG-232 (SB-
206553) à 100 nM ou 10 μM et le PDG-232 MsOH à 10 μM, normalisées par rapport à la moyenne d’applications 
d’ACh seule. Ce courant est mesuré au travers de la membrane d’ovocytes de X. Laevis exprimant le nAChR α7 sur 
leur membrane cellulaire. 

Aucun effet particulier du SB-206553 n’a par contre été relevée sur les récepteurs musculaires. 

L’analogue 124 (PDG-231) a aussi été testé sur les nAChRs α7. Dans un premier temps, un effet PAM a 

pu être observé, significatif mais beaucoup moins important que celui du SB-206553. Cependant des 

mesures supplémentaires ne montreraient finalement pas d’effet particulier, c’est pourquoi un 

deuxième lot a été envoyé pour résoudre la question avec une dernière série de mesures. Quoi qu’il 

en soit, la perte du troisième cycle indolique dans le motif du SB-206553 au niveau du composé 124 

réduit au minimum fortement l’activité PAM du composé. Ce motif indolique semble donc essentiel. 

Le composé 124 ne présente pas non plus d’effet sur les récepteurs musculaires. 

7.2.2. MTDAs 

Comme nous pouvions le craindre (partie 2.1.), le composé 63 basé sur le PNU-120596 n’a, de manière 

décevante, aucune action visible et directe sur les nAChRs α7 et musculaires à 10 μM avec une co-

application d’ACh à 50 μM. Le remplacement du noyau isoxazole du PNU-120596 par la fonction 

réactivatrice a donc radicalement diminué l’action PAM de type II du composé. 

Le composé 66 basé sur le SB-206553 n’a également aucune action visible directe sur les nAChRs α7, 

α4β2 et musculaires, à 10 μM avec une co-application d’ACh à 50 μM. Le remplacement de la pyridine 

du SB-206553 par la fonction réactivatrice a donc également radicalement diminué l’action PAM de ce 

composé. 
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Le composé 130 sera testé dans les mois à venir pour voir si l’ajout de la fonction réactivatrice (encore 

protégée par un benzyle et un acétal) et le changement du carbamate en urée opérés sur la structure 

de la physostigmine ne compromettent pas son action antagoniste sur les nAChRs.  

7.3. Evaluation in vivo 

Les tests in vivo sont effectués par le Dr. Guilhem Calas à l’IRBA. 

7.3.1. Modulateurs allostériques 

Les PAM PNU-120596 (PDG-118) et SB-206553 (PDG-232) ont été évalués dans le cadre de tests de 

protection vis-à-vis d’une intoxication au VX ou au sarin, ainsi que les antagonistes mécamylamine 

(décrite pour être active sur divers types de nAChRs) et la méthyllycaconitine (plus spécifique du nAChR 

α7), en combinaison avec le sulfate d’atropine et le réactivteur 2-PAM, pour observer un éventuel gain 

d’indice de protection (Tableau 30).  

Antidote / Toxique VX Sarin 

2-PAM + sulfate d’atropine 1,82 [1,67 ; 2,31] 1,49 [0 ; +∞[ 

2-PAM +  
Sulfate d’atropine 

+ 

PNU-120596 (PDG-118)  

3 mg/kg 
2,42 [2,22 ; 3,03] 1,4 [1,36 ; 1,5] 

SB-206553 (PDG-232)  

2,8 mg/kg 
2,71 [0 ; +∞[  

mécamylamine  

2 mg/kg 
2,66 [2,44 ; 3,37]  

méthyllycaconitine  

1 mg/kg 
3,22 [2,95 ; 4,23]  

Tableau 30 : Indices de protection de la combinaison du sulfate d’atropine (SA) et du 2-PAM avec un ligand des 
nAChRs 

Selon ces premiers résultats, les PAMs de type II comme le PNU-120596 et le SB-206553 semblent 

apporter un gain d’indice de protection significatif contre une intoxication au VX par rapport au 

traitement classique, de même que les antagonistes mécamylamine et méthyllycaconitine. En 

revanche le PNU-120596 ne semble pas améliorer l’indice de protection contre une intoxication au 
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sarin. Ces valeurs semblent globalement supporter nos hypothèses portant sur un effet bénéfique de 

ces deux types de composés vis-à-vis de la surstimulation des récepteurs nicotiniques.  

Cependant, Guilhem Calas a noté des éléments qui laisseraient penser que les indices de protection 

du 2-PAM et du sulfate d’atropine seuls pourraient avoir été sous-évalués, ces données sont donc 

temporaires dans l’attente de confirmation. De plus, dans le cas des PAM qui ont été solubilisés avec 

une solution de Cremophor®, il faut aussi mesurer la valeur contrôle d’indice de protection du 2-PAM 

et du sulfate d’atropine avec une solution de Cremophor®.  

7.3.2. MTDAs 

A cause de son insolubilité, le composé 63 basé sur le PNU-120596 n’a pas pu être testé. 

Le composé 66, basé sur le SB-206553, sera testé si les résultats in vitro sont prometteurs ou si les 

conditions de solubilisation ne permettent pas de réaliser les tests in vitro et qu’il faille utiliser une 

solution de Cremophor®. 

8. CONCLUSION ET PERSPECTIVES 

Un état de l’art sur les différents types existants de modulateurs allostériques des nAChRs a permis de 

déterminer que les PAM et les NAM pourraient avoir un effet bénéfique dans le cas d’une intoxication 

par un OP, avec cependant certaines limites potentielles pour chaque type de composé. Parmi ces 

deux types de composé, j’ai opéré une sélection des composés les plus intéressants, qui satisfaisaient 

à certains critères permettant d’augmenter les chances d’observer des effets significatifs avec des 

structures basées sur ceux-ci. Nous avons donc choisi pour les PAM : le GAT107, le PNU-120596 et le 

SB-206553, et secondairement le NS-1738, et pour les NAM : la physostigmine et la mécamylamine. 

J’ai choisi de travailler en priorité sur le PNU-120596, le SB-206553 et la physostigmine (Figure 109) 

pour concevoir des MTDAs basés sur leurs structures qui puissent conserver leurs effets sur les nAChRs, 

tout en ayant une bonne efficacité de réactivation de l’AChE inhibée par différents OPs. Les composés 

multi-cibles utilisant un bras espaceur pour relier la fonction réactivatrice à la structure du PNU-

120596 ne passant pas la BHE, selon le logiciel Percepta, des structures plus intégrées ont été conçues 

en se basant sur un lien urée commun aux différentes structures, qui est encadrée de groupes 

aromatiques, provenant à la fois de la structure du modulateur allostérique et de la fonction 

réactivatrice.  
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Figure 109 : Structures des modulateurs allostériques sélectionnés 

Une sélection s’est ensuite opérée entre les différentes structures possibles grâce à une analyse de 

paramètres déterminé in silico, à savoir le passage de la BHE selon Percepta, leur score CNS MPO et 

leur validation des critères CNS+, ainsi que les pKa estimés de leurs oximes, et également grâce aux 

études d’amarrage moléculaire réalisées à l’IRBA par le Dr José Dias. Les estimations de solubilité ont 

été moins prises en compte au début du projet car elles étaient partielles. Les structures ainsi 

sélectionnées étaient 63, 66 et 67, Figure 110 ci-dessous. 

 

Figure 110 : Structures des MTDAs sélectionnés après étude in silico, basés sur les modulateurs allostériques PNU-
120596, SB-206553 et physostigmine 

La synthèse de ces trois composés s’est appuyée sur une voie convergente, permettant de synthétiser 

en parallèle le noyau pyridine fonctionnalisé, notamment par un acide carboxylique obtenu par 

réaction d’hydroxycarbonylation, précurseur de la fonction réactivatrice, et de l’autre, l’aniline, faisant 

office de ligand pour le site actif de l’AChE et de motif préservé du modulateur allostérique de base, 

dont la synthèse s’est appuyée sur les travaux déjà publiés pour ces composés ou leurs 

dérivés.501,544,563,566,578 Les deux fragments, acide carboxylique et aniline, ont été liés par une fonction 

urée grâce à une azidation de l’acide carboxylique, lui-même transformé ensuite en isocyanate par 
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réarrangement de Curtius, et qui subit l’addition nucléophile consécutive de l’aniline pour former 

l’urée, de façon one pot ou séquentielle.  

 

 

Schema 56 : Synthèse du MTDA 63 et lot envoyé pour tests biologiques 

Face aux défis synthétiques rencontrés, des solutions originales ont été mises en place, avec une 

protection du phénol sous forme d’éther de 2-nitro benzyle photoclivable pour la synthèse de 63, pour 

éviter des conditions d’hydrogénolyse nécessaires avec un simple benzyle, et incompatibles avec ce 

substrat ; l’adaptation des voies de synthèses reportées dans la littérature pour obtenir de meilleurs 

rendements ; ou encore le suivi par RMN ou UHPLC des réactions les plus délicates : la déprotection 

du 2-nitrobenzyle pour 63 et la déprotection de l’acétal pour 66. Ces efforts ont permis d’obtenir des 

quantités largement suffisantes aux tests biologiques de 63 et 66 et d’obtenir un intermédiaire avancé 

de la synthèse de 67. 
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Schema 57 : Synthèse du MTDA 66 et lots envoyés pour tests biologiques 

Au travers de ces synthèses, le PNU-120596 et le SB-206553 (ainsi que son analogue simplifié 124) ont 

aussi été synthétisés avec de bons rendements pour être testé in vivo contre une intoxication aux OPs 

et pour vérifier leur effet sur les nAChRs (Figure 111). L’expérience menée sur 124 devait permettre 

de vérifier si une structure plus simple à synthétiser permettrait de conserver l’effet PAM. 

 

Schema 58 : Synthèse du MTDA 66 et lot envoyé pour tests biologiques 



 

 

CHAPITRE III : ACCES A DES ANTIDOTES MULTI-CIBLES (MTDA), REACTIVATEURS DES 
CHOLINESTERASES ET MODULATEURS ALLOSTERIQUES DES NACHRS 

290 

 

 
Figure 111 : Lots de PNU-120596, de SB-206553 et de son analogue 124 envoyés pour tests biologiques. 

L’analogue du SB-206553, 124, n’a pas démontré d’effet PAM très prononcé, ce qui indique la présence 

nécessaire du motif indolique pour avoir un effet PAM avec cette structure. En revanche le PNU-

120596 et le SB-206553 ont bien confirmé les effets PAM reportés dans la littérature sur les nAChRs 

α7. Ces effets semblent avoir un impact positif contre l’intoxication par le VX car ces deux composés 

augmentent a priori légèrement les indices de protection quand ils sont combinés au traitement 

classique à base de sulfate d’atropine et du réactivateur 2-PAM. Les antagonistes mécamylamine et 

méthyllycaconitine présentent en outre les mêmes effets bénéfiques mais ces observations sont 

néanmoins à confirmer.  

En revanche, les MTDAs 63 et 66 n’ont pas conservé d’effet sur le récepteur α7 des PAM dont ils 

dérivent, respectivement sur le PNU-120596 et le SB-206553, aux concentrations testées. Les 

modifications structurelles ont donc trop fortement compromis l’affinité avec leur(s) site(s) de liaison 

qui reste(nt) toujours à déterminer précisément. La détermination très récente, par cryo-microscopie 

électronique, de la structure du complexe PNU-120596 avec le récepteur nicotinique alpha 7 humain 

représente un atout majeur pour ce projet. Ces données essentielles nous permettront, d’une part, de 

comprendre comment les modifications structurales opérées pour insérer la fonction réactivatrive ont 

compromis l’effet PAM du PNU-120596, et, d’autre part, de proposer de nouvelles modifications 
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structurales à envisager pour la suite de ce projet, en gardant à l’esprit les problèmes éventuels de 

solubilité et de passage de la BHE. Par exemple, la conception de nouveaux MTDAs possédant un bras 

espaceur permettrait  de mieux conserver la structure du modulateur allostérique. 

 

Figure 112 : Structures de MTDAs potentiels basés sur la mécamylamine 

Seul le NAM mécamylamine (agissant sur de nombreux sous-types de nAChRs) pourrait être à la base 

d’un MTDA selon ce mode de conception en évitant ces écueils (Figure 112). Sa petite structure permet 

de concevoir un MTDA avec le motif de la mécamylamine comme ligand du site périphérique de l’AChE, 

lié à la fonction réactivatrice par une chaîne alkyle, comme pour les composés synthétisés aux 

chapitres I et II. Ainsi sa structure serait mieux préservée. De plus, son amine secondaire permet de 

fournir un caractère hydrophile nécessaire à l’hydrosolubilité. Des structures ont déjà été imaginées 

et ont fait l’objet d’études d’amarrage moléculaire réalisée à l’IRBA, dont les plus prometteuses 

semblent être 151 et 152 (Tableau 31). 

Composé 

hAChE-VX hAChE-sarin 

ΔG 
(kcal/mol) 

Distance P-O 
(Å) 

Pose n° 
ΔG 

(kcal/mol) 
Distance P-O 

(Å) 
Pose n° 

151 -9,8 5,5 1 -9,5 6,4 1 

152 -10,1 5,6 1 -9,4 7,5 1 

Tableau 31 : Résultats des études d’amarrage moléculaire des composés 151 et 152 sur l’AchE phosphylée par le 
VX et le sarin, réalisées à l’IRBA 

En ce qui concerne la réactivation de l’AChE par les MTDAs 63 et 66, leur faible hydrosolubilité 

compromet la réalisation des tests in vitro et in vivo, qui n’ont pas pu être réalisés pour 63, malgré 

l’utilisation de DMSO et de Cremophor® pour aider à la solubilisation. Les tests in vitro vont être tentés 

dans les mois prochains pour le composé 66. 

Face à ces problèmes d’hydrosolubilité, il semble, selon les tendances observées avec les outils de 

simulation que la substitution de l’urée en position 4 augmenterait significativement la solubilité 

significativement. Mais il n’est pas possible de savoir si cela serait suffisant. De plus il est probable que 

ces composés analogues n’aient pas plus d’effet sur les nAChRs que les composés 63 et 66 substitués 

en position 6. L’approche avec un bras espaceur parait donc à ce stade la plus raisonnable pour pouvoir 
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obtenir des preuves de concept de MTDA, en considérant l’hydrosolubilité comme un critère 

rédhibitoire, car les structures des modulateurs allostériques sont en en grande majorité lipophiles.  
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1. RESULTATS 

Devant la menace que représentent toujours les agents neurotoxiques organophosphorés chez les 

populations civiles et militaires, la recherche de remèdes plus efficaces perdure, car les réactivateurs 

de l’acétylcholinestérase historiques, dont les meilleurs sont le HI-6 et l’obidoxime, souffrent de 

défauts rédhibitoires. Notamment, dû à un faible passage de la BHE, ces molécules ne peuvent 

réactiver les cholinestérases centrales, conduisant ainsi à d’éventuelles séquelles neurologiques 

importantes selon le degré d’intoxication. En outre, les pyridiniums aldoximes ne présentent pas 

d’efficacité à large spectre, en protégeant notamment plus faiblement contre le sarin et surtout contre 

le tabun. Malgré plusieurs dizaines d’années de recherche, aucun autre réactivateur développé jusqu’à 

maintenant ne présente une efficacité thérapeutique à la fois supérieure et à plus large spectre que 

les bis-pyridiniums aldoximes de référence.  

Il y a une dizaine d’années, notre équipe de chimie bio-organique a initié des projets portant sur le 

développement de nouvelles fonctions réactivatrices et de nouveaux réactivateurs non chargés 

capables de traverser efficacement le BHE afin de réactiver les cholinestérases du SNC. Ces travaux ont 

permis d’identifier la fonction réactivatrice 3-hydroxy 2-pyridine aldoxime qui présente de très bonnes 

cinétiques de réactivation. En se basant sur ces résultats, et afin d’augmenter l’affinité de cette 

fonction avec l’enzyme inhibée, la stratégie mise en place consiste à associer cette fonction à un ligand 

connu des cholinestérases via un bras espaceur de 3, 4 ou 5 atomes.   

Guidés par des études d’amarrage moléculaire, les structures envisagées de ces nouveaux 

réactivateurs permettraient, à la fois, la formation d’un complexe stable de Michaelis Menten entre le 

réativateur et l’enzyme, avant la réaction de réactivation (assurant une bonne affinité avec l’enzyme 

inhibée), ainsi qu’un positionnement optimal de l’oxime dans le site catalytique de l’enzyme (assurant 

ainsi une proximité et une bonne orientation vers la sérine phosphylée). Cette stratégie a fait ses 

preuves, notamment avec des ligands cycliques aminés, qui permettent à ces réactivateurs de 

traverser efficacement la BHE tout en possédant, grâce à l’amine tertiaire, l’hydrophilie nécessaire à 

leur hydrosolubilité. Ils présentent ainsi des efficacités de réactivation à large spectre in vitro sur 

l’AChE, supérieures à celles des réactivateurs de référence pour une partie significatives d’entre eux, 

en particulier pour le tabun. Ces travaux menés notamment par la Dr. Anissa Braïki nous ont amené à 

opérer une sélection parmi ces molécules pour tester les plus prometteuses in vivo.  
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Mon premier objectif était donc de synthétiser en quantité importante (au minimum quelques 

centaines de milligrammes) trois de ces réactivateurs parmi les 8 sélectionnés pour ces tests in vivo, 

avec une pureté LC/MS supérieure à 95% (Figure 113) : le RM048, l’AB745 et l’AB647. Les 5 autres 

composés sélectionnés ont été préparés par les Dr. Nicolas Probst et Dr. Julien Gasnot, stagiaires post-

doctorants au laboratoire. 

 

Figure 113 : Réactivateurs sélectionnés pour les tests in vivo 

Ces synthèses ont été réalisées à partir de l’intermédiaire 8, synthétisé à l’échelle de plusieurs dizaines 

de grammes en 5 étapes avec un rendement global de 51% (Schéma 59). Cet intermédiaire avancé 

présente l’avantage de servir d’intermédiaire commun à de nombreuses autres synthèses de 

réactivateurs, dont celles des composés MTDAs antagonistes des nAChRs (26, 27, 28, 29).  

Les réactivateurs ont ensuite été synthétisés en 4 ou 5 étapes supplémentaires, permettant d’obtenir 

tout d’abord le RM048 en grandes quantités (820 mg) avec un rendement global de 31% à partir du 

composé 8. Le AB745 a été obtenu en 5 étapes avec un rendement global de 17% et le AB647 en 4 

étapes avec un rendement global de 14%. Le RM048 a également été formulé sous forme de sel de 

chlorhydrate (HCl), de mésylate (MeSO3H), d’hexafluorophosphate (PF6
-) et de 

bis(trifluorométhylsulfonyl)imide (NTf2
-), ce dernier n’étant pas suffisamment soluble dans l’eau 

malheureusement. 
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Schema 59 : Voies de synthèse des réactivateurs RM048, AB745 et AB647 

L’équipe de l’IRBA a alors pu déterminer pour le RM048 MeSO3H une DL50 de 750 µmol/kg et une 

NOAEL (dose sans effet nocif observable) de 166,7 μmol/kg, sur des souris. Les indices de protection 

ont aussi été mesurés, d’abord avec une dose de 100 µmol/kg de réactivateur sans atropine, puis à la 

dose NOAEL avec 3mg/kg de sulfate d’atropine, ce qui permet d’être au plus proche des conditions 

cliniques réelles (Tableau 32).  

Parmi les autres réactivateurs sélectionnés et testés (voir Figure 113) le RM048 reste le composé phare 

de notre équipe en étant très efficace contre le VX et le paraoxon, de façon similaire à l’obidoxime. De 

plus, il protège mieux contre le sarin que ce dernier mais pas autant que le HI-6. Il offre également une 

légère protection contre le tabun. Il a également été prouvé qu’il passe efficacement la BHE. 
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Sulfate d’atropine  
(3 mg/kg) avec : 

VX Sarin Tabun Paraoxon 

ø 0,97 1 0,91 1,62 

100 

µmol/kg 

2-PAM 1,82 1,49 0,95 7,1 

Obidoxime 20,91 1,82 2,42 22,44 

HI-6 34,53 4,72 1,69 7,59 

AB639 TFA 4,04 1,36 1,36 7,26 

AB645 TFA 8,42 1,82 1,36 8,7 

AB746 TFA 4,14 1,82 1,24 6,77 

NOAEL 

HI-6 25,21 3,63 nd 7,59 

RM048 
MeSO3H 

16,82 2,86 1,4 18,2 

Tableau 32 : Indices de protection des réactivateurs en combinaison avec de l’atropine à 3 mg/kg à une dose de 
100 µmol/kg ou à leur NOAEL pour le HI-6 et le RM048 MeSO3H sur des souris intoxiquées par différents OPs. 
TFA : sel de trifluoroacétate 

La formulation du réactivateur influence significativement la protection. En effet, le RM048 MeSO3H 

protège deux fois plus que le RM048 neutre contre le paraoxon et il s’agit de la formulation la plus 

protectrice parmi toutes celles testées. Cette observation est cohérente avec les analyses de 

pharmacocinétique qui montrent que le sel de mésylate pôssède les meilleures propriétés à ce niveau. 

C’est pourquoi le sel de mésylate a ensuite été choisi en première intention pour la formulation de 

nombreux autres antidotes, mais il sera intéressant de faire de telles études de formulation pour les 

composés phares, dans le but d’améliorer leur efficacité via leur pharmacocinétique. C’est notamment 

un facteur important pour les AB745 et AB647 dont la formulation sous forme de sel de 

trifluoroacétate n’a pas permis une bonne solubilisation dans les solutions salines utilisées in vivo. C’est 

pourquoi leur reformulation sera effectuée. 

Certains réactivateurs de cette famille ont présenté un caractère antagoniste sur les récepteurs 

nicotiniques (nAChR), qui, à l’instar des récepteurs muscariniques (mAChR), sont hyperstimulés par 

l’accumulation d’acétylcholine lors d’une intoxication aux OPs. Alors que ces derniers sont 

efficacement traités par de l’atropine, ce qui provoque un effet synergique très favorable en 

combinaison avec un réactivateur, les nAChRs demeurent une cible biologique non traitée. Pourtant, 

la régulation de leur activité pourrait permettre un meilleur taux de survie car ils sont impliqués dans 
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le processus de respiration aux niveaux somatique et central. Leur régulation permettrait également 

de limiter les séquelles neurologiques à long terme du SNC, car leur hyperactivité cholinergique est 

impliquée dans les processus menant à ces désordres neurologiques, et potentiellement aussi grâce à 

leur rôle dans la gestion de l’inflammation, présente au niveau du SNC après une intoxication.  

Mon deuxième objectif était donc de synthétiser des composés multi-cibles pouvant à la fois réactiver 

l’AChE et présenter un effet antagoniste sur les nAChRs. Pour cela, un ligand comportant un 

ammonium quaternaire devait être lié à la fonction réactivatrice, car ce motif, mimant la structure du 

ligand naturel ACh, peut interagir avec le site orthostérique des nAChRs et est connu pour être un motif 

récurrent des antagonistes compétitifs des nAChRs.  

Cela a été réalisé en quaternarisant par méthylation l’amine tertiaire présente sur les ligands des 

réactivateurs non-chargés déjà développés dans l’équipe (RM048 et AB639), pour espérer 

potentialiser leur caractère antagoniste précédemment observé (composés 26 et 27, Schéma 60). Le 

motif quinuclidinium, connu également pour ses effets antagonistes sur les nAChRs, a aussi été choisi, 

donnant ainsi accès aux MTDAs 28 et 29.  

Cette charge, bien qu’elle puisse compromettre le passage de la BHE, pouvait d’un autre côté améliorer 

l’hydrosolubilité de ces composés ainsi que leur pharmacocinétique. La simulation de leurs propriétés 

in silico : passage de la BHE, hydrosolubilité, pKa de l’oxime, affinité et positionnement dans le site 

actif de l’AChE par étude d’amarrage moléculaire (montrant des interactions favorables de type cation-

π entre les ligands ammoniums et les résidus aromatiques du site actif de l’AChE) nous ont paru 

suffisamment favorables pour procéder à la synthèse de ces MTDAs.  

Leur synthèse a été réalisée suivant la voie convergente précédemment utilisée, pour obtenir des 

quantités très satisfaisantes (Schéma 60) des MTDAs 26 et 29, avec un rendement global sur 4 étapes 

à partir de 8 de respectivement 23 et 16%.  

La synthèse des MTDAs 27 et 28 s’est avérée plus délicate à cause d’une moins bonne stabilité des 

motifs 45 et 49 en conditions basiques lors des réactions de couplage de Sonogashira (plus prononcée 

sur 49). Le MTDA 28 a malgré tout pu être obtenu en quantité suffisante (59 mg) pour les différents 

tests biologiques. En revanche, en raison de purifications plus difficiles dûes à une plus forte polarité 

et hydrophylie des intermédiaires de synthèse de 27, celui-ci n’a pas pu être obtenu assez pur (pureté 

LC/MS > 95%) et en quantité suffisante. 
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Schema 60 : Voies de synthèse des MTDAs 26, 27, 28 et 29 

Les tests in vitro de réactivation menés à l’IRBA sur l’AChE phosphylée par le VX, le sarin, le tabun et le 

paraoxon présentent de bons résultats pour les trois MTDAs 26, 27 et 28. Le composé 26 démontre 

une réactivation efficace à large spectre. D’autre part, le passage d’un bras espaceur de 5 à 4 carbones 

entre les composés 29 et 28, améliore de manière spectaculaire les résultats pour 28, avec une bonne 

efficacité de réactivation contre le VX et le sarin et une efficacité exceptionnelle contre le paraoxon et 

le tabun, ce dernier formant pourtant l’un des adduits les plus difficiles à réactiver en raison de son 

encombrement stérique.  

En outre, le MTDA 26 réactive très efficacement la BChE phsosphylée par le paraoxon tandis que le 

MTDA 29 réactive bien la BChE phosphylée par le VX. Mais surtout, le composé 28 réactive à nouveau 

très efficacement la BChE phosphylée par le VX, le sarin et le paraoxon. Ces bons résultats du composé 

28 viennent en particulier d’une très bonne affinité envers le site actif phosphylé des deux 

cholinestérases. Dans le même temps, les IC50 du composé 28 mesurées sur les enzymes natives (12 
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μM pour l’hAChE, 136 μM pour l’hBChE) montrent des affinités a priori suffisamment faibles pour 

limiter les risques d’inhibition aux doses thérapeutiques. Un ligand à l’encombrement stérique 

important comme la quinuclidine parait donc être un choix pertinent pour agir sur les deux 

cholinestérases, la BChE possédant un site actif plus volumineux que celui de l’AChE. Les structures des 

composés 26, 27 et 28 ont d’ailleurs été intégrées à un brevet développé par notre équipe et nos 

collaborateurs, intitulé « BUTYRYLCHOLINESTERASE REACTIVATORS », dont je suis co-inventeur. 

Les résultats de ces trois MTDAs sont aussi satisfaisants sur les tests d’électrophysiologie menés au 

CEA, avec un effet antagoniste sur les nAChRs α7 légèrement accentué pour 26 par rapport au RM048 

avec une IC50 de 10,9 μM contre 15,5 μM pour le RM048, et avec une inhibition totale intervenant à 

une concentration inférieure à 100 μM pour 26 et largement supérieure à 100 μM pour le RM048. Là 

aussi le bras espaceur plus court du composé 28 lui permet d’avoir un effet plus important que son 

analogue 29 avec une bonne IC50 de 5,4 μM, contre 16,1 μM pour 29. En outre, le motif quinuclidinium 

montre à nouveau un caractère universel en permettant au MTDA 28 d’avoir un effet antagoniste 

encore plus important sur les nAChRs musculaires avec une IC50 de 0,56 μM, tandis que 26, comportant 

un motif morpholinium, n’a aucun effet sur ces nAChRs.  

Les effets de tous ces composés sont de plus liés à l’association de la fonction réactivatrice avec ces 

ligands car la fonction réactivatrice seule n’a démontré que de faibles effets sur le nAChR α7 dans les 

concentrations testées. Enfin, les affinités pour les différentes cibles biologiques ne montrent pas 

d’écarts largement supérieur à un facteur 10, ce qui favorise leur action multi-cibles. 

Les MTDAs 26 et 28 ont été sélectionnés pour être testé in vivo à l’IRBA. Le composé 26 va ainsi être 

testé dans les mois prochains. L’utilisation de la dose NOAEL pourrait être encore plus intéressante 

pour ce type de composé, pour prendre en compte les potentiels effets secondaires apportés par les 

effets antagonistes sur les nAChRs, bien que ce soit moins problématique pour les nAChRs neuronaux 

que pour les nAChRs musculaires.  

En effet le dosage délicat de tels antagonistes compétitifs est le facteur limitant ayant empêché de 

développer plus avant l’utilisation de tels composés dans le contexte d’une intoxication aux OPs. Pour 

réduire ces problèmes de dosage, et pour comparer l’efficacité de différentes voies de régulation de 

l’activité des nAChRs dans le cas d’une intoxication aux OPs, les modulateurs allostériques de ces 

récepteurs ont été considérés. Mon troisième et principal objectif était donc de sélectionner les types 

de modulateurs allostériques et les structures précises à partir desquelles concevoir et synthétiser des 

MTDAs ayant la capacité de réactiver l’AChE phosphylée et de moduler l’activité des nAChRs. L’étude 

bibliographique montre que les PAM, en particulier de type II, semblent intéressants car ils 
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augmentent l’intensité du signal cholinergique, dont la transmission est drastiquement réduite dans 

le cas d’une intoxication. Les PAM de type II peuvent de plus resensibiliser les nAChRs désensibilisés 

par la stimulation prolongée de l’acétylcholine. Cependant, l’ouverture prolongée des nAChRs pourrait 

empêcher la cellule post-synaptique de se repolariser ou pourrait provoquer un afflux trop important 

et néfaste de Ca2+ dans la cellule. Ces effets pourraient être contrebalancés par l’apparition au bout 

d’un certain temps d’un état désensibilisé insensible au PAM de type II, mais cela limiterait ainsi la 

durée d’action de ces PAM. Ces questions demeurent ouvertes dans le cas d’une intoxication par des 

OPs. Les NAM sont aussi des composés intéressants car ils limitent l’intensité du signal cholinergique 

sans que leur effet soit autant lié aux effets de concentration que les antagonistes compétitifs.  

 

Figure 114 : modulateurs allostériques sélectionnés pour concevoir des composés multi-cibles à partir de leurs 
structures 

Parmi ces deux types de moduateurs allostériques, les PAM de type II GAT107, PNU120596 et SB-

120596, le PAM de type I NS1738, et les NAM physostigmine et mécamylamine ont démontré des 

effets significatifs sur les nAChRs autant in vitro que in vivo et possèdent des structures pouvant former 

des interactions favorables avec le site actif de l’AChE (Figure 114). Ils ont donc été sélectionnés pour 

concevoir des composés multi-cibles à partir de leur structure, sans pour autant connaitre la nature 

des interactions de ces ligands avec les nAChRs (pharmacophores associés), ce qui représentait le défi 

de ce projet. Les composés multi-cibles 63 et 66, intégrant la structure de la fonction réactivatrice avec 

celles des PAM PNU-120596 et SB-120596, et le composé 67, combinant la fonction réactivatrice avec 

la structure de la physostigmine, ont finalement été choisis car leurs structures permettaient un 

meilleur passage de la BHE selon les études in silico, et permettaient de concevoir des voies de 

synthèse semblables pour les trois composés multi-cibles. Ces voies de synthèse étaient en effet toutes 

basées sur l’étape clé de formation du bras espaceur urée entre la fonction réactivatrice et le motif 

provenant de la structure originelle du modulateur allostérique. Les composés 63 et 66 ont de plus 
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démontré par étude d’amarrage moléculaire de très bonnes énergies de stabilisation dans le site de 

l’AChE phosphylée, avec la formation d’interactions favorables de type π-stacking.  

 

Schema 61 : Voie de synthèse du MTDA 63 

Pour la synthèse du MTDA 63, la protection du phénol de la fonction réactivatrice ne pouvant être 

réalisée avec une fonction éther benzylique simple, se déprotégeant par hydrogénolyse, une fonction 

éther benzylique avec un groupe 2-nitrobenzyle a été choisie car elle permet un phtoclivage sous 

irradiation UV (Schéma 61). Celle-ci a cependant modifié la polarité et les propriétés de solubilité des 

intermédiaires de synthèse, ce qui a demandé des optimisations des purifications par chromatographie 

et une étape supplémentaire pour pouvoir réduire la fonction ester en aldéhyde. Après la réaction 

d’hydroxycarbonylation pallado-catalysée permettant d’ajouter la fonction acide carboxylique sur le 

noyau pyridine, par génération in situ de gaz CO, l’intermédiaire 112 a été obtenu en 7 étapes avec 

14% de rendement global. Comme pour les synthèses des deux autres composés, l’azidation de l’acide 

carboxylique 112, son réarrangement de Curtius in situ en isocyanate et la formation consécutive de 

l’urée 113 par addition nucléophile de l’aniline s’est faite avec un excellent rendement. Les 

déprotections du phénol et de l’aldéhyde ont demandé une optimisation mais ont été réalisées one 

pot et le composé 63 a pu être obtenu avec 38% de rendement en deux étapes à partir de 113. Le PNU-

120596 a également été synthétisé en une étape avec 82% de rendement. 
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Schema 62 : Voie de synthèse du MTDA 66 

Pour la synthèse du MTDA 66 (Schéma 62), le composé 8, obtenu en 5 étapes à partir de 7 avec 51% 

de rendement, a pu être utilisé pour obtenir l’acide carboxylique 90 à l‘échelle du gramme grâce à la 

réaction d’hydroxycarbonylation. L’autre fragment 119 a également été obtenu à l’échelle du gramme 

après 5 étapes de synthèse avec 44% de rendement global. L’étape d’azidation et de réarrangement 

in situ de l’acide carboxylique 90 en isocyanate, suivi de la formation de l’urée par addition de l’aniline 

119, s’est faite avec un bon rendement. Le composé final 66 a ensuite été obtenu en deux étapes avec 

un rendement global de 17% à partir de 120. Cependant, la déprotection de l’acétal a nécessité un 

suivi UHPLC qui a mené, au regard de la dégradation du produit au cours de la réaction, à faire la 

formation one pot de l’oxime une fois l’aldéhyde déprotégé.  

 

Schema 63 : Synthèse du SB-206553 et de l’analogue 124 
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Le SB-206553 a aussi été synthétisé en une étape à partir du composé 119 avec 92% de rendement, 

ainsi qu’un analogue plus simple 124, quantitativement (Schéma 63). 

 

Schema 64 : Voie de synthèse prévue pour le MTDA 67 

Pour la synthèse du MTDA 67 (Schéma 63), les deux fragments 127a et 129 ont été obtenus en 7 

étapes, avec un rendement global de 5% pour 127a, qui ont nécessité des ajustements dans l’ordre 

des différentes réactions par rapport aux synthèses rapportées initialement dans la littérature. La 

formation de l’urée 130 s’est là aussi faite sans difficulté, mais sa purification a été plus délicate. 

Malheureusement les différentes conditions d’hydrogénolyse testées sur le composé 130 n’ont pas 

permis de déprotéger le phénol efficacement et sans réaction secondaire, ce qui n’a pas permis 

d’obtenir in fine le MTDA désiré 67. Le composé 130 a malgré tout été envoyé au CEA pour vérifier si 

les propriétés de type NAM de la physostigmine étaient conservées avec ce produit. 

Selon des tests in vivo menés à l’IRBA, les modulateurs allostériques, dont les PAM PNU-120596 et SB-

206553 synthétisés ici, ainsi que les NAM mécamylamine et méthyllycaconitine, semblent, en 

combinaison avec le réactivateur 2-PAM et du sulfate d’atropine, augmenter les indices de protection 

de la combinaison 2-PAM + sulfate d’atropine seule. Ces observations intéressantes sont cependant à 

confirmer.  

Malheureusement, le composé 63 n’a pas pu être testé in vitro ou in vivo en raison d’une trop faible 

hydrosolubilité, et malgré l’utilisation d’un tensioactif. La solubilisation aqueuse du composé 66 

s’annonce aussi délicate pour les tests prévus dans les prochains mois. La lipophilie de ces composés 
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s’avère trop élevée, d’autant que le DMSO ne peut être utilisé qu’en très petite quantité (0,1 % au 

final) pour les solubiliser pour les tests in vitro, car ce solvant inhibe fortement l’AChE. 

Enfin, les tests d’électrophysiologie menés au CEA ont montré que ces deux composés n’ont pas 

montré d’effet sur les nAChRs α7 et musculaires à 10 μM avec une co-application d’ACh à 50 μM, ni 

avec l’α4β2 pour le composé 66. La modification de la structure opérée sur le SB-206553 et le PNU-

120596 a donc modifié de façon trop importante une ou plusieurs interactions essentielles de ces 

composés avec les nAChRs, qui leur permettait d’avoir un effet PAM sur ceux-ci. De même l’effet PAM 

produit par le composé 124 sur le nAChR α7 est au minimum drastiquement réduit par rapport à l’effet 

produit par le SB-206553, le motif indolique du SB-206553 est donc aussi nécessaire. Une plus grande 

conservation de leur motif originel serait donc nécessaire pour ces modulateurs allostériques, mais 

peut sembler incompatible avec une bonne hydrosolubilité du composé multi-cible final, notamment 

si la liaison avec la fonction réactivatrice s’effectue avec un bras espaceur. 

2. PERSPECTIVES 

En l’état, le RM048 reste le meilleur réactivateur in vivo et une publication est en cours d’écriture pour 

présenter les propriétés de ce réactivateur. Nous attendons les résultats in vivo de tous les autres 

réactivateurs neutres sélectionnés pour réaliser une comparaison et déterminer plus précisément ce 

qui permet à nos réactivateurs d’être plus ou moins efficaces, ainsi que les meilleures structures.  

En ce qui concerne la synthèse de ces réactivateurs neutres, tout comme celle des MTDA 26 à 29, deux 

optimisations peuvent être apportées. Il est apparu que la purification par chromatographie après 

l’étape d’hydrogénolyse/réduction n’était généralement pas nécessaire. De plus, le protocole employé 

pour l’étape de déprotection de l’acétal dans la synthèse du MTDA 66, qui permet cette déprotection 

avec du PPTS (pyridinium paratoluenesulfonate) et qui est suivie de la formation one pot de l’oxime, 

pourrait être avantageusement généralisée pour diminuer d’une étape la synthèse, en utilisant un 

solvant miscible à l’eau plus pratique que le DMSO. A partir de l’hydrogénolyse, on passerait ainsi de 

trois étapes avec trois purifications par chromatographie, à deux étapes avec une seule 

chromatographie. Enfin, pour éviter la formation du produit secondaire résultant de l’ouverture de 

l’acétal durant l’étape d’hydrogénolyse, celle-ci devrait systématiquement se faire sous pression.  



 

 

CONCLUSION GENERALE 309 

 

Pour la synthèse des MTDA possédant un ligand ammonium et un bras espaceur de 4 carbones, les 

conditions du couplage de Sonogashira devraient être optimisées en étudiant notamment la nature de 

la base employée, pour réduire la dégradation observée pendant celle-ci.  

Dans le cas du MTDA 27, la forte hydrophilie nécessite des purifications en phase inverse lors des 

dernières étapes de synthèse et s’avèrent très délicates. La voie de synthèse développée par Gorecki 

et al.469 pourrait donc être tentée, car, bien qu’elle comporte un plus grand nombre d’étapes, le ligand 

chargé responsable de cette hydrophilie ne serait ajouté qu’à la dernière étape, ce qui pourrait limiter 

les pertes aux étapes intermédiaires.  

Les résultats obtenus sur ces MTDAs antagonistes des nAChRs ouvrent plusieurs perspectives. Dans un 

premier temps, les résultats in vivo du composé 26, analogue chargé du RM048, permettront de voir 

si l’amélioration des résultats in vitro observée par rapport au RM048 se confirme in vivo, et si cela est 

dû à la seule réactivation des cholinestérases, ou bien aussi à une amélioration de sa 

pharmacocinétique et l’accentuation de son antagonisme pour le nAChR α7.  

De plus, comme un bras espaceur de 4 carbones a montré une amélioration impressionnante des 

résultats in vitro de réactivation du MTDA 28 par rapport au composé 29 (bras de 5 carbones), 

l’analogue du composé 26 avec un bras espaceur de 4 carbones pourrait être synthétisé pour vérifier 

une telle amélioration.  

L’observation la plus importante semble en revanche les propriétés apportées par le ligand 

quinuclidinium qui semblent idéales pour répondre à notre cahier des charges, et que les résultats 

obtenus semblent confirmer. Ce motif associe en effet l’hydrophilie apportée par la charge positive, la 

lipophilie apportée par le bicycle saturé, et enfin un encombrement stérique important. Cela permet 

à ce motif d’être un bon ligand des deux cholinestérases avec des interactions hydrophobes et cation-

π, et son encombrement stérique augmente l’affinité pour le site actif plus volumineux de la BChE. 

Cette association de la charge positive et de la forte lipophilie lui permet aussi de se lier aux sites 

orthostériques à la fois des nAChRs neuronaux et des nAChRs musculaires. Enfin, au niveau du 

composé dans sa globalité, il permet un très bon équilibre entre les pré-requis opposés permettant le 

passage de la BHE et la bonne solubilité aqueuse.  

Nous pensons donc que d’autres ligands du même type devraient être testés pour concevoir de 

nouveaux MTDAs antagonistes des nAChRs. Mais tout d’abord, le positionnement du quinuclidinium 

pourrait également être reconsidéré, ainsi que le bras espaceur, en se fondant sur deux agonistes 

reconnus du nAChR α7 : le PHA-543613 et le PNU-282967, et de l’antagoniste (R)-8d de l’α7 et de 

l’α4β2 (Figure 115).449,579,580 En effet, pour ce dernier, l’ammonium est plus libre car il est seulement 
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substitué par un méthyle et non une chaîne alkyle, ce qui semble plus favorable à la liaison dans le site 

orthostérique, au vu des études d’amarrage faite par Arias et al. sur ce composé.452 Le composé 156 

pourrait en découler, avec un espacement similaire au composé 28 entre la charge et le noyau pyridine.  

 

Figure 115 : antagoniste et agoniste des nAChR neuronaux et potentiels  

Le lien amide pourrait aussi être utilisé pour lier le quinuclidinium à la fonction réactivatrice (composé 

157) comme dans la structure des deux agonistes, en particulier le PHA-543613.  

Ensuite, d’autres bicycles azotés, tels que le pyrrolizidinium (160 et 161) ou celui des composé 158 et 

159, pourraient aussi être envisagés (Figure 116).  

 

Figure 116 : Structures de potentiels MTDAs ayant pour ligands un bicycle azoté chargé 

Cependant, de manière plus raisonnée, au moins deux autres ligands connus des nAChRs disposent 

dans leur structure d’un tel bicycle azoté donc il serait possible de s’inspirer pour concevoir un MTDA : 

le médicament varénicline et l’épibatidine (Figure 117).581,582 De la varénicline pourrait être envisagés 

les ligands ammoniums de 162 et 163 et de l’épibatidine celui du composé 164. 
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Figure 117 : Structures de potentiels MTDAs ayant pour ligands un bicycle azoté, motif provenant de ligands des 
nAChR varenicline et épibatidine 

La structure presque complète de l’épibatidine pourrait également faire office de ligand pour le 

composé 165 (avec quaternisation de l’azote pour l’effet antagoniste), avec un bras espaceur identique 

à celui des réactivateurs de référence, tel que le HI-6, entre les deux pyridines (pyridiniums pour les 

réactivateurs de référence). 

Cependant, le mécanisme d’action de ces antagonistes compétitifs sur les nAChRs devraient être 

étudiés, en particulier si la liaison avec de tels motifs ammoniums quaternaires promeut un état 

désensibilisé du récepteur nicotinique ou un état de repos. Dans ce dernier cas le récepteur serait prêt 

à être activé par une molécule d’ACh lorsque l’antagoniste se retire du site orthostérique. Dans l’autre 

cas l’activation du récepteur deviendrait plus rare car la désensibilisation serait accentuée.  

En l’état des connaissances il n’est pas évident de savoir quel mécanisme d’action serait le meilleur 

dans le cas d’une intoxication. Néanmoins il semble qu’une accentuation de l’état désensibilisé des 

récepteurs ne soit pas souhaitable puisque cet état provoque en partie la perte de transmission des 

influx cholinergiques après une trop longue activation par l’ACh qui s’accumule lors d’une intoxication 

aux OPs. C’est pourtant le mécanisme le plus probable de ces ammoniums quaternaires, car il a été 
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décrit que le quinuclidinium est un agoniste silencieux, c’est-à-dire un antagoniste promouvant l’état 

désensibilisé, celui-ci étant réceptif aux PAM de type II.478–480 Leur association avec un PAM de type II 

permet donc d’ouvrir le canal et transforme ces composés en agonistes. Cela pourrait donc avoir 

l’avantage de pouvoir potentiellement moduler l’activité de ces molécules : soit antagoniste, soit 

agoniste en présence d’un PAM de type II.  

En ce qui concerne les modulateurs allostériques, les NAM ne présenteraient pas ces inconvénients 

potentiels et restent préférables pour agir de façon plus sûre sur les nAChRs, de même que les PAM. 

Cependant, comme nous l’avons vu, leurs structures sont très souvent lipophiles et posent des 

problèmes de solubilité. Une nouvelle revue de tous les NAM et PAM permettrait d’identifier d’autre 

modulateurs allostériques comportant des fonctions chimiques hydrophiles et pouvant avoir des 

interactions favorables avec les résidus du site actif de l’AChE. Malgré tout, les deux NAM sélectionnés 

dans cette thèse satisfont à ces critères : la physostigmine et la mécamylamine, grâce à leurs amines 

tertiaires. 

La synthèse du MTDA 67 fondé sur la physostigmine devrait donc être finalisée, avec un potentiel 

protocole de débenzylation sans hydrogénolyse et compatible avec cette structure. D’autre part, des 

structures de MTDA fondées sur la mécamylamine ont déjà été imaginées et ont fait l’objet d’études 

d’amarrage moléculaire favorables : 151 et 152 (Figure 118). En plus de très nombreux sous-types de 

nAChRs, ces structures pourraient avoir le potentiel d’avoir une bonne affinité pour les deux 

cholinestérases car, comme la quinuclidine, le motif de la mécamylamine est un bicycle azoté à 

l’encombrement stérique important.  

 

Figure 118 : Structures de MTDAs potentiels basés sur la mécamylamine 

 

 



 

 

 

 

 



 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

PARTIE EXPERIMENTALE 

 

 



 

 

 

 

 



 

 

PARTIE EXPERIMENTALE 317 

 

1. BIOLOGY 

1.1. In vitro evaluations 

1.1.1. Blood-brain barrier permeability tests 

1.1.1.1. Human Blood-brain barrier model setting up 

The blood-brain barrier (BBB) permeability studies were performed using the in vitro human BBB 

model. After infant’s parents signed informed consents, endothelial cells were isolated and 

differentiated from cord blood CD34+‐hematopoietic stem cells according to the protocol described by 

Pedroso et al. and then freezed. The preservation and preparation protocol of these cells issued from 

the human cord blood were approved by the French Ministry of Higher Education and Research 

(CODECOH number DC2011‐1321). After thawing within 100 mm petri dishes (Corning, VWR, 

Switzerland), the endothelial cells derived from human stem cells reached the confluency and were 

then subcultured onto matrigel (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA, 354230) coated Transwell 

inserts in the presence of bovine pericytes seeded at bottom of the wells, on other side of Transwell 

inserts, to induce the properties of the BBB. Renewal of the medium [ECM basal medium (Sciencell, 

Carlsbad, CA, USA) supplemented with 5% (v / v) fetal calf serum, 1% (v / v) EC growth supplement 

(Sciencell) and 50 μg / mL gentamycin (Biochrom AG, Berlin, Germany)] of the co-culture thus set up 

was carried out every other day. After six days under these culture conditions, the endothelial cells 

differentiated in human brain-like endothelial cells (hBLECs) reproduced characteristics of the in vivo 

BBB and are widely used to predict molecule toxicity and passage to the CNS. 

1.1.1.2. Endothelial permeability coefficient evaluation 

The permeability of the BBB to the different oximes and 14C D-glucose was evaluated by measuring the 

endothelial permeability coefficient (Pe) which represents the speed of diffusion through the BLECs 

monolayer. Human BLECs monolayers developed after 6 days of coculture were transferred into new 

plates containing 1.5 mL per well (abluminal compartment) of HEPES buffered-Ringer's solution (RH; 

150 mM NaCl, 5.2 mM KCl, 2.2 mM NaCl2, 0.2 mM MgCl2, 6 mM NaHCO3, 2.8 mM glucose, 5 mM 

HEPES). Medium in apical chambers (luminal compartment) was replaced by 0.5 mL of RH containing 

either RM048 or 2-PAM or HI-6 or obidoxime used as oximes control. All compounds were tested at 

50µM (dose checked as non-toxic for the human BLECs) for a diffusion duration of an hour at 37°C. 
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Then the amount of each oxime in the luminal and abluminal compartments was measured by mass 

spectrometry with a TripleTOF 5600+ System (AB SCIEX, Concord, ON, Canada). Percentages of 

recovery were checked between 86 and 106%. The quantification of radiolabeled 14C D-glucose 

(PerkinElmer, Boston, MA, USA) was performed using a scintillation counter TriCarb 2100TR 

(PerkinElmer, USA). 

The clearance principle was used to calculate a concentration-independent permeability coefficient. 

The mean compound cleared volume was plotted against time, and the slope was estimated by linear 

regression. The permeability values of the inserts (PSf for inserts with a Matrigel™ coating only) and 

the inserts with hBLECs (PSt, Matrigel™-coated inserts + endothelial cells) were taken into 

consideration by applying the following equation: 1/PSe = 1/PSt − 1/PSf.  To obtain the endothelial 

permeability coefficient (Pe expressed in cm/min), the permeability value (PSe) was divided by the 

insert’s membrane surface area (1.13 cm2). 

1.1.2. In vitro inhibition and reactivation 

1.1.2.1. Chemicals. 

VX, sarin and tabun have been supplied by DGA maîtrise NRBC (Vert le Petit, France). 2-PAM and HI-6 

were from Pharmacie Centrale des Armées (Orléans, France) and other chemicals were purchased 

from Sigma-Aldrich. 

1.1.2.2. Inhibition of hAChE 

Stock solutions of OPNA at 5 mM in isopropanol were used to inhibit the purified hAChE. Briefly, a ten-

fold excess of OPNA was used to perform the inhibition of hAChE in a sodium phosphate buffer (100 

mM, pH 7.4, 0.1% BSA) at 25°C. Complete inhibition of hAChE was monitored by measuring the residual 

activity with a modified Ellman assay and excess of OPNA were removed by using a desalting PD-10 

column (GE Healthcare). 

1.1.2.3. IC50 Measurements 

Oximes were dissolved in water to make 40 mM stock solutions. Recombinant hAChE activity was 

measured spectrophotometrically at 25°C, monitoring the absorbance at 412 nm, in 1 mL of Ellman’s 

buffer (0.5 mM DTNB, 0.1% BSA, 0.1 M phosphate, pH 7.4), in the presence of appropriate oxime 

concentrations. Measurements were performed at least in duplicate for each concentration tested. 
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The oxime concentration producing 50% inhibition was determined by nonlinear fitting with ProFit 

(Quantumsoft) using the standard IC 50 equation:  % activity = 100 × IC50/ (IC50+ [Ox]). 

1.1.2.4. Oxime reactivation of OP-inhibited hAChE 

The ability of oximes to reactivate OP-inhibited hAChE were assessed with a modified Ellman assay 

using a microplate reader (SPARK 10M, Tecan) and a continuous method described previously with 

minor modifications. Briefly, the desired oximes concentrations to be tested were dispensed in a 96-

well flat-bottomed polystyrene microplate containing 0.1% BSA phosphate buffer and DTNB. At t=0, 

OP-inhibited hAChE and ATCh diluted in 0.1% BSA phosphate buffer were injected in each well 

containing oximes using the built-in injectors of the microplate reader to a final volume of 200 µL. ATCh 

hydrolysis was continuously monitored over 30 minutes and the increase of absorbance at 412 nm 

recorded every 10 seconds at 25°C. Activities were individually corrected for oxime-induced hydrolysis 

of ATCh.  

Reactivation of OP-inhibited hAChE by oximes proceeds according to scheme 1 and kinetics of oximes 

reactivation were determined as previously described. For each oxime concentration, the apparent 

reactivation rate, kobs, the dissociation constant, KD and the reactivation rate constant, kr, were 

calculated by nonlinear fitting with ProFit (Quantumsoft) using the standard oxime-concentration-

dependent reactivation equation (1): 

 

 

 

𝑘𝑜𝑏𝑠 =
𝑘𝑟[𝑂𝑋]

𝐾𝐷 + [𝑂𝑋]
 

When [OX] ≪  KD , Eq (1) simplifies to Eq (2): 

𝑘𝑜𝑏𝑠 =  (
𝑘𝑟

𝐾𝐷
) [𝑂𝑋] 

The second order reactivation rate constant kr2, describing the specific reactivity can be derived from 

Eq (2). 

𝑘𝑟2 =
𝑘𝑟

𝐾𝐷
 

Scheme 1 

Eq :1 

Eq :  2 
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For the continuous method of recording OP-inhibited hAChE reactivation by oximes, the velocity of 

substrate hydrolysis (𝑣) is proportional to the concentration of the reactivated hAChE and is expressed 

and derived as equation 4 and 5 respectively. 𝑣𝑡 is the velocity at time t and 𝑣0 represents the 

maximum velocity. Equation 5 was used to determine the kobs by non-linear regression analysis for 

each individual oxime concentration with ProFit (Quantumsoft).  

𝑣𝑡 =  𝑣0 (1 −  𝑒−𝑘𝑜𝑏𝑠 𝑡) 

−𝑑[𝑆] =  ∫ 𝑣𝑑𝑡
𝑡

0

= 𝑣0𝑡 + 
𝑣0

𝑘𝑜𝑏𝑠
 (𝑒−𝑘𝑜𝑏𝑠𝑡 − 1) 

1.1.3. Electrophysiology on nAChRs 

1.1.3.1. Two-electrodes voltage clamp (TEVC) electrophysiology 

TEVC electrophysiology was performed on Xenopus laevis oocytes. Laparotomy of X. laevis mature 

female frogs for oocyte extraction was performed according to the protocol APAFIS#5310–2016, 

042,016,067,330 v3 approved by the Ethical Committee for Animal Experimentation C2EA-59 of Paris 

Center-South. A female donor tagged with an electronic chip was anesthetized by immersion in a 1 g/l 

ethyl- 3-amino benzoate methane sulfonate solution (Sigma-Aldrich, Saint Quentin, France) for 20 min. 

Following a small incision below 5 mm of the termination of the sternum, the ovarian lobes were 

excised and immediately immersed in OR2 solution containing 88 mM NaCl, 1 mM MgCl2, 5 mM HEPES 

5; pH 7.6. The muscle and dermic planes were sutured and the amphibian was placed in a small 

aquarium for recovery and observation for 24 h. After three washes with OR2, the ovarian lobes were 

incubated in Barth's solution containing 88 mM NaCl, 1 mM KCl, 0.41 mM CaCl2, 0.82 mM MgSO4, 2.5 

mM NaHCO3, 0.33 mM Ca(NO3)2; 7.5 mM Hepes (pH 7.6) at 18 °C.  

TEVC electrophysiology was then performed on defollicularized oocytes having incorporated T. 

marmorata electrocyte membranes rich in embryonic muscular nAChR (α1)2β1γδ in their plasmatic 

membrane, after at least one day of incubation after the microinjection of the membranes, or 

expressing human α7 nAChRs after a microinjection of mRNA and at least two days of incubation. 

TEVC electrophysiology recordings were performed 1 to 4 days after microinjection using an OC-725B 

TEVC amplifier (Warner Instrument, Hamden, CT, USA). Voltage and current microelectrodes were 

filled with 3 M KCl (4–10 MΩ electrode resistance). ACh-evoked currents were acquired using a 

pCLAMP-9/ Digidata-1322A system (Molecular Devices, San Jose, CA, USA). The Xenopus oocyte was 

Eq :  3 

Eq :  4 

Eq :  5 
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constantly clamped at −60 mV and was perfused with Ringer-Barium containing 100 mM NaCl, 2.8 mM 

KCl, 0.3 mM BaCl2 and 5 mM HEPES (pH 7.4), at a flow rate of 8 ml/min.  

1.1.3.2. Concentration – inhibition analysis of ACh Currents 

Dose-response curves for agonist activation were fitted to Eq. (1):  

I = Imax [L]nH /(EC50 + [L])nH  

where I is the measured agonist-evoked current, [L] is the agonist concentration, EC50 is the agonist 

concentration that evoked half the maximal current (Imax), and nH is the Hill coefficient.  

For antagonist inhibition, current (I) values were normalized to the Imax ACh value recorded from the 

same oocyte to yield fractional (%) response data. IC50 values were determined from dose-response 

curves by fitting to the Eq. (2):  

F = 1/[1 + ([X]/IC50 )nH]   

where F is the fractional response obtained in the presence of the inhibitor at concentration [X] and 

IC50 is the inhibitor concentration that reduced the ACh-evoked amplitude by half. Data was analyzed 

with Clampfit 10.2 (Molecular Devices) and GraphPad Prism 5.0. 

1.2. In vivo evaluations 

1.2.1. Ventilatory Effect Measurement Using Double-Chamber Plethysmography – NOAEL dose 

Ventilatory parameters were recorded in a double-chamber plethysmograph (DCP, EMKA 

Technologies, Paris, France) according to the method described and validated by Nervo et al., [32]. 

Briefly, this system consists of two interconnected Plexiglas chambers, the head chamber, and the 

body chamber. The awake mouse is maintained in a conical tube with a small opening to allow the 

animal’s muzzle to pass through. This restrainer is placed into the body chamber, the mouse’s muzzle 

being in the head chamber so that there is no airflow between the two compartments. Each chamber 

is equipped with a pneumotachograph and a differential pressure transducer. The pneumotachograph 

ensures the air passages with the outside, while the differential pressure transducer measures the 

pressure differences between the atmosphere and the relevant compartment. There is a linear 

relationship between airflow and pressure difference. The mouse breathing leads to two distinct air 

flows which are simultaneously recorded: 1 - the nasal flow generated by the airflow in and out of the 

muzzle; and 2 - the thoracic flow generated by compression and expansion of air when the thorax rises 



 

 

PARTIE EXPERIMENTALE 322 

 

and falls. Both chambers are connected to a ventilation pump that removes carbon dioxide and 

moisture formed inside the chamber.  

On the day of the experiment, DCP calibration was performed on two points, high value and a low 

value by injection of 20 mL and 0 mL of air (corresponding to no flow), respectively. The range of 

measures had to be included between ±280 and ±420 mL/s. The mouse was then placed in the device 

for a 5–10 min habituation session. Once its spontaneous breathing was calm and regular, the 

recording was started. The inspiratory time, the expiratory time, the tidal volume, the peak inspiratory 

flow, the peak expiratory flow, the duration of end-inspiratory pauses and end-expiratory pauses, and 

the specific airway resistance were continuously measured for 45–50 min using Iox®software (EMKA 

Technologies, Paris, France) and stored on a computer for subsequent analysis and calculation of 

additional parameters including the breathing frequency and the minute volume. The first 15 min of 

the recording corresponded to the physiological breathing of the mouse and were considered as an 

internal control. The mouse was then gently removed from the plethysmograph to receive an i.p. 

injection of RM048 MsOH and replaced thereafter in the device for the 30-min remaining 

measurements. Since two experiments were performed in parallel, the RM048 MsOH administration 

was delayed by 5 min between the first and the second mouse. We used the up-and-down method in 

beginning with a 0.5 LD50 (375 μmol/kg) and then in reducing this dose by a factor 1.5 twice and by a 

factor 1.1 several times to determine the RM048 MsOH dose considered as the “no observed adverse 

effect level” (NOAEL), when no more ventilatory effect was visually observed on the plethysmography 

traces by the experimenter. At the end of the experiment, the mouse was euthanized by an i.p. lethal 

injection of sodium pentobarbital (Doléthal®, Vétoquinol SA, France). 

1.2.2. LD50 Estimation and Protective Index Using the Up-and-Down Method 

LD50 was estimated using the improved method of Dixon’s up-and-down procedure described by Rispin 

et al. This method uses an iterative dose-selection algorithm. It consists of a single ordered dose 

progression in which mice are dosed, one at a time, at 24 h intervals. The first animal receives a dose 

a step below the level of the best estimate of the LD50. If the mouse survives, the dose for the next 

animal has increased by 1.1-fold the original dose; if it dies, the dose for the next animal is decreased 

by the same factor. In our particular conditions, the testing stops when one of the following criteria is 

met: (1) three consecutive animals survive at the highest dose (which is normally 2000 mg/kg); (2) five 

reversals occur in any six consecutive animals tested; (3) at least four animals have followed the first 

reversal and the specified likelihood-ratios which compare the maximum likelihood estimate for LD50 
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with LD50 values above and below exceed the critical value of 2.5. Profile likelihood methods are used 

to estimate confidence intervals. In practice, the stopping criteria, the resulting LD50, and the 

corresponding confidence interval were determined using the AOT 425 Pgm software as 

recommended by OECD. The antidotal efficacy of the oximes is expressed as a protective index (PI) 

with 95% confidence interval. The PI corresponds to the ratio of LD50 of the studied OP agent combined 

with oxime treatment (and with atropine sulfate and allosteric modulators where appropriate) on LD50 

of OP alone.  

2. CHEMISTRY 

2.1. Chemical and reagents  

Unless otherwise need, all chemicals were used as received from commercial sources without further 

purification. When necessary, solvents were dried by standard procedures (THF: distillation over 

sodium benzophenone, triethylamine: distillation over KOH and storage over molecular sieve, tert-

butanol : storage over 3 Å molecular sieve in powder). ACN, THF, toluene, dichloromethane and Et2O 

were dried over alumina cartridges using a solvent purification system MBRAUN MB SPS-800®. HPLC 

gradient-grade THF, ACN and methanol were purchased from VWR. Mobile phases for preparative-

HPLC were prepared with ultrapure water (18.2 MΩ.cm) provided by an osmosis unit Aquadem E500 

from Veolia and a PURELAB® flex 1 system (Elga Veolia).  

When necessary, reagents were dried in a desiccator containing the desiccant P2O5 under reduced 

pressure or warmed at a defined temperature under reduced pressure for some hours in using the 

desiccator Vacuo Temp from J.P Selecta.  

TLC were carried out on Merck DC Kieselgel 60 F-254 aluminium sheets. The spots were visualized by 

illumination with a UV lamp (254/365 nm) and by staining with vanillin, bromocresol green, KMnO4, 

ninhydrin or 2,4-DNP.  

2.2. Instruments 

Microwave-assisted reactions were performed on a Monowave 300 from Anton Paar. Pressure 

hydrogenations were performed with a Tinyclave steel pressure reactor from Büchiglasuster. 

Melting points were measured with a Stuart SMP30 melting-point apparatus. 
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2.2.1. Purification 

Purification steps were performed using silica columns from Interchim (4, 12, 25, 40, 80 or 120 g), 

either SI-HP (high purification) columns with a particle size of 30 μm or SI-HC (high capacity) columns 

with a particle size of 15 μm. It was performed on automated flash purification devices : either Biotage 

(Simple UV detection) or Puriflash 430 from Interchim (diode array detector) or Combiflash nextgen 

300 from Teledyne Isco (diode array detector).  

Preparative purifications on inverse phase were performed on a Puriflash 4250 from Interchim (diode 

array detector). Aqueous fractions were freeze dried with an Alpha 2-4 LDplus device from Christ.  

2.2.2. NMR  

1H, 13C, 19F, and 31P NMR spectra were recorded on a Bruker DPX 300 spectrometer machine operating 

at ambient probe temperature. Chemical shifts are expressed in parts per million (ppm) and the 

residual solvent resonance peak was used as the internal standard respectively for 1H NMR and 13C 

NMR (CDCl3 at 7.26 and 77.16 ppm ; DMSO-d6 at 2.50 and 39.52 ppm ; MeOD at 3.31 and 49.0 ppm ; 

THF-d8 at 1.72, 3.58 and 67.2, 25.3 ppm, CD3CN at 1.94 and 118.26 ppm). In case of mixtures of 

deuterated solvents, the residual solvent peak of the major solvent was used as the internal standard. 

Coupling constant J values are expressed in Hertz (Hz). The following abbreviations are used to give 

the multiplicity of the NMR signals : s : singlet, d : doublet, t : triplet, q : quartet, quint : quintet, sext : 

sextuplet, hept : heptuplet, m : multiplet, br : broad signal, dd : doublet of doublet, dt : triplet of 

doublet (Jt < Jd), td : doublet of triplet (Jd < Jt) and so on. 1H and 13C NMR assignments were found with 

the help of COSY, HSQC and HMBC spectral analyses.  

2.2.3. Chromatography analysis  

TLC-MS (low resolution) was achieved using an Acquity QDa performance (ESI+, Waters) coupled with 

TLC interface Camay (Waters) with an ISM pump (isocratic, 180μL/min-1, ethanol/ formic acid as 

eluent, 100/0.1, v/v). 

Analytical HPLC and UHPLC were performed on Thermo Scientific Dionex UltiMate 3000 Rapid 

Separation LC systems including a diode array detector and using the Chromeleon CDS software. 

Analytical UHPLC-MS was performed on a Thermo Scientific Vanquish UHPLC system (diode array 

detector) coupled to a Thermo scientific ISQ EC single quadrupole mass spectrometer with a heated 

electrospray ionization in positive or negative mode, and using the Chromeleon CDS software. 



 

 

PARTIE EXPERIMENTALE 325 

 

2.2.4. Mass spectra 

High Resolution Mass spectrometry (HRMS) was performed using a Waters Micromass LCT Premier 

XE® equipped with an orthogonal acceleration time-of-flight (oa-TOF) and an electrospray source or 

an atmospheric pressure ionization in positive or negative mode, with a product introduction by direct 

infusion or by a coupling to a UHPLC Waters Acquity system (diode array detector) equipped with a 

Waters Acquity BEH C18 column (1.7 μm, 2.1 x 50 mm) with H2O/ACN as eluent, or to a  Waters 2694 

Alliance HPLC system (diode array detector) equipped with a Waters SunFire C18 column (5 μm, 2.1 x 

50 mm) with H2O/ACN as eluent.  

2.3. Analytical and purification methods 

2.3.1. Quantitative NMR calibration curve of the CF3 concentration   

On the basis of the reference below, dichlorobenzotrifluoride (analytical grade) was dissolved in 

DMSO-d6 to obtain the following concentrations (mM) in duplicates : 0.469, 1.140, 2.176, 3.989, 6.838, 

11.966, 23.933. The 19F NMR (282.4 MHz) spectrum was carried out on each duplicate with the 

following parameters :  

- Pulse program : zgig  

- Acquisition mode : DQD  

- Rotation frequency of sample : 20 Hz 

- Number of dummy scans : 4 

- Number of scans : 128 

- Spectral width : 100 ppm  

- Transmitter frequency offset : -77.0 ppm 

- Size of fid : 64000 data points 

- Acquisition time : 1.126 sec 

- Relaxation delay : 10 sec 

The absolute integral of the peak area of the CF3 peak was measured and the average value of each 

duplicate was calculated. These measures were plotted as a function of the linked concentration in 

dichlorobenzotrifluoride to obtain the following curve : 
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Little, M. J.; Aubry, N.; Beaudoin, M.-E.; Goudreau, N.; LaPlante, S. R. Quantifying Trifluoroacetic Acid 

as a Counterion in Drug Discovery by 19F NMR and Capillary Electrophoresis. Journal of Pharmaceutical 

and Biomedical Analysis 2007, 43 (4), 1324–1330 

2.3.2. HPLC/UHPLC methods  

Method A :  

Thermo Scientific Hypersil GOLD column (5 μm, 250 × 4.6 mm) temperature-controlled at 20 °C with 

ACN and aq. 0.1% trifluoroacetic acid as eluents at a flow rate of 1.0 mL/min : 5% to 100% ACN in 25 

min. UV-detection was achieved at 270 nm. 

Method B :  

Thermo Scientific Acclaim polar advantage II column (2.2 μm, 100 × 2.1 mm) temperature-controlled 

at 25 °C with ACN and aq. 20 mM ammonium acetate as eluents at a flow rate of 0.4 mL/min : 5% ACN 

for 3 min, then 5% to 100% ACN in 16 min. UV-detection was achieved at 307 nm. 

Method C :  

Thermo Scientific Accucore aQ column (2.6 μm, 150 × 2.1 mm) temperature-controlled at 25 °C with 

ACN and aq. 20 mM ammonium acetate as eluents at a flow rate of 0.4 mL/min : 0% ACN for 5 min, 

then 0% to 100% ACN in 20 min. UV-detection was achieved at 254 nm. 
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2.3.3. UHPLC-MS methods :  

Method D : 

Thermo Scientific Hypersil GOLD column (1.9 μm, 100 × 2.1 mm) temperature-controlled at 30 °C with 

ACN and aq. 0.1% formic acid as eluents at a flow rate of 0.5 mL/min : 5% to 100% ACN in 10 min. UV-

detection was achieved at 254 nm. 

Method E :  

Thermo Scientific Hypersil GOLD column (1.9 μm, 100 × 2.1 mm) temperature-controlled at 30 °C with 

ACN and aq. 0.2% formic acid as eluents at a flow rate of 0.5 mL/min : 5% to 100% ACN in 10 min. UV-

detection was achieved at 254 nm. 

Method F : 

Thermo Scientific Hypersil GOLD column (1.9 μm, 50 × 2.1 mm) temperature-controlled at 25 °C with 

ACN and aq. 0.1% formic acid as eluents at a flow rate of 0.4 mL/min : 5% ACN for 0.5 min, then 0% to 

70% ACN in 4.5 min. UV-detection was achieved at 254 nm. 

Method G : 

Waters acquity UPLC BEH shield column (1.7 μm, 100 × 2.1 mm) temperature-controlled at 40 °C with 

ACN and aq. 0.1% formic acid as eluents at a flow rate of 0.4 mL/min : 0% ACN for 2 min, then 0% to 

100% ACN in 8 min. UV-detection was achieved at 254 nm. 

Method H : 

Waters acquity UPLC BEH C18 column (1.7 μm, 100 × 2.1 mm) temperature-controlled at 40 °C with 

ACN and aq. 0.1% formic acid as eluents at a flow rate of 0.4 mL/min : 0% to 100% ACN in 10 min. UV-

detection was achieved at 254 nm. 

2.3.4. Preparative HPLC method 

Method I : 

Thermo Scientific Acclaim polar advantage II column (5 μm, 250 × 20 mm) with ACN and aq. 20 mM 

ammonium acetate as eluents at a flow rate of 20 mL/min : 5% ACN for 3 min, then 5% to 38% in 12 

min followed by 38% ACN for 4 min and 38% to 100% ACN in 8 min. UV-detection was achieved at 230 

nm and 250 nm. 

 



 

 

PARTIE EXPERIMENTALE 328 

 

2.4. General synthetic procedures 

General procedure A : benzylation 

The phenol (1.0 equiv) was dissolved in acetone (0.25 M) and K2CO3 (3.0 equiv) and benzyl bromide 

(2.0 equiv) were added. The heterogeneous mixture was stirred at reflux overnight. 

The mixture was filtered and concentrated under reduced pressure. The crude reaction mixture was 

purified by flash chromatography on silica gel (cyclohexane/EtOAc, 10/0 → 8/2, v/v) to yield the 

desired benzylated product. 

General procedure B : DIBAL-H reduction 

The ester (1.0 equiv) was dissolved in dry DCM (0.15 M) under argon and cooled to -78 °C. DIBAL (1 M 

in DCM) (2.0 equiv) was added dropwise, and the solution was stirred for 15 min. 

MeOH (0.3*VDCM) was added slowly at -78 °C, and the solution was warmed slowly to r.t. for 40 min. 

The solution was concentrated under reduced pressure, and the crude reaction mixture was dissolved 

in DCM (0.1 M). The organic phase was washed with an aq. NaOH (1 M) solution and this aqueous 

phase was extracted with DCM despite an emulsion. The gathered organic phases were washed with 

brine, dried over Na2SO4 and concentrated under reduced pressure to yield the desired aldehyde 

product without further purification.  

General procedure C : acetalization 

In a dried round-bottom flask under argon, a solution of the aldehyde in DCM (0.15 M for benzylated 

products and 0.1 M for nitro-benzylated products) with activated molecular sieve 4 Å was cooled to 0 

°C, and BF3.Et2O was added dropwise. The solution was warmed slowly to r.t. and stirred overnight 

under argon.  

The molecular sieve was removed by filtration, and the organic phase was washed with water (thrice). 

The aqueous phase was extracted with DCM once. The combined organic phases were washed with 

brine, dried over Na2SO4, filtered, and concentrated under reduced pressure to remove traces of 

ethylene glycol. The desired acetal product was then used without further purification. 

 

 



 

 

PARTIE EXPERIMENTALE 329 

 

General procedure D : Sonogashira cross-coupling for neutral compounds 

The brominated substrate (1.0 equiv) and the alkyne (1.0 equiv) were dissolved in dry DCM/Et3N (2/1 

v/v, 0.08 M) under argon, and the solution was degassed with argon for 15 min. Pd(PPh3)4 (0.05 to 0.15 

equiv) and CuI (0.1 to 0.3 equiv) were added, and the solution was stirred overnight at r.t. under argon, 

protected from light. 

The solution was concentrated and purified with flash chromatography on silica gel with 

cyclohexane/EtOAc or DCM/MeOH as eluent to yield the desired product. 

General procedure E : methanesulfonate activation followed by a nucleophilic substitution 

The alcohol was dissolved in dry DCM (0.1 to 0.2 M) with Et3N (2 to 3 equiv) and cooled to 0 °C under 

argon. MsCl (1.5 equiv) was added, and the solution was stirred at r.t. for 2 to 3 hours with a TLC 

control.  

The solution was diluted in DCM and washed with water and brine. This organic phase was dried over 

Na2SO4, filtered, and concentrated under reduced pressure. The crude reaction mixture was 

immediately used and dissolved in dry ACN (0.1 to 0.2 M) under argon. The amine (1.5 equiv) and 

K2CO3 (2.0 equiv) were added at 0 °C and the solution was stirred at reflux overnight.  

The solution was filtered, concentrated under reduced pressure, and purified by a flash 

chromatography on silica gel with cyclohexane/EtOAc or DCM/MeOH as eluent to yield the desired 

product. 

General procedure F : deprotection step 

The acetal was dissolved in H2O/HCO2H (1/1, v/v) (0.05 M) and stirred under argon at 60 °C overnight.  

For neutral amino-compounds, NaHCO3 was added to reach pH around 8. This aqueous phase was 

extracted either with EtOAc or DCM or CHCl3 (thrice), depending of the product. The combined organic 

phases were dried over Na2SO4, filtered, and concentrated under vacuum.  

For charged ammonium compounds, formic acid was neutralized by a stoichiometric quantity of 

NaHCO3 to reach a pH around 8. The aqueous phase was lyophilized, and the freeze-dried product was 

washed with DCM/MeOH (8/2, v/v). This resulting organic phase was then concentrated under 

reduced pressure.  
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For both cases, the concentration was done under 30°C to avoid the degradation of the product (for 

most aldehydes, a darkening could be observed). The crude material was purified by flash 

chromatography on silica gel with DCM/MeOH as eluent to yield the desired aldehyde product. 

General procedure G : oxime formation 

Unless otherwise specified, the aldehyde was dissolved in MeOH (0.1 M) and aqueous hydroxylamine 

(50 wt.%) (1.2 to 2.0 equiv) was added. The solution was stirred at r.t. and followed by TLC to stop it 

when the aldehyde was consumed (from 4 h to 48 h).  

The solution was concentrated under reduced pressure and was purified by flash chromatography on 

silica gel DCM/MeOH as eluent to yield the desired oxime product.  

General procedure H : formation of methanesulfonate salt 

The substrate (1.0 equiv) was dissolved in a vial in MeOH (HPLC grade) (0.2 to 0.1 M), with some DCM 

in case of difficult solubility. Methanesulfonic acid (0.2 M : 39 μL acid in 3.0 mL MeOH or 0.5 M : 0.16 

mL in 5.0 mL MeOH, depending on the quantities of substrate) (1.0 equiv) was added, and the solution 

was concentrated under reduced pressure. The number of equivalents of acid was determined by NMR 

and the difference of mass measured. The purity was determined by HPLC or LC-MS. 

General procedure I : triflate activation followed by a nucleophilic substitution 

Trifluoromethanesulfonic anhydride (1.1 equiv) was dissolved in dry DCM (0.13 M) under argon and 

cooled to 0 °C. A solution of the alcohol (1.0 equiv) and dry pyridine (1.0 equiv) in dry DCM (0.53 M) 

under argon was added in the previous solution dropwise at 0 °C. The solution was stirred at 0 °C for 

15 to 45 min with a TLC control. To complete the conversion, additional 0.5 equivalents of 

trifluoromethanesulfonic anhydride could be needed. 

The organic phase was washed twice with water and brine, dried over Na2SO4, filtered and 

concentrated under reduced pressure (temperature of the bath not exceeding 30 °C). The crude 

reaction product was used immediately and dissolved in dry ACN (0.5 M if the amine is liquid, 0.67 M 

if the amine is solid) under argon. The amine (0.85 to 0.95 equiv) was added dropwise (either in liquid 

form or dissolved in dry ACN (1.8 M) under argon. The solution was stirred at r.t. overnight. 

The solution was concentrated under reduced pressure and was purified by flash chromatography on 

silica gel with DCM/MeOH as eluent to yield the desired product.  
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General procedure J : Sonogashira cross-coupling reaction using ammonium compounds 

The brominated compound (1.1 equiv), K3PO4 (2.0 equiv) and the alkyne (1.0 equiv) were dissolved in 

dry ACN (0.08 to 0.13 M) under argon, and the solution was degassed with argon for 15 min. CuI (0.2 

equiv) and Pd(PPh3)4 (0.2 equiv) were added in this order and the solution was stirred overnight (unless 

otherwise specified) at r.t. under argon, protected from light. 

The solution was filtered on cotton, concentrated under reduced pressure, and was purified by flash 

chromatography on silica gel with DCM/MeOH as eluent to yield the desired product. 

General procedure K : Urea formation for PNU-120596 and its MTDA analogues 

4-Chloro-2,5-dimethoxyaniline (1.0 equiv) and the carboxylic acid (1.4 equiv for 102, 1.5 equiv for 91 

and 113 and 1.9 equiv for PNU-120596) were suspended in dry toluene (0.1 M for 102, 0.2 M for 91 

and PNU-120596 and 0.08 M for 113) in a dry flask under argon. Et3N (3.3 equiv, 4.3 equiv for 102) and 

DPPA (1.6 equiv) were added in this order under argon. A refrigerant was adjusted on the flask and the 

solution was stirred at 130 °C from 1h to 3h. 

The solution was washed with water and the aqueous phase was extracted with DCM/EtOAc (9/1 v/v). 

The gathered organic phases were washed with water and brine, dried over Na2SO4, filtered and 

concentrated under reduced pressure. The crude reaction product was purified with a flash 

chromatography with cyclohexane/EtOAc or DCM/EtOAc or DCM/MeOH as eluent to yield the desired 

urea product.  

General procedure L : Urea formation for SB-206553 and its MTDA analogues 

The carboxylic acid (2.0 equiv) was suspended in dry toluene (0.2 M) in a dry two-neck round-bottom 

flask under argon. Et3N (4.1 equiv) and DPPA (2.2 equiv) were added in this order and the solution was 

stirred at r.t. 30 min and became limpid. The solution was then stirred at 105 °C and the heating was 

stopped 10 min after the end of the gaseous emission. The cyclic aniline (1.0 equiv) was added at r.t. 

and the solution was stirred at reflux (heating bath : 130 °C) 2h.  

The solution was diluted in EtOAc and washed with water. The aqueous phase was extracted with 

EtOAc/CHCl3 6/1 thrice and the gathered organic phases were washed with brine. It was dried over 

Na2SO4, filtered and concentrated under reduced pressure. The crude reaction product was purified 

with a flash chromatography with DCM/EtOAc/MeOH or DCM/MeOH as eluent to yield the desired 

urea product.  
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Methyl 3-hydroxypicolinate (9) 

 

3-Hydroxypicolinic acid 7 (9.0 g, 64.7 mmol, 1.0 equiv) was dissolved in MeOH (130 mL) and was cooled 

to 0 °C. Concentrated sulfuric acid (10.8 mL, 194 mmol, 3.0 equiv) was added dropwise and the solution 

was stirred at reflux overnight.  

Then the solution was concentrated under reduced pressure and the residue was adjusted to pH 8.5 

with saturated aqueous NaHCO3 solution and solid NaHCO3. This aqueous phase was extracted with 

EtOAc (thrice). The combined organic layers were washed with brine, dried over Na2SO4, filtered and 

concentrated under reduced pressure to yield the ester 9 (8.05 g, 81%) as a white solid used in the 

next step without further purification. 

Rf = 0.34 (PE/EtOAc 1/1 v/v). Mp = 73-75.5 °C. MS (ESI+) m/z (%):  154 (100) [M+H]+. HRMS (ESI+) m/z: 

[M+H]+ calcd for [C7H8NO3]+ 154.0499, found 154.0504. 

1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 4.04 (s, 3H, OCH3) 7.35 (dd, J = 1.5 Hz, 8.5 Hz, 1H, H4), 7.41 (dd, J = 4.1 Hz, 

8.5 Hz, 1H, H5), 8.26 (dd, J = 1.5 Hz, 4.1 Hz, 1H, H6), 10.61 (s, 1H, OH) ppm 

13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 53.2 (OCH3) 126.3 (C4), 129.7 (C5), 130.1 (C2), 141.6 (C6), 158.9 (C3), 170.0 

(C1) ppm 

Spectroscopic data are in agreement with the reference : Louise-Leriche, L.; Pǎunescu, E.; Saint-André, 

G.; Baati, R.; Romieu, A.; Wagner, A.; Renard, P.-Y. A HTS Assay for the Detection of Organophosphorus 

Nerve Agent Scavengers. Chem. Eur. J. 2010, 16 (11), 3510–3523 (where 53.2 ppm for the 13C NMR was 

forgotten)  

Methyl 6-bromo-3-hydroxypicolinate (10) 
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The ester 9 (10.4 g, 67.6 mmol, 1.0 equiv) was poured into water and ice (450 mL) at 0 °C. Bromine 

(4.18 mL, 80.0 mmol, 1.2 equiv) was added in 4 portions with some ice every half hour in the vigorously 

stirred solution. Then the stirring was continued for two additional hours. 

The aqueous phase was extracted four times with DCM. The combined organic phases were washed 

with brine, dried over Na2SO4, filtered and concentrated under reduced pressure to yield the 

brominated product 10 (13.0 g, 83%) as a clear yellow solid (due to yellow traces of bromine) used 

without further purification in the next step. 

Rf = 0.9 (PE/EtOAc 1/1 v/v). Mp = 108.4-111.5°C. MS (API+) m/z (%):  232 (100) [C7H6
79BrNO3+H]+, 234 

(97.5) [C7H6
81BrNO3+H]+. HRMS (API+) m/z: [M+H]+ calcd for [C7H7

79BrNO3]+ 231.9604, found 231.9609. 

1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 4.04 (s, 3H, OCH3), 7.26 (d, J = 8.8 Hz, 1H, H4), 7.55 (d, J = 8.8 Hz, 1H, H5), 

10.68 (s, 1H, OH) ppm 

13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 53.5 (OCH3), 129.5 (C4), 130.1 (C2), 130.7 (C6), 134.5 (C5), 158.6 (C3), 169.1 

(C1) ppm 

Spectroscopic data are in good agreement with the reference : Renou, J.; Loiodice, M.; Arboléas, M.; 

Baati, R.; Jean, L.; Nachon, F.; Renard, P.-Y. Tryptoline-3-Hydroxypyridinaldoxime Conjugates as 

Efficient Reactivators of Phosphylated Human Acetyl and Butyrylcholinesterases. Chem. Commun. 

2014, 50 (30), 3947–3950 

Methyl 3-(benzyloxy)-6-bromopicolinate (11) 

 

The general procedure A was carried out on the phenol 10 (20.1 g, 86.4 mmol) to yield the benzylated 

product 11 (22.1 g, 79.5%) as a clear yellow solid. 

Rf = 0.31 (PE/EtOAc 8/2 v/v). Mp = 79.8-82.5°C. MS (ESI+) m/z (%):  322 (98.6) [C14H12
79BrNO3+H]+, 324 

(100) [C14H12
81BrNO3+H]+. HRMS (ESI+) m/z: [M+H]+ calcd for [C14H13

79BrNO3]+ 322.0079, found 

322.0075. 
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1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 3.96 (s, 3H, OCH3), 5.20 (s, 2H, CH2-Ph), 7.24 (d, J = 8.7 Hz, 1H, H4), 7.29-

7.45 (m, 5H, HPh), 7.48 (d, J = 8.7 Hz, 1H, H5) ppm  

13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 53.0 (OCH3), 71.5 (CH2-Ph), 125.1 (C4), 127.1 (CPh), 128.5 (CPh/para), 128.9 

(CPh), 131.3 (C6), 131.4 (C5), 135.4 (CPh/quat.), 140.1 (C2), 154.1 (C3), 164.1 (C1) ppm  

Spectroscopic data are in good agreement with the reference : Renou, J.; Loiodice, M.; Arboléas, M.; 

Baati, R.; Jean, L.; Nachon, F.; Renard, P.-Y. Tryptoline-3-Hydroxypyridinaldoxime Conjugates as 

Efficient Reactivators of Phosphylated Human Acetyl and Butyrylcholinesterases. Chem. Commun. 

2014, 50 (30), 3947–3950 

3-(Benzyloxy)-6-bromopicolinaldehyde (13) 

 

The general procedure B was carried out on the ester 11 (14.4 g, 44.5 mmol) to yield the aldehyde 13 

(12.8 g, 98%) as a white solid. 

Rf = 0.33 (PE/EtOAc 1/1 v/v). MS (ESI+) m/z (%):  292 (36) [C13H10
79BrNO2+H]+, 294 (37) 

[C13H10
81BrNO2+H]+,  324 (99) [C13H10

79BrNO2+MeOH+H]+, 326 (100) [C13H10
81BrNO2+MeOH+H]+. HRMS 

(ESI+) m/z: [M+H]+ calcd for [C13H11
79BrNO2]+ 291.9968, found 291.9972. 

1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 5.24 (s, 2H, CH2Ph), 7.33 (d, J = 9.0 Hz, 1H, H4), 7.31-7.45 (m, 5H, HPh), 7.55 

(d, J = 9.0 Hz, 1H, H5), 10.2 (s, 1H, H1) ppm  

13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 71.3 (CH2Ph), 125.3 (C4), 127.1 (CPh/ortho), 128.7 (CPh/para), 129.0 (CPh/meta), 

132.4 (C6), 133.3 (C5), 134.9 (CPh/quat.), 141.7 (C2), 156.4 (C3), 188.7 (C1) ppm  

Spectroscopic data are in agreement with the reference : Zorbaz, T.; Mišetić, P.; Probst, N.; Žunec, S.; 

Zandona, A.; Mendaš, G.; Micek, V.; Maček Hrvat, N.; Katalinić, M.; Braïki, A.; Jean, L.; Renard, P.-Y.; 

Gabelica Marković, V.; Kovarik, Z. Pharmacokinetic Evaluation of Brain Penetrating Morpholine-3-

Hydroxy-2-Pyridine Oxime as an Antidote for Nerve Agent Poisoning. ACS Chem. Neurosci. 2020, 11 

(7), 1072–1084 
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3-(Benzyloxy)-6-bromo-2-(1,3-dioxolan-2-yl)pyridine (8) 

 

The general procedure C was carried out on the aldehyde 13 (20.1 g, 68.8 mmol) to yield the acetal 8 

(22.2 g, 96%) as a clear yellow solid. 

Rf = 0.35 (PE/EtOAc 1/1 v/v). Mp = 80.5-82.5°C. MS (ESI+) m/z (%):  336 (99.9) [C15H14
79BrNO3 + H]+, 338 

(100) [C15H14
81BrNO3 + H]+. HRMS (ESI+) m/z: [M+H]+ calcd for [C15H15

79BrNO3]+ 336.0230, found 

336.0237. 

1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 3.96-4.27 (m, 4H, CH2-O), 5.10 (s, 2H, CH2-Ph), 6.27 (s, 1H, H1), 7.11 (d, J = 

8.6 Hz, 1H, H4), 7.34 (d, J = 8.6 Hz, 1H, H5), 7.29-7.43 (m, 5H, HPh) ppm  

13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 65.9 (CH2-O), 71.0 (CH2-Ph), 99.9 (C1), 123.3 (C4), 127.5 (CPh), 128.5 (CPh/quat.), 

128.8 (CPh), 128.9 (C5), 131.4 (C6), 135.6 (CPh), 147.6 (C2), 153.0 (C3) ppm  

Spectroscopic data are in good agreement with the following reference where the melting point is 

slightly different (83-85°C) : Zorbaz, T.; Mišetić, P.; Probst, N.; Žunec, S.; Zandona, A.; Mendaš, G.; 

Micek, V.; Maček Hrvat, N.; Katalinić, M.; Braïki, A.; Jean, L.; Renard, P.-Y.; Gabelica Marković, V.; 

Kovarik, Z. Pharmacokinetic Evaluation of Brain Penetrating Morpholine-3-Hydroxy-2-Pyridine Oxime 

as an Antidote for Nerve Agent Poisoning. ACS Chem. Neurosci. 2020, 11 (7), 1072–1084 

4-(5-(Benzyloxy)-6-(1,3-dioxolan-2-yl)pyridin-2-yl)but-3-yn-1-ol (4a) 

 

The general procedure D was carried out on the brominated substrate 8 (5.68 g, 16.9 mmol) and 3-

butyn-1-ol (1.3 mL, 16.9 mmol) to yield after a flash chromatography (PE/EtOAc 1/1→0/10 v/v) the 

compound 4a (5.03 g, 92%) as a very viscous orange oil. 
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Rf = 0.33 (EtOAc/PE 8/2 v/v). MS (ESI+) m/z (%): 326 (100) [M+H]+, 348 (4) [M+Na]+. HRMS (ESI+) m/z: 

[M+H]+ calcd for [C19H20NO4]+ 326.1387, found 326.1385. 

1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 2.66 (t, J = 6.3 Hz, 2H, H9), 3.81 (t, J = 6.3 Hz, 2H, H10), 3.95-4.20 (m, 4H, 

CH2-O), 5.12 (s, 2H, CH2-Ph), 6.24 (s, 1H, H1), 7.17 (d, J = 8.6 Hz, 1H, H4), 7.32 (d, J = 8.6 Hz, 1H, H5), 7.31-

7.42 (m, 5H, HPh) ppm  

13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 24.0 (C9), 61.0 (C10), 65.9 (CH2-O), 70.7 (CH2-Ph), 81.6 (C7), 86.3 (C8), 100.8 

(C1), 120.2 (C4), 127.5 (CPh/ortho), 128.4 (C5 or CPh/para), 128.5 (C5 or CPh/para), 128.8 (CPh/meta), 134.7 (C6), 

135.8 (CPh/quat.), 146.6 (C2), 152.8 (C3) ppm  

5-(5-(Benzyloxy)-6-(1,3-dioxolan-2-yl)pyridin-2-yl)pent-4-yn-1-ol (4b) 

 

The general procedure D was carried out on the brominated substrate 8 (2.45 g, 7.29 mmol) and 4-

pentyn-1-ol (0.68 mL, 7.29 mmol) to yield after a flash chromatography (DCM/MeOH 100/0→95/5 v/v) 

the compound 4b (2.14 g, 87%) as a very viscous orange oil. 

Rf = 0.39 (EtOAc/PE 8/2 v/v). MS (ESI+) m/z (%): 340 (100) [M+H]+, 362 (5) [M+Na]+. HRMS (ESI+) m/z: 

[M+H]+ calcd for [C20H22NO4]+ 340.1543, found 340.1549. 

1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 1.86 (quint, J = 6.4 Hz, 2H, H10), 2.53 (t, J = 7.0 Hz, 2H, H9), 3.80 (q, J = 5.5 

Hz, 2H, H11), 3.96-4.24 (m, 4H, CH2-O), 5.12 (s, 2H, CH2-Ph), 6.25 (s, 1H, H1), 7.16 (d, J = 8.5 Hz, 1H, H4), 

7.30 (d, J = 8.5 Hz, 1H, H5), 7.30-7.44 (m, 5H, HPh) ppm  

13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 16.1 (C9), 31.2 (C10), 61.9 (C11), 65.9 (CH2-O), 70.7 (CH2-Ph), 80.7 (C7), 88.6 

(C8), 101.2 (C1), 120.2 (C4), 127.6 (CPh/ortho), 128.3 (C5), 128.5 (CPh/para), 128.8 (CPh/meta), 135.1 (C6), 135.9 

(CPh/quat.), 146.7 (C2), 152.7 (C3) ppm  
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4-(5-(5-(Benzyloxy)-6-(1,3-dioxolan-2-yl)pyridin-2-yl)pent-4-yn-1-yl)morpholine (14) 

 

The general procedure E was carried out on the alcohol 4b (2.28 g, 6.72 mmol) and morpholine (0.87 

mL, 10.0 mmol) to yield after a flash chromatography (cyclohexane/EtOAc 1/1→0/1 v/v) the 

compound 14 (2.38 g, 89%) as a yellow oil. 

Rf = 0.14 (EtOAc/PE 8/2 v/v). MS (ESI+) m/z (%): 409 (100) [M+H]+, 431 (5) [M+Na]+. HRMS (ESI+) m/z: 

[M+H]+ calcd for [C24H29N2O4]+ 409.2122, found 409.2118 . 

1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 1.79 (quint, J = 7.3 Hz, 2H, H10), 2.40-2.50 (m, 8H, H9, H11, H12, H15), 3.71 (t, 

J = 4.6 Hz, 4H, H13, H14), 3.95-4.20 (m, 4H, CH2-O), 5.12 (s, 2H, CH2-Ph), 6.24 (s, 1H, H1), 7.15 (d, J = 8.6 

Hz, 1H, H4), 7.29 (d, J = 8.6 Hz, 1H, H5), 7.31-7.43 (m, 5H, HPh) ppm  

13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 17.5 (C9), 25.5 (C10), 53.8 (C12, C15), 58.0 (C11), 65.9 (CH2-O), 67.1 (C13, C14), 

70.7 (CH2-Ph), 80.4 (C7), 88.9 (C8), 101.3 (C1), 120.2 (C4), 127.6 (CPh/ortho), 128.3 (CPh/para), 128.4 (C5), 128.8 

(CPh/meta), 135.2 (C6), 135.9 (CPh/quat.), 146.7 (C2), 152.6 (C3) ppm  

2-(1,3-Dioxolan-2-yl)-6-(5-morpholinopentyl)pyridin-3-ol (15) 

 

The benzylated compound (14) (2.33 g, 5.72 mmol, 1.0 equiv) was dissolved in ACN (57 mL) in a Teflon 

vessel of a hydrogenation reactor. Pd(OH)2 (20%, 1.20 g, 1.71 mmol, 0.3 equiv) was added under argon 

and the reactor was closed. The reactor was subjected to three cycles vacuum-hydrogen and finally 

filled with hydrogen at 4 Bar. The solution was stirred 1h30 with a TLC control of the disappearance of 

the substrate and the appearance of the secondary product.  

The solution was filtered on a celite pad with DCM/MeOH (3/1 v/v) and concentrated under reduced 

pressure to be purified with a flash chromatography (DCM/MeOH 100/0→95/5 v/v). A fraction of 300 
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mg containing still the benzylated compound was subjected to the same procedure (1 hour) and 

purification to finally yield the phenol 15 (1.71 g, 75 %) as a white solid. 

Rf = 0.46 (DCM/MeOH 9/1 v/v). MS (ESI+) m/z (%): 323 (62) [M+H]+, 355 (100) [M+Na]+. HRMS (ESI+) 

m/z: [M+H]+ calcd for [C17H27N2O4]+ 323.1965, found 323.1986. 

1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 1.25-1.37 (m, 2H, H9), 1.40-1.52 (m, 2H, H10), 1.64 (quint, J = 7.7 Hz, 2H, 

H8), 2.27 (t, J = 7.9 Hz, 2H, H11), 2.33-2.40 (m, 4H, H12, H15), 2.67 (t, J = 7.9 Hz, 2H, H7), 3.66 (t, J = 4.6 Hz, 

4H, H12, H14), 3.99-4.23 (m, 4H, CH2-O), 5.85 (s, 1H, H1), 7.00 (d, J = 8.5 Hz, 1H, H5), 7.1 (d, J = 8.5 Hz, 1H, 

H4) ppm  

13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 26.4 (C10), 27.2 (C9), 30.1 (C8), 37.3 (C7), 53.8 (C12, C15), 59.1 (C11), 65.1 (CH2-

O), 67.0 (C13, C14), 105.7 (C1), 124.3 (C5), 125.5 (C4), 137.9 (C2), 150.6 (C3), 153.4 (C6) ppm  

3-Hydroxy-6-(5-morpholinopentyl)picolinaldehyde oxime (RM048, PDG-078) 

 

The general procedure F was carried out on the acetal 15 (1.68 g, 5.21 mmol) with a TLC control 

(DCM/MeOH 9/1 v/v). The extraction of the aqueous phase was repeated thrice with DCM/EtOAc (4/1 

v/v). The flash chromatography (DCM/MeOH 100/0→95/5 v/v) yielded the aldehyde 17 (932 mg, 65%) 

as a yellow oil which darkens. Rf = 0.36 (DCM/MeOH 9/1 v/v) from the reaction mixture H2O/HCO2H. 

The general procedure G was carried out on this aldehyde 17 (932 mg, 3.4 mmol) to yield after a flash 

chromatography (DCM/MeOH 100/0→95/5 v/v) the oxime RM048 (820 mg, 82%) as a white solid.  

Rf = 0.45 (DCM/MeOH 9/1 v/v). MS (ESI+) m/z (%): 294 (100) [M+H]+. HRMS (ESI+) m/z: [M+H]+ calcd 

for [C15H24N3O3]+ 294.1812, found 294.1815. 

1H NMR (300 MHz, MeOD) δ 1.28-1.40 (m, 2H, H9), 1.47-1.60 (m, 2H, H8), 1.70 (quint, J = 7.7 Hz, 2H, 

H10), 2.29-2.36 (m, 2H, H11), 2.40-2.47 (m, 4H, H12, H15), 2.71 (t, J = 7.6Hz, 2H, H7), 3.67 (t, J = 4.8 Hz, 4H, 

H13, H14), 7.13 (d, J = 8.5 Hz, 1H, H5), 7.25 (d, J = 8.5 Hz, 1H, H4), 8.28 (br s, 1H, H1) ppm  

13C NH, HMR (75 MHz, MeOD) δ 26.9 (C8), 28.1 (C9), 31.1 (C10), 37.8 (C7), 54.7 (C12, C15), 60.0 (C11), 67.5 

(C13, C14), 125.3 (C5), 126.0 (C4), 136.2 (C2), 152.9 (C1), 153.8 (C3), 154.6 (C6) ppm  
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Spectroscopic data are in good agreement with the following reference : Zorbaz, T.; Braïki, A.; 

Maraković, N.; Renou, J.; de la Mora, E.; Maček Hrvat, N.; Katalinić, M.; Silman, I.; Sussman, J. L.; 

Mercey, G.; Gomez, C.; Mougeot, R.; Pérez, B.; Baati, R.; Nachon, F.; Weik, M.; Jean, L.; Kovarik, Z.; 

Renard, P.-Y. Potent 3-Hydroxy-2-Pyridine Aldoxime Reactivators of Organophosphate-Inhibited 

Cholinesterases with Predicted Blood-Brain Barrier Penetration. Chem. Eur. J. 2018, 24 (38), 9675–

9691. 

4-(5-(5-Hydroxy-6-((hydroxyimino)methyl)pyridin-2-yl)pentyl)-4λ5-morpholino methanesulfonate 

(RM048 MeSO3H) 

 

The general procedure H was carried out on the oxime RM048 (360 mg, 1.23 mmol) to yield the 

methanesulfonate salt RM048 MeSO3H (495 mg) as a clear yellow solid. 1.1 equivalents of MsOH were 

added according to the NMR integration of the CH3-S peak area and to the difference of the mass 

measured.  

HPLC (Method A) tr (min), relative area (%) : 6.66, 97.66.  

1H NMR (300 MHz, MeOD) δ 1.39-1.50 (m, 2H, H9), 1.70-1.85 (m, 4H, H8, H10), 2.70 (s, 3.4H, CH3-S), 2.81 

(t, J = 7.7 Hz, 2H, H7), 3.07-3.20 (m, 4H, H11, H12, H15), 3.40-3.55 (m, 2H, H12, H15), 3.65-3.84 (m, 2H, H13, 

H14), 3.95-4.15 (m, 2H, H13, H14), 7.28 (d, J = 8.5 Hz, 1H, H5), 7.41 (d, J = 8.5 Hz, 1H, H4), 8.32 (s, 1H, H1) 

ppm  

13C NMR (75 MHz, MeOD) δ 24.4 (C10), 26.9 (C9), 30.4 (C8), 37.0 (C7), 39.6 (CH3-S), 53.1 (C12, C15), 58.3 

(C11), 65.0 (C13, C14), 125.6 (C5), 126.6 (C4), 136.0 (C2), 151.9 (C1), 153.8 (C6), 154.0 (C3) ppm  

6-(5-(4-Chloro-4λ5-morpholino)pentyl)-3-hydroxypicolinaldehyde oxime (RM048 HCl) 

 

The oxime RM048 (18.7 mg, 64 μmol, 1.0 equiv) was dissolved in a vial in MeOH (HPLC grade) (1.0 mL) 

and HCl (4 M in dioxane) (16 μL, 64 μmol, 1.0 equiv) was added. The solution was concentrated to yield 
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the chloride salt RM048 HCl (21.4 mg) as a pinkish beige solid. 1.2 equivalents of HCl were added 

according to the difference of the mass measured. 

LC-MS (ESI+) (Method D) tr (min), relative area (%), m/z : 1.407, 0.82, 294 [M+H]+ ; 1.56, 96.45, 294 

[M+H]+. Purity : 97.2%  

1H NMR (300 MHz, MeOD) δ 1.42 (quint, J = 7.5 Hz, 2H, H9), 1.69-1.83 (m, 4H, H8, H10), 2.75 (t, J = 7.5 

Hz, 2H, H7), 2.96-3.07 (m, 2H, H11), 3.12-3.23 (m, 4H, H12, H15), 3.82-3.93 (m, 4H, H13, H14), 7.17 (d, J = 

8.5 Hz, 1H, H5), 7.28 (d, J = 8.5 Hz, 1H, H4), 8.28 (s, 1H, H1) ppm  

13C NMR (75 MHz, MeOD) δ 24.8 (C10), 27.1 (C9), 30.6 (C8), 37.4 (C7), 53.4 (C12, C15), 58.6 (C11), 65.4 (C13, 

C14), 125.4 (C5), 126.1 (C4), 136.3 (C2), 152.8 (C1), 153.8 (C3), 154.3 (C6) ppm  

6-(5-(4λ4-Morpholino)pentyl)-3-hydroxypicolinaldehyde oxime compound with hexafluoro-λ6-

phosphane (1:1) (RM048) 

 

The oxime RM048 (110 mg, 0.37 mmol, 1.0 equiv) was dissolved in MeOH (HPLC grade) (2.2 mL) and 

DCM (0.4 mL) in a vial. HCl (4 M in dioxane) (94 μL, 0.37 mmol, 1.0 equiv) was added and the solution 

was concentrated in the vial under reduced pressure and was kept drying under a high vacuum 

overnight. The crude product was dissolved in ultrapure water (1.5 mL) and a solution of AgPF6 (93.5 

mg, 0.37 mmol, 1.0 equiv) in ultrapure water (0.5 mL) was added. After one hour, the AgCl precipitate 

was filtered through a PTFE filter of 0.2 μm on the syringe. The solution was lyophilized, yielding the 

hexafluorophosphate salt RM048 PF6
- (112 mg, 69%) as a white dusty solid. The procedure was 

repeated a second time on the oxime RM048 (55 mg, 187 μmol), yielding 43 mg (53%) of the salt 

RM048 PF6
-.  

The salt being moderately soluble in water, the residues in the vials of both procedures were 

solubilised in a minimum of MeOH (HPLC grade) to be filtered through a PTFE filter of 0.2 μm on the 

syringe. The LC-MS purity of these solutions were higher than 95% and thus were mixed with the 

previous lyophilized batches of salt. Finally, after concentration under reduced pressure, two batches 

of the salt RM048 PF6
- were obtained as a foamy orange solid : RM048 PF6

- 1 (149 mg) and RM048 PF6
- 

2 (24 mg) for a global yield of 70%. 
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Batch RM048 PF6
- 1 : 

LC-MS (ESI+) (Method H) tr (min), relative area (%), m/z : 3.100, 4.08, 294 [M+H]+ ; 3.287, 95.14, 294 

[M+H]+. Purity : 99.22%   

Batch RM048 PF6
- 2 : 

LC-MS (ESI+) (Method H) tr (min), relative area (%), m/z : 3.220, 3.08, 294 [M+H]+ ; 3.387, 96.92, 294 

[M+H]+. Purity : 100%  

31P NMR (121.5 MHz, MeOD) δ -144.6 (sept, J = 709 Hz, PF6
-) ppm 

19F NMR (282.4 MHz, MeOD) δ -74.3 (dd, J = 709 Hz, 4 Hz, PF6
-) ppm 

1H NMR (300 MHz, MeOD) δ 1.40-1.52 (m, 2H, H9), 1.72-1.88 (m, 4H, H8, H10), 2.86 (t, J = 7.6 Hz, 2H, 

H7), 3.05-3.20 (m, 4H, H11, H12, H15), 3.40-3.55 (m, 2H, H12, H15), 3.67-3.84 (m, 2H, H13, H14), 3.96-4.13 

(m, 2H, H13, H14), 7.41 (d, J = 8.7 Hz, 1H, H5), 7.55 (d, J = 8.7 Hz, 1H, H4), 8.35 (s, 1H, H1) ppm  

13C NMR (75 MHz, MeOD) δ 24.4 (C10), 26.9 (C9), 30.2 (C8), 35.6 (C7), 53.2 (C12, C15), 58.3 (C11), 65.1 (C13, 

C14), 126.8 (C5), 129.5 (C4), 134.9 (C2), 148.0 (C1), 152.8 (C6), 154.2 (C3) ppm  

1,1,1-Trifluoro-N-(4-(5-(5-hydroxy-6-((hydroxyimino)methyl)pyridin-2-yl)pentyl)-4λ+-morpholino)-N-

((trifluoromethyl)sulfonyl)methanesulfonamide (RM048) 

 

The oxime RM048 (110 mg, 0.37 mmol, 1.0 equiv) was dissolved in MeOH (HPLC grade) (2.2 mL) and 

DCM (0.4 mL) in a vial. HCl (4 M in dioxane) (94 μL, 0.37 mmol, 1.0 equiv) was added and the solution 

was concentrated in the vial under reduced pressure and was kept drying under a high vacuum 

overnight. The crude product was dissolved in ultrapure water (1.5 mL) and a solution of AgNTf2 (143.5 

mg, 0.37 mmol, 1.0 equiv) in ultrapure water (0.5 mL) was added. After one hour, the AgCl precipitate 

was filtered through a PTFE filter of 0.2 μm on the syringe. The solution was lyophilized, yielding the 

bis(trifluoromethanesulfonyl)imide salt RM048 NTf2
- (100 mg, 47%) as a gummy yellow solid.  

The procedure was repeated a second time on the oxime RM048 (110 mg, 0.37 μmol). Because of the 

poor solubility in water, few product was obtained after the lyophilization. The lyophilized product was 

thus combined with the residues from the vial in a minimum of MeOH (HPLC grade) ; the solution was 

filtered as previously and concentrated under reduced pressure to yield 153 mg (72%) of the salt 
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RM048 NTf2
-. The yield being improved, the same procedure in MeOH was carried out on the first 

batch.  

Finally, two batches of the salt RM048 NTf2
- were obtained as a gummy yellow solid : RM048 NTf2

- 1 

(195 mg) and RM048 NTf2
- 2 (58 mg) for a global yield of 60%. 

Batch RM048 NTf2
- 1 : 

LC-MS (ESI-) (Method H) tr (min), relative area (%), m/z : 2.983, 3.07, 292 [M-H]- ; 3.183, 96.11, 292 [M-

H]-. Purity : 99.18%  

Batch RM048 NTf2
- 2 : 

LC-MS (ESI+) (Method H) tr (min), relative area (%), m/z : 2.713, 3.33, 294 [M+H]+ ; 2.907, 33.32, 294 

[M+H]+ ; 2.980, 59.63, 294 [M+H]+. Purity : 96.28%  

19F NMR (282.4 MHz, MeOD) δ -80.6 (s, CF3) ppm 

1H NMR (300 MHz, MeOD) δ 1.36-1.51 (m, 2H, H9), 1.69-1.87 (m, 4H, H8, H10), 2.80 (t, J = 7.8 Hz, 2H, 

H7), 3.04-3.20 (m, 4H, H11, H12, H15), 3.37-3.58 (m, 2H, H12, H15), 3.65-3.89 (m, 2H, H13, H14), 3.93-4.16 

(m, 2H, H13, H14), 7.28 (d, J = 8.5 Hz, 1H, H5), 7.40 (d, J = 8.5 Hz, 1H, H4), 8.31 (s, 1H, H1) ppm  

13C NMR (75 MHz, MeOD) δ 24.4 (C10), 26.9 (C9), 30.3 (C8), 36.5 (C7), 53.1 (C12, C15), 58.3 (C11), 65.0 (C13, 

C14), 121.1 (q, J = 323 Hz, CF3), 126.0 (C5), 127.7 (C4), 135.6 (C2), 150.5 (C1), 153.6 (C6), 154.0 (C3) ppm  

2-(4-(But-3-yn-1-yl)piperazin-1-yl)pyrimidine (22) 

 

The general procedure E was carried out on 3-butyn-1-ol 5a (1.06 mL, 13.9 mmol) and 2-(piperazin-1-

yl)pyrimidine (2.95 mL, 20.8 mmol) to yield after a flash chromatography (cyclohexane/EtOAc 9/1→5/5 

v/v) the compound 22 (2.03 g, 68%) as a yellow crystalline solid. 

Rf = 0.37 (EtOAc/PE 8/2 v/v). MS (ESI+) m/z (%): 217 (100) [M+H]+. HRMS (ESI+) m/z: [M+H]+ calcd for 

[C12H17N4]+ 217.1448, found 217.1457. 
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1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 1.97 (t, J = 2.7 Hz, 1H, H4), 2.35-2.42 (m, 2H, H2), 2.50 (t, J = 5.1 Hz, 4H, H5, 

H8), 2.57-2.64 (m, 2H, H1), 3.80 (t, J = 5.1 Hz, 4H, H6, H7), 6.44 (t, J = 4.7 Hz, 1H, H11), 8.26 (d, J = 4.7 Hz, 

2H, H10, H12) ppm  

13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 16.9 (C2), 43.7 (C6, C7), 52.8 (C5, C8), 57.2 (C1), 69.3 (C4), 82.7 (C3), 109.9 (C11), 

157.8 (C10, C12), 161.7 (C9) ppm  

2-(4-(4-(5-(Benzyloxy)-6-(1,3-dioxolan-2-yl)pyridin-2-yl)but-3-yn-1-yl)piperazin-1-yl)pyrimidine (23) 

 

The general procedure D was carried out on the brominated substrate 8 (2.93 g, 8.72 mmol) and the 

alkyne 22 (1.89 g, 8.72 mmol) to yield after a flash chromatography (cyclohexane/EtOAc 10/0→0/10 

v/v) the compound 23 (2.55 g, 62%) as a brown solid. 

Rf = 0.25 (DCM/MeOH 9/1 v/v). MS (ESI+) m/z (%): 472 (100) [M+H]+. HRMS (ESI+) m/z: [M+H]+ calcd 

for [C27H30N5O3]+ 472.2343, found 472.2349. 

1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 2.55 (t, J = 4.9 Hz, 4H, H11, H14), 2.58-2.75 (m, 4H, H9, H10), 3.83 (t, J = 4.9 

Hz, 4H, H12, H13), 3.93-4.21 (m, 4H, CH2-O), 5.10 (s, 2H, CH2-Ph), 6.23 (s, 1H, H1), 6.45 (t, J = 4.7 Hz, 1H, 

H17), 7.14 (d, J = 8.6 Hz, 1H, H4), 7.29 (d, J = 8.6 Hz, 1H, H5), 7.30-7.43 (m, 5H, HPh), 8.28 (d, J = 4.7 Hz, 

2H, H16, H18) ppm  

13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 17.8 (C9), 43.7 (C12, C13), 52.8 (C11, C14), 57.0 (C10), 65.9 (CH2-O), 70.6 (CH2-

Ph), 80.9 (C7), 87.3 (C8), 101.2 (C1), 109.9 (C17), 120.1 (C4), 127.5 (CPh/ortho), 128.3 (CPh/para), 128.4 (C5), 

128.8 (CPh/meta), 135.0 (C6), 135.8 (CPh/quat.), 146.7 (C2), 152.6 (C3), 157.8 (C16, C18), 161.7 (C15) ppm 
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2-(1,3-Dioxolan-2-yl)-6-(4-(4-(pyrimidin-2-yl)piperazin-1-yl)butyl)pyridin-3-ol (24) 

 

The benzylated substrate 23 was subjected successively to four different hydrogenolyses. Two batches 

(100 mg, 0.21 mmol) were dissolved in EtOAc (2 mL) with AcOH (0.06 mL, 5.0 equiv) and were stirred 

under H2 at atmospheric pressure either with Pd/C (10%) (0.2 equiv) for 4 hours for one or with Pd(OH)2 

(20%) (0.2 equiv) for 20 hours for the other. Two other batches were dissolved in ACN (0.1 M) and 

were stirred in a hydrogenation reactor with Pd(OH)2 (20%) : either 0.4 equiv for (0.94 g, 2.0 mmol) of 

23 at 15 Bar of H2 during 43 h or 0.2 equiv for (0.76 g, 1.6 mmol) of 23 at 8 Bar of H2 during 24 h. These 

different procedures yielded the product with the alkyne completely reduced but with the phenol still 

benzylated. 

A batch of this reduced intermediate (0.90 g) was dissolved in ACN (20 mL) and stirred in a 

hydrogenation reactor with Pd/C (10%) (0.3 equiv) at 10 Bar of H2 for 24 h without an improvement of 

the progress of the debenzylation.  

Finally, all the crude reaction products (2.25 g) were dissolved in ACN (46 mL) and stirred in a 

hydrogenation reactor at 3 Bar of H2 overnight. The solution was filtered on a celite pad and purified 

by flash chromatography (DCM/MeOH 10/0→9/1 v/v) to yield the desired phenol 24 (510 mg, 32%) as 

a brown solid. 

Rf = 0.5 (DCM/MeOH 9/1 v/v). MS (ESI+) m/z (%): 386 (100) [M+H]+. HRMS (ESI+) m/z: [M+H]+ calcd for 

[C20H28N5O3]+ 386.2187, found 386.2200.  

1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 1.52-1.77 (m, 4H, H8, H9), 2.45 (br t, J = 7.5 Hz, 2H, H10), 2.55 (br t, J = 5.0 

Hz, 4H, H11, H14), 2.74 (br t, J = 7.5 Hz, 2H, H7), 3.80-3.89 (m, 4H, H12, H13), 4.05-4.28 (m, 4H, CH2-O), 

5.88 (s, 1H, H1), 6.48 (t, J = 4.8 Hz, 1H, H17), 7.05 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H5), 7.15 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H4), 8.30 

(d, J = 4.8 Hz, 2H, H16, H18) ppm  

13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 26.0 (C9), 28.1 (C8), 37.2 (C7), 43.4 (C12, C13), 52.9 (C11, C14), 58.4 (C10), 65.3 

(CH2-O), 106.1 (C1), 110.1 (C17), 124.5 (C5), 125.8 (C4), 137.8 (C2), 150.8 (C3), 153.3 (C6), 157.9 (C16, C18), 

161.7 (C15) ppm  
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3-Hydroxy-6-(4-(4-(pyrimidin-2-yl)piperazin-1-yl)butyl)picolinaldehyde oxime (AB647, PDG-077) 

 

The general procedure F was carried out on the acetal 24 (481 mg, 1.25 mmol). The extraction of the 

aqueous phase was repeated thrice with DCM/EtOAc (4/1 v/v). The flash chromatography 

(DCM/MeOH 100/0→95/5 v/v) yielded the aldehyde 25 (324 mg, 76%) as a yellow oil which darkens. 

Rf = 0.72 (DCM/MeOH 85/15 v/v) from the reaction mixture in H2O/HCO2H. 

The general procedure G was carried out on this aldehyde 25 (324 mg, 0.95 mmol) to yield after a flash 

chromatography (DCM/MeOH 100/0→95/5 v/v) the oxime AB647 (309 mg, 91%) as a white solid. 

Rf = 0.51 (DCM/MeOH 8/2 v/v). MS (ESI+) m/z (%): 357 (100) [M+H]+. HRMS (ESI+) m/z: [M+H]+ calcd 

for [C18H25N6O2]+ 357.2034, found 357.2031. 

1H NMR (300 MHz, CDCl3 (+ MeOD)) δ 1.38-1.61 (m, 4H, H9, H8), 2.23-2.31 (m, 2H, H10), 2.37 (br t, J = 

4.9 Hz, 4H, H11, H14), 2.59 (t, J = 7.3 Hz, 2H, H7), 3.60 (t, J = 4.9 Hz, 4H, H12, H13), 6.37 (t, J = 4.8 Hz, 1H, 

H17), 6.90 (d, J = 8.5 Hz, 1H, H5), 7.10 (d, J = 8.5 Hz, 1H, H4), 8.10 (d, J = 4.8 Hz, 2H, H16, H18) 8.17 (s, 1H, 

H1) ppm   

13C NMR (75 MHz, CDCl3 (+MeOD)) δ 25.8 (C9), 27.8 (C8), 36.6 (C7), 43.2 (C12, C13), 52.8 (C11, C14), 58.4 

(C10), 109.9 (C17), 123.8 (C5), 124.6 (C4), 134.9 (C2), 152.3 (C1), 152.9 (C3), 157.6 (C16, C18), 161.2 (C15) 

ppm  

1-(4-(5-Hydroxy-6-((hydroxyimino)methyl)pyridin-2-yl)butyl)-4-(pyrimidin-2-yl)piperazin-1-ium 2,2,2-

trifluoroacetate (AB647 TFA) 
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The oxime AB647 (119 mg, 0.33 mmol, 1.0 equiv) was dissolved in a vial in THF/MeOH (HPLC grade) 

(4.0/2.0 mL) and TFA (0.5 M in ACN (HPLC grade) : 0.1 mL TFA in 2.6 mL ACN) (0.66 mL, 0.33 mmol, 1.0 

equiv) was added. After several hours, the solution was concentrated under reduced pressure to yield 

the trifluoroacetate salt AB647 TFA (143 mg) as a yellow solid. 0.94 equivalents of TFA were added 

according to two methods : the mass difference measured in the vial and the 2.89 mM TFA 

concentration calculated for 1.0 mg of product in 0.70 mL of DMSO-d6 thanks to the quantitative NMR 

calibration curve. The calculation was based on the CF3 peak area integral in the 19F NMR (282.4 MHz) 

spectrum of AB647 TFA in using the same parameters used for the NMR calibration curve. 

LC-MS (ESI+) (Method F) tr (min), relative area (%), m/z : 0.530, 79.20, 357 [M+H]+ ; 1.797, 18.84, 357 

[M+H]+. Purity : 98.04%.  

19F NMR (282.4 MHz, MeOD) δ -76.9 (s, CF3) ppm 

1H NMR (300 MHz, MeOD) δ 1.70-1.90 (m, 4H, H8, H9), 2.72-2.86 (m, 2H, H7), 3.05-3.64 (m, 8H, H11, H12, 

H13, H14), 3.16-3.26 (m, 2H, H10), 6.72 (t, J = 4.8 Hz, 1H, H17), 7.19 (d, J = 8.5 Hz, 1H, H5), 7.30 (d, J = 8.5 

Hz, 1H, H4), 8.29 (s, 1H, H1), 8.40 (d, J = 4.9 Hz, 2H, H16, H18) ppm   

13C NMR (75 MHz, MeOD) δ 24.4 (C9), 27.8 (C8), 36.8 (C7), 42.0 (C12, C13), 52.7 (C11, C14), 57.9 (C10), 112.8 

(C17), 118.1 (q, J = 294 Hz, CF3), 125.5 (C5), 126.2 (C4), 136.5 (C2), 152.5 (C1), 153.5 (C6), 153.9 (C3), 159.3 

(C16, C18), 162.3 (C15), 163.0 (q, J = 34 Hz, CO2H) ppm  

1-(4-(5-(benzyloxy)-6-(1,3-dioxolan-2-yl)pyridin-2-yl)but-3-yn-1-yl)-4-phenylpiperazine (18) 

 

The general procedure E was carried out on the alcohol 4a (4.00 g, 12.3 mmol) and N-phenylpiperazine 

(2.81 mL, 18.4 mmol) to yield after a flash chromatography (PE/EtOAc 100/0→65/35 v/v) a mixture of 

the compound 18 and a secondary product (4.26 g, 63%) as a brown solid. 

Rf = 0.16 (EtOAc/PE 8/2 v/v). MS (ESI+) m/z (%): 470 (100) [M+H]+. HRMS (ESI+) m/z: [M+H]+ calcd for 

[C29H32N3O3]+ 470.2438, found 470.2441. 
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1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 2.68-2.91 (m, 8H, H9, H11, H20, H10), 3.23-3.37 (m, 4H, H12, H19), 4.05-4.37 

(m, 4H, CH2-O), 5.23 (s, 2H, CH2-Ph), 6.37 (s, 1H, H1), 6.97 (br t, J = 7.3Hz, 1H, H16), 7.01-7.08 (m, 2H, 

H14, H18), 7.27 (d, J = 8.6 Hz, 1H, H4), 7.33-7.55 (m, 8H, H5, H15, H17, HPh) ppm  

13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 17.7 (C9), 49.1 (C12, C19), 52.9 (C11, C20), 56.9 (C10), 65.9 (CH2-O), 70.7 (CH2-

Ph), 81.0 (C7), 87.2 (C8), 101.2 (C1), 116.2 (C14, C18), 119.9 (C16), 120.1 (C4), 127.5 (CPh/ortho), 128.3 (C5), 

128.4 (CPh/para), 128.8 (CPh/meta), 129.2 (C15, C17), 135.0 (C6), 135.9 (CPh/quat.), 146.7 (C2), 151.3 (C13), 152.7 

(C3) ppm 

2-(1,3-dioxolan-2-yl)-6-(4-(4-phenylpiperazin-1-yl)butyl)pyridin-3-ol (19) 

 

The mixture of the benzylated substrate 18 and a secondary product (3.98 g, 7.28 mmol, 1.0 equiv) 

was dissolved in MeOH (40 mL) under argon and Pd(OH)2 was added. The solution was submitted to 

three cycles of reduced pressure followed by a H2 filling and the solution was stirred under H2 at r.t. 

and atmospheric pressure during 9 days with a TLC control. The solution was filtered on a celite pad 

and purified by flash chromatography (DCM/MeOH 100/0→95/5 v/v) to yield the desired phenol 19 

(1.65 g, 59%) as a clear orangeish brown solid. 

Rf = 0.47 (DCM/MeOH 9/1 v/v). MS (ESI+) m/z (%): 384 (100) [M+H]+. HRMS (ESI+) m/z: [M+H]+ calcd 

for [C22H30N3O3]+ 384.2282, found 384.2274.  

1H NMR (300 MHz, MeOD (+CDCl3)) δ 1.64-1.78 (m, 4H, H8, H9), 2.70 (br t, J = 6.7 Hz, 2H, H7), 2.80-2.87 

(m, 2H, H10), 2.99-3.06 (m, 4H, H11, H20), 3.28-3.33 (m, 4H, H12, H19), 3.96-4.08 (m, 2H, CH2-O), 4.15-4.27 

(m, 2H, CH2-O), 6.03 (s, 1H, H1), 6.84-6.90 (m, 1H, H16), 6.91-6.97 (m, 2H, H14, H18), 7.10 (d, J = 8.4 Hz, 

1H, H5), 7.18 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H4), 7.20-7.27 (m, 2H, H15, H17) ppm  

13C NMR (75 MHz, MeOD (+CDCl3)) δ 25.0 (C9), 28.1 (C8), 36.7 (C7), 48.5 (C12, C19), 53.1 (C11, C20), 58.1 

(C10), 66.2 (CH2-O), 102.4 (C1), 117.5 (C14, C18), 121.7 (C16), 125.4 (C5), 125.9 (C4), 129.9 (C15, C17), 141.6 

(C2), 151.2 (C13), 151.9 (C3), 152.6 (C6) ppm  
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3-hydroxy-6-(4-(4-phenylpiperazin-1-yl)butyl)picolinaldehyde (21) 

 

The general procedure F was carried out on the acetal 19 (1.45 g, 3.78 mmol). The extraction of the 

aqueous phase was repeated four times with DCM and CHCl3. The flash chromatography (DCM/MeOH 

100/0→95/5 v/v) yielded the aldehyde 21 (790 mg, 62%) as a crystalline white solid. 

Rf = 0.88 (DCM/MeOH 8/2 v/v). MS (ESI+) m/z (%): 340 (100) [M+H]+. HRMS (ESI+) m/z: [M+H]+ calcd 

for [C20H26N3O2]+ 340.2020, found 340.2035. 

1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 1.52-1.64 (m, 2H, H9), 1.71-1.82 (m, 2H, H8), 2.42 (t, J = 7.6 Hz, 2H, H10), 

2.55-2.60 (m, 4H, H11, H20), 2.81 (t, J = 7.6 Hz, 2H, H7), 3.16-3.21 (m, 4H, H12, H19), 6.83 (t, J = 7.3 Hz, 1H, 

H16), 6.88-6.94 (m, 2H, H14, H18), 7.20-7.35 (m, 4H, H5, H4, H15, H17), 10.02 (s, 1H, H1) ppm   

13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 26.5 (C9), 27.6 (C8), 37.2 (C7), 49.1 (C12, C19), 53.3 (C11, C20), 58.5 (C10), 116.0 

(C14, C18), 119.7 (C16), 126.4 (C4), 129.1 (C15, C17), 129.8 (C5), 135.7 (C2), 151.3 (C13), 154.8 (C6), 157.0 (C3), 

198.8 (C1) ppm  

3-hydroxy-6-(4-(4-phenylpiperazin-1-yl)butyl)picolinaldehyde oxime (AB745, PDG-039) 

 

The general procedure G was carried out on the aldehyde 21 (715 mg, 2.10 mmol). The flash 

chromatography (DCM/MeOH 100/0→95/5 v/v) yielded the oxime AB745 (603 mg, 81%) as a white 

solid. 

Rf = 0.77 (DCM/MeOH 8/2 v/v). MS (ESI+) m/z (%): 355 (100) [M+H]+. HRMS (ESI+) m/z: [M+H]+ calcd 

for [C20H27N4O2]+ 355.2129, found 355.2127. 
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1H NMR (300 MHz, CDCl3 (+MeOD)) δ 1.45-1.58 (m, 2H, H9), 1.58-1.70 (m, 2H, H8), 2.40 (t, J = 7.7 Hz, 

2H, H10), 2.52-2.59 (m, 4H, H11, H20), 2.70 (t, J = 7.4 Hz, 2H, H7), 3.08-3.15 (m, 4H, H12, H19), 6.78 (tt, J = 

7.3 Hz, 0.9 Hz, 1H, H16), 6.82-6.88 (m, 2H, H14, H18), 6.97 (d, J = 8.5 Hz, 1H, H5), 7.10-7.21 (m, 3H, H4, H15, 

H17), 8.30 (s, 1H, H1) ppm   

13C NMR (75 MHz, CDCl3 (+MeOD)) δ 25.9 (C9), 27.9 (C8), 36.8 (C7), 48.9 (C12, C19), 53.0 (C11, C20), 58.4 

(C10), 116.3 (C14, C18), 120.1 (C16), 123.8 (C5), 124.6 (C4), 129.1 (C15, C17), 135.0 (C2), 151.0 (C13), 152.3 

(C3), 152.6 (C1), 153.0 (C6) ppm  

3-hydroxy-6-(4-(4-phenylpiperazin-1-yl)butyl)picolinaldehyde oxime 2,2,2-trifluoroacetate (AB745 

TFA) 

 

The oxime AB745 (370 mg, 1.00 mmol, 1.0 equiv) was dissolved in a vial in DCM/MeOH (HPLC grade) 

(2.0/2.0 mL) and TFA (2.0 M in MeOH (HPLC grade) : 0.15 mL TFA in 1.0 mL MeOH) (0.50 mL, 1.00 

mmol, 1.0 equiv) was added. After one hour, the solution was concentrated under reduced pressure 

to yield the trifluoroacetate salt AB745 TFA (480 mg) as a clear yellow solid. 0.9 equivalents of TFA 

were added according to two methods : the mass difference measured in the vial and the 3.5 mM TFA 

concentration calculated for 1.35 mg of product in 0.75 mL of DMSO-d6 thanks to the quantitative NMR 

calibration curve. The calculation was based on the CF3 peak area integral in the 19F NMR (282.4 MHz) 

spectrum of AB745 TFA in using the same parameters used for the NMR calibration curve. 

LC-MS (ESI+) (Method H) tr (min), relative area (%), m/z : 3.667, 99.34, 355 [M+H]+.  

19F NMR (282.4 MHz, MeOD) δ -73.4 (s, CF3) ppm 

1H NMR (300 MHz, MeOD) δ 1.80 (quint, J = 3.7 Hz, 4H, H8, H9), 2.80 (t, J = 6.7 Hz, 2H, H7), 3.19-3.26 

(m, 2H, H10), 2.95-4.00 (m, 8H, H11, H12, H19, H20) 6.92 (t, J = 7.3 Hz, 1H, H16), 7.00 (d, J = 8.0 Hz, 2H, H14, 

H18), 7.19 (d, J = 8.5 Hz, 1H, H5), 7.28 (t, J = 8.8 Hz, 2H, H15, H17), 7.29 (d, J = 8.5 Hz, 1H, H4), 8.30 (s, 1H, 

H1) ppm   
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13C NMR (75 MHz, MeOD) δ 24.4 (C9), 27.8 (C8), 36.8 (C7), 53.1 (C11, C12, C19, C20), 57.7 (C10), 118.0 (C14, 

C18), 118.1 (q, J = 293 Hz, CF3), 122.4 (C16), 125.5 (C5), 126.2 (C4), 130.3 (C15, C17), 136.5 (C2), 151.1 (C13), 

152.6 (C1), 153.5 (C6), 153.9 (C3), 163.0 (q, J = 34 Hz, CO2H) ppm  

3-(Benzyloxy)picolinaldehyde oxime (32) 

 

The general procedure A was carried out on the phenol 9 (0.77 g, 5.03 mmol) to yield after a flash 

chromatography (DCM/EtOAc 10/0→9/1 v/v) the desired benzylated compound 30 (0.99 g, 81%) as a 

yellow solid. Rf = 0.47 (DCM/EtOAc 9/1 v/v). TLC-MS (ESI+) m/z : 266 [M+Na]+. 

The general procedure B was carried out on this ester 30 (0.99 g, 4.07 mmol) to yield the desired 

aldehyde 31 (0.87 g, 4.07 mmol) as a viscous yellow oil.  

The general procedure G was carried out on this aldehyde 31 (0.87 g, 4.07 mmol) in DCM. The crude 

reaction product was dissolved in DCM and this organic phase was washed with water. This aqueous 

phase was extracted with DCM and the gathered organic phases were dried over Na2SO4, filtered and 

concentrated under reduced pressure. The crude product was purified by a flash chromatography 

(DCM/EtOH 10/0→9/1 v/v, then DCM/MeOH 95/5 v/v) to yield the oxime 32 (368 mg, 40% over two 

steps) as a white solid. 

Rf = 0.47 (DCM/MeOH 95/5 v/v). MS (ESI+) m/z (%): 229 (100) [M+H]+. HRMS (ESI+) m/z: [M+H]+ calcd 

for [C13H13N2O2]+ 229.0972, found 229.0981. 

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 5.22 (s, 2H, CH2-Ph), 7.29-7.51 (m, 6H, HPh, H5), 7.60 (dd, J = 8.5 Hz, 1.1 

Hz, 1H, H4), 8.18 (dd, J = 4.5 Hz, 1.1 Hz, 1H, H6), 8.35 (s, 1H, H1), 11.58 (s, 1H, N-OH) ppm  

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) δ 69.6 (CH2-Ph), 120.7 (C4), 124.8 (C5), 127.6 (CPh/ortho), 128.0 (CPh/para), 

128.6 (CPh/meta), 136.4 (CPh/quat.), 140.5 (C2), 141.5 (C6), 144.9 (C1), 152.9 (C3) ppm  

Compound a priori reported in the following reference but no spectroscopic data are available : 

Manna, F.; Bolasco, A.; Bizzarri, B.; Lena, R.; Chimenti, F.; Filippelli, A.; Palla, A.; Fontana, M. Synthesis 

and Beta-Adrenoreceptor Blocking Activity of [[3-(Alkylamine)-2-Hydroxypropyl]Oximino]Pyridines 
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and O[3-(Alkylamine)-2-Hydroxypropyl]Methylpyridine Ketone Oximes Derivatives. Farmaco 1996, 51 

(8–9), 579–587. 

3-hydroxypicolinaldehyde oxime (PDG-149) 

 

The benzylated compound 32 (348 mg, 1.5 mmol, 1.0 equiv) was dissolved in THF (40 mL) with some 

millilitres of EtOAc and MeOH at 35°C. Pd/C (10%) (243 mg, 0.23 mmol, 0.15 equiv) was added under 

argon and the solution was submitted to three cycles of reduced pressure followed by a H2 filling. The 

solution was stirred under H2 for 3 hours. The progress of the reaction was controlled by TLC-MS (ESI+) 

m/z: 139 [M+H]+ ; Rf = 0.63 (DCM/MeOH 9/1 v/v). 

The solution was filtered on a celite pad with DCM/MeOH (1/1 v/v) and concentrated under reduced 

pressure. The crude reaction product was purified by flash chromatography (DCM/MeOH 100/0→95/5 

v/v) to yield the phenol PDG-149 (143 mg, 69%) as a white solid.  

Rf = 0.63 (DCM/MeOH 9/1 v/v). Mp = 179.9 °C. MS (ESI+) m/z (%): 139 (20) [M+H]+. HRMS (ESI+) m/z: 

[M+H]+ calcd for [C6H7N2O2]+ 139.0502, found 139.0497. 

1H NMR (300 MHz, MeOD) δ 7.27 (dd, J = 8.4 Hz, 4.5 Hz, 1H, H5), 7.36 (dd, J = 8.4 Hz, 1.4 Hz, 1H, H4), 

8.11 (dd, J = 4.5 Hz, 1.4 Hz, 1H, H6), 8.29 (s, 1H, H1) ppm  

13C NMR (75 MHz, MeOD) δ 125.6 (C4), 126.1 (C5), 137.4 (C2), 141.8 (C6), 152.4 (C1), 155.7 (C3) ppm  

Spectroscopic data are in agreement with the reference : Louise-Leriche, L.; Pǎunescu, E.; Saint-André, 

G.; Baati, R.; Romieu, A.; Wagner, A.; Renard, P.-Y. A HTS Assay for the Detection of Organophosphorus 

Nerve Agent Scavengers. Chem. Eur. J. 2010, 16 (11), 3510–3523 

3-hydroxypicolinaldehyde oxime methanesulfonate (PDG-149 MeSO3H) 

 

The general procedure H was carried out on the oxime PDG-149 (20.0 mg, 0.14 mmol) to yield the 

methanesulfonate salt PDG-149 MESO3H (31.7 mg) as a clear yellow solid. 1.0 equivalent of 
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methanesulfonic acid was added according to the NMR integration and the difference of mass 

measured. 

HPLC (Method C) tr (min), relative area (%): 9.573, 99.38.  

1H NMR (300 MHz, MeOD) δ 2.71 (s, 3H, CH3-S), 7.86 (dd, J = 8.7 Hz, 5.5 Hz, 1H, H5), 8.02 (dd, J = 8.7 

Hz, 1.1 Hz, 1H, H4), 8.25 (dd, J = 5.5 Hz, 1.1 Hz, 1H, H6), 8.44 (s, 1H, H1) ppm  

13C NMR (75 MHz, MeOD) δ 39.5 (CH3-S), 128.6 (C5), 133.7 (C4), 134.4 (C2), 134.6 (C6), 139.3 (C1), 156.2 

(C3) ppm  

4-Methyl-4-(pent-4-yn-1-yl)-4λ5-morpholino trifluoromethanesulfonate (36) 

 

The general procedure I was carried out on 4-pentyn-1-ol 5b (0.78 mL, 8.40 mmol) and N-

methylmorpholine (0.83 mL, 7.56 mmol) to yield after a flash chromatography (DCM/MeOH 

100/0→95/5 v/v) the ammonium 36b (1.79 g, 75%) as a very viscous clear yellow oil or a white solid 

(depending of the solvent traces and humidity). 

Rf = 0.39 (DCM/MeOH 9/1 v/v). MS (ESI+) m/z (%): 168 (100) [M]+. HRMS (ESI+) m/z: [M+H]+ calcd for 

[C10H18NO]+ 168.1383, found 168.1380. 

1H NMR (300 MHz, CDCl3 (+MeOD)) δ 1.90-2.02 (m, 2H, H2), 2.08 (t, J = 2.6 Hz, 1H, H5), 2.34 (dt, J = 6.5 

Hz, 2.6 Hz, 2H, H3), 3.17 (s, 3H, H6), 3.35-3.48 (m, 4H, H7, H10), 3.49-3.57 (m, 2H, H1), 3.95 (br s, 3H, H8, 

H9) ppm  

13C NMR (75 MHz, CDCl3 (+MeOD)) δ 15.4 (C3), 20.7 (C2), 47.1 (C6), 60.2 (C7, C10), 60.6 (C8, C9), 64.7 (C1), 

71.0 (C5), 81.4 (C4), 120.6 (q, J = 320 Hz, CF3) ppm  
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4-(5-(5-(Benzyloxy)-6-(1,3-dioxolan-2-yl)pyridin-2-yl)pent-4-yn-1-yl)-4-methyl-4λ5-morpholino 

trifluoromethanesulfonate (37) 

 

The general procedure J was carried out on the brominated compound 8 (713 mg, 2.12 mmol) and the 

alkyne 36 (674 mg, 2.12 mmol) to yield after a flash chromatography (DCM/MeOH 10/0→9/1 v/v) the 

desired product 37 (953 mg, 78%) as a foamy and gummy orange solid. 

Rf = 0.42 (DCM/MeOH 8/2 v/v). MS (ESI+) m/z (%): 423 (100) [M]+. HRMS (ESI+) m/z: [M]+ calcd for 

[C25H31N2O4]+ 423.2278, found 423.2290. 

1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 2.00-2.15 (m, 2H, H10), 2.57 (t, J = 6.6 Hz, 2H, H9), 3.24 (s, 3H, H12), 3.40-

3.54 (m, 4H, H13, H16), 3.59-3.68 (m, 2H, H11), 3.93-3.99 (m, 4H, H14, H15), 3.91-4.19 (m, 4H, CH2-O), 5.11 

(s, 2H, CH2-Ph), 6.17 (s, 1H, H1), 7.22 (d, J = 8.8 Hz, 1H, H4), 7.29-7.43 (m, 6H, HPh, H5) ppm  

13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 16.4 (C9), 20.8 (C10), 47.1 (C12), 60.2 (C13, C16), 60.6 (C14, C15), 64.6 (C11), 65.8 

(CH2-O), 70.7 (CH2-Ph), 81.8 (C7), 86.4 (C8), 100.7 (C1), 120.6 (q, J = 320 Hz, CF3), 120.6 (C4), 127.6 (CPh), 

128.5 (CPh), 128.8 (CPh), 129.0 (C5), 134.1 (C6), 135.7 (CPh/quat.), 146.3 (C2), 153.1 (C3) ppm  

4-(5-(6-(1,3-dioxolan-2-yl)-5-hydroxypyridin-2-yl)pentyl)-4-methylmorpholin-4-ium 

trifluoromethanesulfonate (38) 

 

The benzylated compound 37 (1.55 g, 2.7 mmol, 1.0 equiv) was dissolved in MeOH (27 mL) and Pd(OH)2 

(20%) (379 mg, 0.54 mmol, 0.2 equiv) was added under argon. The solution was submitted to three 

cycles of reduced pressure followed by a H2 filling. The solution was stirred under H2 for 1h10 with a 

regular TLC control to avoid the formation of the secondary product.  

The solution was filtered on a celite pad with DCM/MeOH (1/1 v/v) and concentrated under reduced 

pressure. The crude reaction product was purified by flash chromatography (DCM/MeOH 10/0→9/1 

v/v) to yield the phenol 38 (985 mg, mixture) as a very viscous colourless oil.  
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Rf = 0.38 (DCM/MeOH 8/2 v/v). MS (ESI+) m/z (%): 337 (100) [M]+, 369 (10) [M+MeOH]+. HRMS (ESI+) 

m/z: [M]+ calcd for [C18H29N2O4]+ 337.2122, found 337.2125. 

1H NMR (300 MHz, CDCl3 (+MeOD)) δ 1.30 (quint, J = 7.4 Hz, 2H, H9), 1.58-1.72 (m, 4H, H8, H10), 2.63 (t, 

J = 7.4 Hz, 2H, H7), 3.05 (s, 3H, H12), 3.22-3.28 (m, 2H, H11), 3.29-3.35 (m, 4H, H13, H16), 3.82-3.90 (m, 

4H, H14, H15), 3.95-4.18 (m, 4H, CH2-O) 5.85 (s, 1H, H1), 7.00 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H5), 7.09 (d, J = 8.4 Hz, 

1H, H4) ppm  

13C NMR (75 MHz, CDCl3 (+MeOD)) δ 20.9 (C10), 25.3 (C9), 28.9 (C8), 36.0 (C7), 46.4 (C12), 59.8 (C13, C16), 

60.5 (C14, C15), 65.2 (CH2-O), 65.8 (C11), 103.5 (C1), 120.3 (q, J = 317 Hz, CF3), 124.7 (C5), 125.7 (C4), 138.9 

(C2), 150.8 (C3), 152.2 (C6) ppm  

4-(5-(5-hydroxy-6-((hydroxyimino)methyl)pyridin-2-yl)pentyl)-4-methylmorpholin-4-ium 

trifluoromethanesulfonate (26, PDG-036) 

 

The general procedure F was carried out on the acetal 38 (985 mg, mixture). The flash chromatography 

(DCM/MeOH 10/0→9/1 v/v) yielded the aldehyde 40 (658 mg, mixture) as a colourless viscous oil 

which darkens to the concentration.  

Rf = 0.24 (DCM/MeOH 8/2 v/v). MS (ESI+) m/z (%): 293 (100) [M]+. HRMS (ESI+) m/z: [M]+ calcd for 

[C16H25N2O3]+ 293.1865, found 293.1864. 

The general procedure G was carried out on this aldehyde 40 (658 mg, mixture) to yield after two 

purifications by flash chromatography (DCM/MeOH 10/0→9/1 v/v) the oxime 26 (PDG-036) (265 mg, 

22% over three steps, from 38) as a clear yellow solid. 

Rf = 0.35 (DCM/MeOH 8/2 v/v). MS (ESI+) m/z (%): 308 (100) [M]+. HRMS (ESI+) m/z: [M]+ calcd for 

[C16H26N3O3]+ 308.1969, found 308.1980. 

1H NMR (300 MHz, MeOD) δ 1.42 (quint, J = 7.5 Hz, 2H, H9), 1.70-1.89 (m, 4H, H8, H10), 2.75 (t, J = 7.5 

Hz, 2H, H7), 3.19 (s, 3H, H12), 3.40-3.54 (m, 6H, H13, H16, H11), 3.95-4.02 (m, 4H, H14, H15), 7.17 (d, J = 8.5 

Hz, 1H, H5), 7.27 (d, J = 8.5 Hz, 1H, H4), 8.28 (s, 1H, H1) ppm  
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13C NMR (75 MHz, MeOD) δ 22.2 (C10), 26.7 (C9), 30.4 (C8), 37.3 (C7), 47.1 (C12), 60.9 (C13, C16), 61.5 (C14, 

C15), 66.5 (C11), 121.7 (q, J = 320 Hz, CF3), 125.4 (C5), 126.0 (C4), 136.2 (C2), 152.7 (C1), 153.7 (C3), 154.2 

(C6) ppm  

4-(5-(5-hydroxy-6-((hydroxyimino)methyl)pyridin-1-ium-2-yl)pentyl)-4-methylmorpholin-4-ium 

acetate (PDG-036A) 

 

The triflate salt of 26 (30 mg, 66 μmol) was purified by inverse preparative chromatography (Method 

I), yielding the acetate salt PDG-036A (10 mg, 23 μmol) as a hygroscopic orange solid. 

HPLC (Method B) tr (min), relative area (%) : 9.563, 97.84.  

1H NMR (300 MHz, MeOD) δ 1.42 (quint, J = 7.5 Hz, 2H, H9), 1.70-1.89 (m, 4H, H8, H10), 1.91 (s, 6H, 

CH3CO2
-), 2.77 (t, J = 7.7 Hz, 2H, H7), 3.18 (s, 3H, H12), 3.40-3.54 (m, 6H, H13, H16, H11), 3.95-4.02 (m, 4H, 

H14, H15), 7.17 (d, J = 8.5 Hz, 1H, H5), 7.28 (d, J = 8.5 Hz, 1H, H4), 8.28 (s, 1H, H1) ppm  

13C NMR (75 MHz, MeOD) δ 22.2 (C10), 23.7 (CH3CO2
-), 26.7 (C9), 30.4 (C8), 37.3 (C7), 47.1 (C12), 60.9 (C13, 

C16), 61.5 (C14, C15), 66.5 (C11), 125.4 (C5), 126.0 (C4), 136.4 (C2), 152.7 (C1), 153.9 (C3), 154.2 (C6) 179.4 

(CO2
-) ppm  

4-(5-(5-hydroxy-6-((hydroxyimino)methyl)pyridin-2-yl)pentyl)-4-methyl-4λ5-morpholino 

trifluoromethanesulfonate methanesulfonate (PDG-036 MsOH) 

 

The general procedure H was carried out on the oxime 26 (176 mg, 0.39 mmol) to yield the 

methanesulfonate salt PDG-036 MsOH (217 mg) as a yellow solid. 1.1 equivalent of methanesulfonic 

acid were added according to the NMR integration and the difference of mass measured.  
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LC-MS (ESI+) (Method H) tr (min), relative area (%), m/z : 1.957, 7.53, 308 [M]+ ; 2.130, 92.36, 308 [M]+. 

Purity : 99.89%.  

1H NMR (300 MHz, MeOD) δ 1.50 (quint, J = 7.5 Hz, 2H, H9), 1.77-1.96 (m, 4H, H8, H10), 2.73 (s, 3H, CH3-

S), 3.05 (t, J = 7.6 Hz, 2H, H7), 3.21 (s, 3H, H12), 3.40-3.59 (m, 6H, H13, H16, H11), 3.92-4.06 (m, 4H, H14, 

H15), 7.79 (d, J = 8.9 Hz, 1H, H5), 7.98 (d, J = 8.9 Hz, 1H, H4), 8.45 (s, 1H, H1) ppm  

13C NMR (75 MHz, MeOD) δ 22.0 (C10), 26.4 (C9), 29.8 (C8), 32.9 (C7), 39.6 (CH3-S), 47.2 (C12), 60.9 (C13, 

C16), 61.5 (C14, C15), 66.2 (C11), 121.7 (q, J = 319 Hz, CF3), 128.8 (C5), 132.4 (C2), 134.7 (C4), 140.9 (C1), 

150.6 (C6), 154.6 (C3) ppm  

1-(pent-4-yn-1-yl)quinuclidin-1-ium trifluoromethanesulfonate (41) 

 

The general procedure I was carried out on 4-pentyn-1-ol 5b (1.26 mL, 13.5 mmol) and quinuclidine 

(1.27 g, 11.5 mmol) to yield after a flash chromatography (DCM/MeOH 10/0→9/1 v/v) the ammonium 

41 (3.55 g, 85%) as a white crystalline solid. 

Rf = 0.53 (DCM/MeOH 9/1 v/v). MS (ESI+) m/z (%): 178 (100) [M]+. HRMS (ESI+) m/z: [M+H]+ calcd for 

[C12H20N]+ 178.1590, found 178.1595. 

1H NMR (300 MHz, CDCl3 (+MeOD)) δ 1.75-1.86 (m, 2H, H2), 1.86-1.96 (m, 6H, H7, H12, H9), 2.00 (t, J = 

2.5 Hz, 1H, H5), 2.10 (sept, J = 3.1 Hz, H8), 2.21 (td, J = 6.6 Hz, 2.5 Hz, 2H, H3), 3.10-3.20 (m, 2H, H1), 

3.28-3.36 (m, 6H, H6, H11, H10) ppm  

13C NMR (75 MHz, CDCl3 (+MeOD)) δ 15.4 (C3), 19.2 (C8), 20.9 (C2), 23.6 (C7, C12, C9), 54.9 (C6, C11, C10), 

63.3 (C1), 70.6 (C5), 81.2 (C4), 120.3 (q, J = 320 Hz, CF3) ppm  

1-(5-(5-(benzyloxy)-6-(1,3-dioxolan-2-yl)pyridin-2-yl)pent-4-yn-1-yl)quinuclidin-1-ium 

trifluoromethanesulfonate (42) 

 



 

 

PARTIE EXPERIMENTALE 357 

 

The general procedure J was carried out on the brominated compound 8 (2.66 g, 7.9 mmol) and the 

alkyne 41 (2.59 g, 7.9 mmol) to yield after a flash chromatography (DCM/MeOH 10/0→8/2 v/v) the 

desired product 42 (3.10 g, 67%) as a foamy brown solid. 

Rf = 0.55 (DCM/MeOH 8/2 v/v). MS (ESI+) m/z (%): 433 (100) [M]+. HRMS (ESI+) m/z: [M]+ calcd for 

[C27H33N2O3]+ 423.2486, found 433.2478. 

1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 1.79-1.97 (m, 8H, H10, H13, H15, H18), 2.01-2.09 (m, 1H, H14), 2.44 (t, J = 6.3 

Hz, 2H, H9), 3.18-3.27 (m, 2H, H11), 3.30-3.41 (m, 6H, H12, H16, H17), 3.86-3.96 (m, 2H, CH2-O), 4.01-4.10 

(m, 2H, CH2-O), 5.03 (s, 2H, CH2-Ph), 6.11 (s, 1H, H1), 7.20 (d, J = 8.7 Hz, 1H, H4), 7.24-7.40 (m, 6H, H5, 

HPh) ppm  

13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 16.4 (C9), 19.1 (C14), 21.0 (C10), 23.6 (C13, C15, C18), 54.7 (C12, C16, C17), 63.2 

(C11), 65.6 (CH2-O), 70.4 (CH2-Ph), 81.5 (C7), 86.1 (C8), 100.8 (C1), 120.4 (C4), 120.7 (q, J = 322 Hz, CF3), 

127.4 (CPh), 128.2 (CPh), 128.6 (CPh), 128.9 (C5), 134.0 (C6), 135.5 (CPh/quat.), 146.1 (C2), 152.8 (C3) ppm  

1-(5-(5-hydroxy-6-((hydroxyimino)methyl)pyridin-2-yl)pentyl)quinuclidin-1-ium 

trifluoromethanesulfonate (29, PDG-121) 

 

The benzylated compound 42 (1.61 g, 2.76 mmol, 1.0 equiv) was dissolved in dry ACN (28 mL) and 

Pd(OH)2 (20%) (582 mg, 0.83 mmol, 0.3 equiv) was added under argon. The solution was submitted to 

three cycles of reduced pressure followed by a H2 filling. The solution was stirred under H2 for 24 h 

with a regular TLC control to avoid the formation of the secondary product.  

The solution was filtered on a celite pad with DCM/MeOH (1/1 v/v) and concentrated under reduced 

pressure to yield the phenol 43 (1.24 g, mixture) as a very viscous yellow oil.  

Rf = 0.50 (DCM/MeOH 8/2 v/v). MS (ESI+) m/z (%): 347 (100) [M]+, 379 (20) [M+MeOH]+. HRMS (ESI+) 

m/z: [M]+ calcd for [C20H31N2O3]+ 347.2329, found 347.2341. 

The general procedure F was carried out on the acetal 43 (1.24 g, mixture). The flash chromatography 

(DCM/MeOH 100/0→94/6 v/v) yielded the aldehyde 44 (837 mg, mixture) as a viscous yellow oil which 

darkens to the concentration.  
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Rf = 0.37 (DCM/MeOH 8/2 v/v). MS (ESI+) m/z (%): 303 (100) [M]+. HRMS (ESI+) m/z: [M]+ calcd for 

[C18H27N2O2]+ 303.2067, found 303.2078. 

The general procedure G was carried out on this aldehyde 44 (837 mg) to yield after a flash 

chromatography (DCM/MeOH 100/0→94/6 v/v) the oxime 29 (PDG-121) (578 mg, 16% over three 

steps, from 42) as a crystalline white solid. 

Rf = 0.58 (DCM/MeOH 8/2 v/v). MS (ESI+) m/z (%): 318 (100) [M]+. HRMS (ESI+) m/z: [M]+ calcd for 

[C18H28N3O2]+ 318.2176, found 318.2179. 

1H NMR (300 MHz, MeOD) δ 1.37 (quint, J = 7.7 Hz, 2H, H9), 1.76 (quint, J = 7.7 Hz, 4H, H10, H8), 1.92-

2.05 (m, 6H, H13, H15, H18), 2.15 (sept, J = 3.3 Hz, 1H, H14), 2.75 (t, J = 7.7 Hz, 2H, H7), 3.05-3.15 (m, 2H, 

H11), 3.36-3.46 (m, 6H, H12, H16, H17), 7.17 (d, J = 8.5 Hz, 1H, H5), 7.28 (d, J = 8.5 Hz, 1H, H4), 8.28 (s, 1H, 

H1) ppm  

13C NMR (75 MHz, MeOD) δ 20.8 (t, J = 4 Hz, C14), 22.8 (C10), 24.8 (C13, C15, C18), 27.0 (C9), 30.5 (C8), 37.4 

(C7), 55.7 (br t, J = 3 Hz, C12, C16, C17), 65.4 (t, J = 3 Hz, C11), 121.8 (q, J = 320 Hz, CF3), 125.4 (C5), 126.1 

(C4), 136.3 (C2), 152.8 (C1), 153.8 (C3), 154.3 (C6) ppm  

1-(5-(5-hydroxy-6-((hydroxyimino)methyl)pyridin-2-yl)pentyl)-1λ5-azabicyclo[2.2.2]octan-1-yl 

trifluoromethanesulfonate methanesulfonate (PDG-121 MsOH) 

 

The general procedure H was carried out on the oxime 29 (75 mg, 0.16 mmol) to yield the 

methanesulfonate salt PDG-121 MsOH (87 mg) as a colourless solid. 1.0 equivalent of methanesulfonic 

acid were added according to the NMR integration and the difference of mass measured.  

LC-MS (ESI+) (Method E) tr (min), relative area (%), m/z : 2.107, 1.45, 318 [M]+ ; 2.197, 97.62, 318 [M]+. 

Purity : 99.07%.  

1H NMR (300 MHz, MeOD) δ 1.45 (quint, J = 7.6 Hz, 2H, H9), 1.73-1.90 (m, 4H, H10, H8), 1.92-2.05 (m, 

6H, H13, H15, H18), 2.16 (sept, J = 3.2 Hz, 1H, H14), 2.72 (s, 3H, CH3-S), 3.04 (t, J = 7.8 Hz, 2H, H7), 3.10-

3.20 (m, 2H, H11), 3.39-3.50 (m, 6H, H12, H16, H17), 7.78 (d, J = 8.9 Hz, 1H, H5), 7.98 (d, J = 8.9 Hz, 1H, H4), 

8.45 (s, 1H, H1) ppm  
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13C NMR (75 MHz, MeOD) δ 20.8 (br t, J = 4 Hz, C14), 22.7 (C10), 24.8 (C13, C15, C18), 26.8 (C9), 30.0 (C8), 

33.0 (C7), 39.6 (CH3-S), 55.7 (br s, C12, C16, C17), 65.2 (br s, C11), 121.7 (q, J = 320 Hz, CF3), 128.8 (C5), 

132.8 (C2), 134.7 (C4), 140.7 (C1), 150.7 (C6), 154.7 (C3) ppm  

1-(but-3-yn-1-yl)quinuclidin-1-ium trifluoromethanesulfonate (45) 

 

The general procedure I was carried out on 4-butyn-1-ol 5a (1.02 mL, 13.5 mmol) and quinuclidine 

(1.43 g, 12.8 mmol) to yield after a flash chromatography (DCM/MeOH 100/0→96/4 v/v) the 

ammonium 45 (3.50 g, 83%) as a white solid. 

Rf = 0.36 (DCM/MeOH 95/5 v/v). MS (ESI+) m/z (%): 164 (100) [M]+. HRMS (ESI+) m/z: [M+H]+ calcd for 

[C11H18N]+ 164.1434, found 164.1430. 

1H NMR (300 MHz, MeOD) δ 1.95-2.07 (m, 6H, H6, H11, H8), 2.17 (sept, J = 3.3 Hz, 1H, H7), 2.56 (t, J = 2.6 

Hz, 1H, H4), 2.76 (td, J = 7.4 Hz, 2.6 Hz, 2H, H2), 3.36 (t, J = 7.4 Hz, 2H, H1), 3.44-3.54 (m, 6H, H5, H10, H9) 

ppm  

13C NMR (75 MHz, MeOD) δ 13.7 (C2), 20.7 (C7), 24.7 (C6, C11, C8), 55.9 (C5, C10, C9), 63.3 (C1), 73.0 (C4), 

79.7 (C3), 121.7 (q, J = 318 Hz, CF3) ppm  

1-(4-(6-(1,3-dioxolan-2-yl)-5-hydroxypyridin-2-yl)butyl)quinuclidin-1-ium trifluoromethanesulfonate 

(47) 

 

The general procedure J was carried out on the brominated compound 8 (1.38 g, 4.1 mmol) and the 

alkyne 45 (1.16 g, 3.7 mmol) to yield after a flash chromatography (DCM/MeOH 100/0→95/5 v/v) a 

mixture (412 mg) of the desired product 46 and a by-product of the quinuclidine (25% according to the 

NMR) as a foamy brown solid. 
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Rf = 0.44 (DCM/MeOH 9/1 v/v). MS (ESI+) m/z (%): 419 (100) [M]+. HRMS (ESI+) m/z: [M]+ calcd for 

[C26H31N2O3]+ 419.2329, found 419.2332. 

This mixture (505 mg) containing the benzylated compound 46 was dissolved in ACN (7 mL) in a Teflon 

vessel of a hydrogenation reactor. Pd(OH)2 (20%) (92 mg, 0.13 mmol) was added under argon and the 

reactor was closed. The reactor was subjected to three cycles vacuum-hydrogen and finally filled with 

hydrogen at 10 Bar. The solution was stirred under H2 for 7 h with a TLC control.  

The solution was filtered on a celite pad with DCM/MeOH (1/1 v/v) and concentrated under reduced 

pressure to yield after a flash chromatography (DCM/MeOH 10/0→9/1 v/v) the phenol 47 (148 mg, 

mixture) as a clear yellow oil.  

Rf = 0.63 (DCM/MeOH 8/2 v/v). MS (ESI+) m/z (%): 333 (45) [M]+, 365 (15) [M+MeOH]+. HRMS (ESI+) 

m/z: [M]+ calcd for [C19H29N2O3]+ 333.2173, found 333.2177. 

1H NMR (300 MHz, MeOD) δ  1.60-1.79 (m, 4H, H8, H9), 1.88-2.02 (m, 6H, H12, H17, H14), 2.12 (sept, J = 

3.2 Hz, 1H, H13), 2.70-2.82 (m, 2H, H7), 3.07-3.17 (m, 2H, H10), 3.32-3.41 (m, 6H, H11, H16, H15), 3.95-4.29 

(m, 4H, CH2-O), 6.05 (s, 1H, H1), 7.18 (d, J = 8.5 Hz, 1H, H5), 7.22 (d, J = 8.5 Hz, 1H, H4) ppm  

13C NMR (75 MHz, MeOD) δ 20.7 (br t, J = 4 Hz, C13), 22.2 (C9), 24.7 (C12, C14, C17), 27.8 (C8), 36.4 (C7), 

55.6 (br s, C11, C16, C15), 65.1 (br s, C10), 66.5 (CH2-O), 102.0 (C1), 121.8 (q, J = 318 Hz, CF3), 125.9 (C5), 

126.3 (C4), 142.3 (C2), 152.3 (C3), 152.7 (C6) ppm  

1-(4-(5-hydroxy-6-((hydroxyimino)methyl)pyridin-2-yl)butyl)quinuclidin-1-ium 

trifluoromethanesulfonate (28, PDG-087) 

 

The general procedure F was carried out on the acetal 47 (148 g, mixture). The flash chromatography 

(DCM/MeOH 100/0→9/1 v/v) yielded a mixture (95 mg) of a secondary product (33% according to the 

NMR) and the aldehyde 48 as a very clear yellow solid.  

Rf = 0.49 (DCM/MeOH 8/2 v/v) from the reaction mixture H2O/HCO2H. MS (ESI+) m/z (%): 289 (100) 

[M]+. HRMS (ESI+) m/z: [M]+ calcd for [C17H25N2O2]+ 289.1911, found 289.1918. 
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The general procedure G was carried out on this mixture (95 mg) containing the aldehyde 48 to yield 

after a flash chromatography (DCM/MeOH 10/0→9/1 v/v) the oxime 28 (PDG-087) (59 mg) as a very 

clear yellow crystalline solid. 

Rf = 0.51 (DCM/MeOH 8/2 v/v). MS (ESI+) m/z (%): 304 (100) [M]+. HRMS (ESI+) m/z: [M]+ calcd for 

[C17H26N3O2]+ 304.2020, found 304.2023. 

1H NMR (300 MHz, MeOD) δ 1.65-1.81 (m, 4H, H8, H9), 1.92-2.04 (m, 6H, H12, H17, H14), 2.15 (sept, J = 

3.2 Hz, 1H, H13), 2.72-2.85 (m, 2H, H7), 3.09-3.22 (m, 2H, H10), 3.36-3.45 (m, 6H, H11, H16, H15), 7.18 (d, J 

= 8.5 Hz, 1H, H5), 7.28 (d, J = 8.5 Hz, 1H, H4), 8.28 (s, 1H, H1) ppm  

13C NMR (75 MHz, MeOD) δ 20.8 (C13), 22.5 (C9), 24.8 (C12, C14, C17), 27.8 (C8), 36.8 (C7), 55.7 (C11, C15, 

C16), 65.2 (C10), 121.8 (q, J = 320 Hz, CF3), 125.5 (C5), 126.1 (C4), 136.4 (C2), 152.8 (C1), 153.6 (C3), 153.9 

(C6) ppm  

1-(4-(5-hydroxy-6-((hydroxyimino)methyl)pyridin-2-yl)butyl)-1λ5-azabicyclo[2.2.2]octan-1-yl 

trifluoromethanesulfonate methanesulfonate (PDG-087 MsOH) 

 

The general procedure H was carried out on the oxime 28 (23 mg, 0.05 mmol) to yield the 

methanesulfonate salt PDG-087 MsOH (28 mg) as a clear yellow solid. 1.2 equivalent of 

methanesulfonic acid were added according to the NMR integration and the difference of mass 

measured.  

LC-MS (ESI+) (Method H) tr (min), relative area (%), m/z : 2.290, 2.31, 304 [M]+ ; 2.487, 97.69, 304 [M]+. 

Purity : 100%.  

1H NMR (300 MHz, MeOD) δ 1.71-1.92 (m, 4H, H8, H9), 1.93-2.07 (m, 6H, H12, H17, H14), 2.10-2.20 (m, 

1H, H13), 2.72 (s, 3H, CH3-S), 3.08 (t, J = 6.6 Hz, 2H, H7), 3.15-3.25 (m, 2H, H10), 3.39-3.49 (m, 6H, H11, 

H16, H15), 7.79 (d, J = 8.9 Hz, 1H, H5), 7.98 (d, J = 8.9 Hz, 1H, H4), 8.46 (s, 1H, H1) ppm  
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13C NMR (75 MHz, MeOD) δ 20.8 (C13), 22.6 (C9), 24.8 (C12, C14, C17), 27.3 (C8), 32.7 (C7), 39.6 (CH3-S), 

55.8 (C11, C15, C16), 64.8 (C10), 121.7 (q, J = 320 Hz, CF3), 128.8 (C5), 133.0 (C2), 134.7 (C4), 140.7 (C1), 

149.9 (C6), 154.8 (C3) ppm  

1-(but-3-yn-1-yl)-1,4-dimethyl-1λ5-piperazin-1-yl trifluoromethanesulfonate (49) 

 

The general procedure I was carried out on 4-butyn-1-ol 5a (0.70 mL, 7.6 mmol) and N,N-

dimethylpiperazine (0.97 mL, 7.2 mmol) to yield after a flash chromatography (DCM/MeOH 10/0→9/1 

v/v) the ammonium 49 (1.84 g, 81%) as a white solid. 

Rf = 0.41 (DCM/MeOH 9/1 v/v). MS (ESI+) m/z (%): 167 (100) [M]+. HRMS (ESI+) m/z: [M+H]+ calcd for 

[C10H19N2]+ 167.1543, found 167.1545. 

1H NMR (300 MHz, MeOD) δ 2.40 (s, 3H, H8), 2.59 (t, J = 2.7 Hz, 1H, H4), 2.69-2.90 (m, 6H, H2, H7, H9), 

3.17 (s, 3H, H5), 3.48-3.60 (m, 4H, H6, H10), 3.64 (t, J = 7.3 Hz, 2H, H1) ppm 

13C NMR (75 MHz, MeOD) δ 13.6 (C2), 45.1 (C8), 47.4 (C5), 49.1 (C7, C9), 61.6 (C6, C10), 63.7 (C1), 73.4 (C4), 

79.5 (C3), 121.7 (q, J = 318 Hz, CF3) ppm 

1-(4-(5-(benzyloxy)-6-(1,3-dioxolan-2-yl)pyridin-2-yl)but-3-yn-1-yl)-1,4-dimethyl-1λ5-piperazin-1-yl 

trifluoromethanesulfonate (50) 

 

The general procedure J was carried out on the brominated compound 8 (425 mg, 1.26 mmol) and the 

alkyne 49 (400 mg, 1.26 mmol) during only 6 h, to yield after a flash chromatography (DCM/MeOH 

100/0→75/25 v/v) the desired product 50 (352 mg, 86%) as a very viscous brown oil. 

Rf = 0.57 (DCM/MeOH 7/3 v/v).  
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1H NMR (300 MHz, MeOD) δ 2.41 (s, 3H, H14), 2.70-2.93 (m, 4H, H13, H15), 3.10 (t, J = 7.1 Hz, 2H, H9), 

3.23 (s, 3H, H11), 3.51-3.63 (m, 4H, H12, H16), 3.74 (t, J = 7.1 Hz, 2H, H10), 3.92-4.15 (m, 4H, CH2-O), 5.20 

(s, 2H, CH2-Ph), 6.12 (s, 1H, H1), 7.30-7.50 (m, 7H, HPh, H4, H5) ppm  

13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 14.4 (C9), 45.1 (C14), 48.0 (C11), 49.2 (C13, C15), 61.8 (C12, C16), 63.7 (C10), 66.8 

(CH2-O), 71.8 (CH2-Ph), 83.1 (C7), 84.3 (C8), 101.6 (C1), 121.8 (q, J = 318 Hz, CF3), 122.3 (C4 or C5), 128.8 

(CPh), 129.4 (C4 or C5), 129.7 (CPh), 130.1 (CPh), 134.5 (C6), 137.3 (CPh), 147.7 (C2), 155.2 (C3) ppm 

1-(5-chloro-2,4-dimethoxyphenyl)-3-(5-methylisoxazol-3-yl)urea (PNU-120596) 

 

The general procedure K was carried out on the carboxylic acid 89 (1.30 g, 10.2 mmol). The crude 

reaction product was purified with a flash chromatography (cyclohexane/EtOAc 10/0→2/3 v/v) and 

the product obtained, not yet pure, was then poured in Et2O/ACN/THF (30 mL/8mL/4mL v/v/v) and 

heated at 65 °C. The mixture was then cooled to 0 °C and filtered with Et2O/ACN/THF (10/1.5/0.5) to 

yield the urea product PNU-120596 (997 mg, 61%) as a white solid. 

Rf = 0.53 (PE/EtOAc 2/3 v/v). MS (ESI+) m/z (%): 312 (100) [M+H]+, 357 (20) [M+EtNH3]+, 375 (40) 

[M+Na+MeCN]+. HRMS (ESI+) m/z: [M+H]+ calcd for [C13H15
35ClN3O4]+ 312.0751, found 312.0753. 

LC-MS (ESI+) (Method D) tr (min), relative area (%), m/z : 5.673, 99.78, 312 [M+H]+.  

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 2.35 (br s, 3H, H5), 3.86 (s, 3H, OMe), 3.92 (s, 3H, OMe), 6.48 (s, 1H, 

H3), 6.86 (s, 1H, H8), 8.11 (s, 1H, H11), 8.59 (s, 1H, NH-C6), 9.90 (s, 1H, NH-C2) ppm 

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) δ 12.1 (C5), 56.5 (OMe), 95.4 (C3), 98.1 (C8), 111.4 (C10), 119.7 (C11), 121.6 

(C6), 147.9 (C7), 150.1 (C9), 151.2 (C1), 158.6 (C2), 169.2 (C4) ppm 

Spectroscopic data are in good agreement with the reference :  Kulkarni, A. R.; Garai, S.; Thakur, G. A. 

Scalable, One-Pot, Microwave-Accelerated Tandem Synthesis of Unsymmetrical Urea Derivatives. J. 

Org. Chem. 2017, 82 (2), 992–999. 
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5-(benzyloxy)-6-(1,3-dioxolan-2-yl)picolinic acid (90) 

 

Method 1 : : Formic acid (0.035 mL, 1.19 mmol, 2.0 équiv) and acetic anhydride (0.11 mL, 1.19 mmol, 

2.0 équiv) are stirred together at 30 °C 1h30. The brominated compound 8 (200 mg, 0.59 mmol, 1.0 

equiv), Pd(OAc)2 (2.7 mg, 0.01 mmol, 0.02 equiv) and xantphos (6.9 mg, 0.01 mmol, 0.02 equiv) were 

dissolved in dry toluene (1.2 mL) in a dry pressurized reaction flask (5 mL) under argon. Triethylamine 

(0.16 mL, 1.19 mmol, 2.0 equiv), tert-butanol (0.16 mL, 1.77 mmol, 3.0 equiv) were added. The flask 

was sealed with a septum the anhydride mixture was added through the septum. The solution was 

stirred at 75°C 2 h and at r.t. overnight. 

The crude reaction product was purified with a flash chromatography (DCM/MeOH 10/0→9/1 v/v) to 

yield the carboxylic acid 90 (96 mg, 54%) as an orange foamy solid. 

Method 2 : The brominated compound 8 (1.70 g, 5.06 mmol, 1.0 equiv), oxalic acid dihydrate (1.92 g, 

15.2 mmol, 3.0 equiv), Pd(OAc)2 (57 mg, 0.25 mmol, 0.05 equiv) and xantphos (145 mg, 0.25 mmol, 

0.05 equiv) were dissolved in dry toluene (25 mL) in a dry pressurized reaction flask (100 mL) under 

argon. Triethylamine (3.48 mL, 25.8 mmol, 5.1 equiv), tert-butanol (2.58 mL, 27.8 mmol, 5.5 equiv), 

and acetic anhydride (1.44 mL, 15.2 mmol, 3.0 equiv) were successively and rapidly added in this order 

without stirring, and the flask was then rapidly sealed. The solution was stirred at 75°C overnight.  

The solution was filtered over celite with DCM and concentrated under reduced pressure. The crude 

reaction product was dissolved in DCM (50 mL) and extracted with a 1M NaHCO3 solution (51 mL, 10 

equiv) thrice and water twice. The potential precipitate was added in the aqueous phase. The gathered 

aqueous phases were acidified firstly with concentrated HCl (37%, 12M) (12.7 mL, 30 equiv) under 

vigorous stirring and then with HCl 10% until the pH was moderately acidic. The aqueous phase was 

extracted with DCM 5 times and the gathered organic phases were dried over Na2SO4, filtered and 

concentrated under reduced pressure to yield a mixture (1.41 g) as an orange foamy solid, containing 

the carboxylic acid 90 and 29% of a by-product with the acetal function degraded, according to the 1H 

NMR analyse. 
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Rf = 0.59 (DCM/MeOH 9/1 v/v). MS (ESI+) m/z (%): 302 (100) [M+H]+. HRMS (ESI+) m/z: [M+H]+ calcd 

for [C16H16NO5]+ 302.1023, found 336.1034. 

1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 4.00-4.20 (m, 4H, CH2-O), 5.22 (s, 2H, CH2-Ph), 6.29 (s, 1H, H1), 7.30-7.46 

(m, 6H, HPh, H4), 8.15 (d, J = 8.6 Hz, 1H, H5), 9.40 (br s, 1H, COOH) ppm 

13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 66.1 (CH2-O), 71.1 (CH2-Ph), 100.5 (C1), 120.9 (C4 or C5), 126.1 (C4 or C5), 

127.6 (CPh/ortho), 128.8 (CPh/para), 128.9 (CPh/meta), 135.0 (CPh/quat.), 137.4 (C6), 145.7 (C2), 157.0 (C3), 16.2 

(C7) ppm 

1-(5-(benzyloxy)-6-(1,3-dioxolan-2-yl)pyridin-2-yl)-3-(5-chloro-2,4-dimethoxyphenyl)urea (91) 

 

The general procedure K was carried out on the carboxylic acid 90 (85 mg, 0.28 mmol) with the 

cessation of heating only 10 min after the end of the gaseous emission. The crude reaction product 

was purified with a flash chromatography (cyclohexane/EtOAc 10/0→5/5 v/v) to yield the urea product 

91 (27 mg, 29%) as a white solid. 

Rf = 0.51 (cyclohexane/EtOAc 2/3 v/v). MS (ESI+) m/z (%):  486 (100) [M+H]+. HRMS (ESI+) m/z: [M+H]+ 

calcd for [C24H25
35ClN3O6]+ 486.1426, found 486.1430. 

1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 3.90 (br s, 6H, CH3-O), 3.92-4.15 (m, 4H, CH2-O), 5.09 (s, 2H, CH2-Ph), 6.21 

(s, 1H, H1), 6.55 (s, 1H, H10), 6.96 (d, J = 8.8 Hz, 1H, H5), 7.23-7.46 (m, 7H, H4, HPh), 8.27 (s, 1H, H13), 8.96 

(s, 1H, NH-C8), 11.1 (s, 1H, NH-C6) ppm 

13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 56.2 (CH3-O), 56.9 (CH3-O), 66.1 (CH2-O), 71.8 (CH2-Ph), 97.3 (C10), 103.0 

(C1), 113.6 (C5), 113.7 (C8 or C12), 122.2 (C8 or C12), 123.0 (C13), 125.8 (C4), 127.8 (CPh/ortho), 128.4 (CPh/para), 

128.8 (CPh/meta), 136.4 (CPh/quat.), 142.6 (C2), 146.0 (C6), 148.9 (C3), 149.1 (C9 or C11), 151.1 (C9 or C11), 

153.7 (C7) ppm 
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Methyl 6-bromo-3-((2-nitrobenzyl)oxy)picolinate (100) 

 

Method 1 : The general procedure A was carried out on the phenol 10 (300 mg, 1.29 mmol) for 3h30 

to yield after a flash chromatography (DCM/cyclohexane 15/85→90/10 v/v + 2% EtOAc) the benzylated 

product 100 (410 mg, 87%) as a white solid. 

Method 2 : The phenol 10 (10.0 g, 43.1 mmol, 1.0 equiv) was dissolved in dry DMF (172 mL) under 

argon and K2CO3 (17.83 g, 129 mmol, 3.0 equiv) and 2-nitrobenzyl bromide (19.55 g, 91 mmol, 2.1 

equiv) were added. The heterogeneous mixture was stirred at 60°C 4h30. 

The mixture was filtered and crystallized overnight in the DMF. The solution was filtered and the filtrate 

was concentrated by half to carry out a second crystallization followed by a filtration. This second batch 

of product being not pure, it was purified with a flash chromatography (DCM/cyclohexane 

15/85→90/10 v/v + 2% EtOAc) and gathered with the first batch to yield the benzylated product 100 

(13.62 g, 86%) as a white solid. 

Rf = 0.19 (DCM/cyclohexane 1/1 v/v). MS (ESI+) m/z (%):  367 (100) [C14H11
79BrN2O5+H]+, 369 (99) 

[C14H11
81BrN2O5+H]+. HRMS (ESI+) m/z: [M+H]+ calcd for [C14H12

79BrN2O5]+ 366.9930, found 366.9926. 

1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 3.99 (s, 3H, OCH3), 5.57 (s, 2H, H7), 7.39 (d, J = 8.8 Hz, 1H, H4), 7.50-7.57 

(m, 1H, H11), 7.62 (d, J = 8.8 Hz, 1H, H5), 7.77 (td, J = 7.8 Hz, 1.1 Hz, 1H, H10), 8.14 (dd, J = 7.8 Hz, 1.1 Hz, 

1H, H9), 8.21 (dd, J = 8.2 Hz, 1.1 Hz, 1H, H12) ppm  

13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 53.0 (OCH3), 68.2 (C7), 124.7 (C4), 125.2 (C12), 128.7 (C9), 128.9 (C11), 131.7 

(C6), 132.0 (C5), 132.3 (C8), 134.8 (C10), 139.0 (C2), 146.5 (C13), 154.0 (C3), 163.8 (C1) ppm  
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6-(methoxycarbonyl)-5-((2-nitrobenzyl)oxy)picolinic acid (101) 

 

A solution of formic acid (1.62 mL) and acetic anhydride (5.19 mL) was stirred at 30°C for 2 hours. The 

brominated compound 100 (2.52 g, 6.86 mmol, 1.0 equiv), Pd(OAc)2 (46 mg, 0.20 mmol, 0.03 equiv) 

and xantphos (118 mg, 0.20 mmol, 0.03 equiv) were equally divided in 12 dry pressurized reaction 

tubes and dissolved in dry DMF (4.6 mL) under argon. Triethylamine (0.31 mL, 2.3 mmol, 4.05 equiv) 

and tert-butanol (0.24 mL, 2.57 mmol, 4.5 equiv) were added in each tube under argon and the tubes 

were then sealed. The solution of mixed anhydride (0.28 mL : 2.28 mmol of formic acid, 4.0 equiv with 

2.28 mmol of acetic anhydride, 4.0 equiv) was added in each tube through the sealed septum and the 

solution was stirred at 70°C overnight.  

All the solutions were filtered over celite with DCM and concentrated under reduced pressure. The 

crude reaction product was dissolved in DCM and extracted with a 1M NaHCO3 solution (69 mL, 10 

equiv) twice and water. The potential precipitate was added in the aqueous phase. The gathered 

aqueous phases were acidified with HCl 10% until the pH was moderately acidic. The aqueous phase 

was extracted with DCM 5 times and the gathered organic phases were dried over Na2SO4, filtered and 

concentrated under reduced pressure to yield the carboxylic acid 101 (880 mg, 39%) as a white solid. 

Rf = 0.15 (DCM/EtOH 9/1 v/v). MS (ESI+) m/z (%):  333 (100) [M+H]+, 350 (28) [M+NH4]+, 355 (56) 

[M+Na]+. HRMS (ESI+) m/z: [M+H]+ calcd for [C15H13N2O7]+ 333.0717, found 333.0729. 

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 3.89 (s, 3H, OCH3), 5.70 (s, 2H, H8), 7.65 (ddd, J = 8.3 Hz, 4.2 Hz, 4.2 Hz, 

1H, H12), 7.80-7.90 (m, 3H, H11, H10, H4), 8.14-8.22 (m, 2H, H5, H13) ppm  

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) δ 52.5 (OCH3), 67.4 (C8), 122.1 (C4), 125.1 (C13), 128.7 (C5, C10), 129.4 (C12), 

131.5 (C9), 134.4 (C11), 139.4 (C6), 140.1 (C2), 147.0 (C14), 154.6 (C3), 164.8 (C1), 165.1 (C7) ppm  
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Methyl 6-(3-(5-chloro-2,4-dimethoxyphenyl)ureido)-3-((2-nitrobenzyl)oxy)picolinate (102) 

 

The general procedure K was carried out on the carboxylic acid 101 (800 mg, 2.47 mmol) to yield after 

a flash chromatography (DCM/EtOAc 10/0→9/1 v/v) the urea product 102 (995 mg, quantitative) as a 

clear brown solid. 

Rf = 0.1 (DCM/EtOAc 8/2 v/v). Mp = 183.7 °C MS (ESI+) m/z (%):  517 (100) [C23H21
35ClN4O8+H]+, 519 (28) 

[C23H21
37ClN4O8+H]+, 539 (100) [C23H21

35ClN4O8+Na]+, 541 (39) [C23H21
37ClN4O8+Na]+. HRMS (ESI+) m/z: 

[M+H]+ calcd for [C23H22
35ClN4O8]+ 517.1126, found 517.1104. 

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 3.86 (s, 3H, H15), 3.87 (s, 3H, H16), 3.90 (s, 3H, H14), 5.56 (s, 2H, H17), 

6.85 (s, 1H, H12), 7.60-7.73 (m, 2H, H19, H5), 7.80-7.93 (m, 3H, H20, H21, H22), 8.17 (s, 1H, H9), 8.17 (dd, J 

= 8.2 Hz, 0.9 Hz, 1H, H4), 9.94 (s, 1H, NH-C6) ppm 

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) δ 52.3 (C16), 56.4 (C15), 56.5 (C14), 67.8 (C17), 98.0 (C12), 111.3 (C10), 115.9 

(C5), 119.9 (C4), 121.8 (C8), 124.9 (C9), 126.6 (C20), 128.9 (C21), 129.2 (C19), 132.2 (C18), 134.2 (C22), 135.3 

(C2), 146.2 (C23), 147.1 (C6), 148.1 (C3), 148.3 (C13), 150.0 (C11), 151.9 (C7), 164.7 (C1) ppm 

6-bromo-N-methoxy-N-methyl-3-((2-nitrobenzyl)oxy)picolinamide (109) 

 

Methylamine hydrochloride (5.43 g, 55.7 mmol, 1.5 equiv) was suspended in dry THF (186 mL) under 

argon and strongly stirred. At 0°C, AlMe3 (27.8 mL, 55.7 mmol, 1.5 equiv) was added dropwise with a 

gaseous emission. The solution was stirred at r.t. 40 min. The ester 100 (13.6 g, 37.1 mmol, 1.0 equiv), 
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was dissolved in dry THF (310 mL) and dry DCM (62 mL) and cooled to 0°C. The solution of AlMe3 was 

added dropwise and the solution was stirred at 0°C 15 min. The solution was then stirred at r.t. 

overnight. 

At 0°C, brine (620 mL) was added dropwise with a strong gaseous emission, and the solution was 

stirred 30 min. At r.t., water (460 mL) was added and the pH was adjusted to 11/12 with a 1M NaOH 

solution. The solution was stirred strongly 20 min and the aqueous phase was then extracted with 

EtOAc thrice and with DCM thrice. The gathered organic phases were washed with brine, dried over 

Na2SO4, filtered and concentrated under reduced pressure to yield the Weinreb amide 109 (14.03 g, 

97%) as a clear yellow solid. 

Rf = 0.29 (cyclohexane/DCM 1/1 v/v). MS (ESI+) m/z (%):  396 (100) [C15H14
79BrN3O5+H]+, 398 (97) 

[C15H14
81BrN3O5+H]+, 413 (63) [C15H14

79BrN3O5+NH4]+, 415 (60) [C15H14
81BrN3O5+NH4]+, 441 (69) 

[C15H14
79BrN3O5+CH3CN+H]+, 443 (60) [C15H14

81BrN3O5+CH3CN+H]+. HRMS (ESI+) m/z: [M+H]+ calcd for 

[C15H15
79BrN3O5]+ 396.0195, found 396.0183. 

1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 3.38 (s, 3H, H7), 3.62 (s, 3H, H8), 5.54 (s, 2H, H9), 7.21 (d, J = 8.7 Hz, 1H, H4), 

7.44 (d, J = 8.7 Hz, 1H, H5), 7.50 (t, J = 8.0 Hz, 1H, H13), 7.69 (t, J = 7.7 Hz, 1H, H12), 7.83 (d, J = 7.7 Hz, 

1H, H11), 8.17 (dd, J = 8.2 Hz, 1.1 Hz, 1H, H14) ppm  

13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 32.1 (C7), 61.8 (C8), 67.9 (C9), 123.3 (C4), 125.2 (C14), 128.4 (C11), 128.9 (C13), 

129.1 (C5), 131.8 (C6), 132.4 (C10), 134.6 (C12), 145.3 (C2), 146.7 (C15), 150.8 (C3), 166.0 (C1) ppm  

6-bromo-3-((2-nitrobenzyl)oxy)picolinaldehyde (110) 

 

The Weinreb amide 109 (14.26 g, 36.0 mmol, 1.0 equiv) was dissolved in dry DCM (360 mL) under 

argon and cooled to -25 °C. DIBAL (1 M in DCM) (76 mL, 76 mmol, 2.1 equiv) was added dropwise over 

1 h, and the solution was stirred for 45 min. According to the TLC control, DIBAL (14 mL, 14 mmol, 0.4 

equiv) was added dropwise and the solution was stirred 15 min. 

A saturated Rochelle salt solution (100 mL) was added at -25 °C and the solution was stirred 10 min. 

The solution was transferred in a 1 L flask containing 300 mL of saturated Rochelle salt solution at 0 

°C. The solution was diluted with DCM and was allowed to warm up slowly overnight with stirring. 
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NaOH 1 M solution (90 mL) was added and the phases were separated. The aqueous phase was 

extracted with DCM and EtOAc. The gathered organic phases were washed with brine, dried over 

Na2SO4 and concentrated under reduced pressure. The crude reaction product contained the 

secondary product alcohol and was thus divided in two batches so that each was purified with a flash 

chromatography : (DCM/cyclohexane 10/90→20/80 v/v + 2% EtOAc) for the first and 

(DCM/cyclohexane 18/82 v/v + 2% EtOAc) for the second. In each case the majority fraction contained 

still the secondary product. The gathered fractions were dissolved in DMF and cyclohexane to cause a 

precipitation of the product at 0 °C. This was repeated a second time. The precipitate was purified with 

a flash chromatography (DCM/cyclohexane 10/90→20/80 v/v + 2% EtOAc). Finally, the pure fractions 

were gathered to yield the desired aldehyde 110 (6.87 g, 57%) as a yellow solid.  

Rf = 0.41 (cyclohexane/DCM 1/1 v/v).  

1H NMR (300 MHz, CDCl3) 5.61 (s, 2H, H7), 7.48 (d, J = 8.7 Hz, 1H, H4), 7.56 (br t, J = 7.8 Hz, 1H, H11), 

7.68 (d, J = 8.7 Hz, 1H, H5), 7.83 (td, J = 7.8 Hz, 1.1 Hz, 1H, H10), 8.25 (dd, J = 8.3 Hz, 1.2 Hz, 1H, H12), 

8.30 (dd, J = 7.9 Hz, 1.0 Hz, 1H, H9), 10.2 (d, J = 0.6 Hz, 1H, H1) ppm  

13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 68.1 (C7), 124.7 (C4), 125.3 (C12), 128.8 (C9), 129.0 (C11), 132.1 (C8), 132.6 

(C6), 133.6 (C5), 135.0 (C10), 141.8 (C2), 146.4 (C13), 155.0 (C3), 190.0 (C1) ppm 

6-bromo-2-(1,3-dioxolan-2-yl)-3-((2-nitrobenzyl)oxy)pyridine (111) 

 

The general procedure C was carried out on the aldehyde 110 (750 mg, 2.22 mmol) to yield the acetal 

111 (778 mg, 92%) as an orange solid. 

Rf = 0.28 (cyclohexane/DCM 1/1 v/v + 2% EtOAc). MS (ESI+) m/z (%):  381 (99) [C15H13
79BrN2O5+H]+, 383 

(100) [C15H13
81BrN2O5+H]+. HRMS (ESI+) m/z: [M+H]+ calcd for [C15H14

81BrN2O5]+ 383.0066, found 

383.0061. 

1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 4.00-4.35 (m, 4H, CH2-O), 5.54 (s, 2H, H7), 6.33 (s, 1H, H1), 7.15 (d, J = 8.8 

Hz, 1H, H4), 7.39 (d, J = 8.6 Hz, 1H, H5), 7.52 (br t, J = 7.5 Hz, 1H, H11), 7.71 (br t, J = 7.5 Hz, 1H, H10) 7.86 

(br d, J = 7.8 Hz, 1H, H9), 8.19 (dd, J = 8.2 Hz, 1.0 Hz, 1H, H12) ppm  
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13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 65.8 (CH2-O), 67.8 (C7), 99.6 (C1), 123.2 (C4), 125.3 (C12), 128.4 (C9), 129.0 

(C11), 129.1 (C5), 132.1 (C8), 132.5 (C6), 134.5 (C10), 146.9 (C13), 147.6 (C2), 152.4 (C3) ppm  

6-(1,3-dioxolan-2-yl)-5-((2-nitrobenzyl)oxy)picolinic acid (112) 

 

In three different dry pressurized reaction flasks (250 mL/ 100 mL / 50 mL) were dissolved in dry DMF 

(62 mL / 25 mL / 13 mL) under argon the brominated compound 111 (4.69 g, 12.3 mmol / 1.88 g, 4.9 

mmol / 938 mg, 2.46 mmol, 1.0 equiv), oxalic acid dihydrate (4.67 g, 37 mmol / 1.87 g, 14.8 mmol / 

930 mg, 7.4 mmol, 3.0 equiv), Pd(OAc)2 (135 mg, 0.60 mmol / 56 mg, 0.25 mmol / 28 mg, 0.12 mmol, 

0.05 equiv) and xantphos (347 mg, 0.60 mmol / 144 mg, 0.25 mmol / 71 mg, 0.12 mmol, 0.05 equiv). 

Triethylamine (5.18 mL, 38 mmol / 2.12 mL, 15.7 mmol / 1.06 mL, 7.9 mmol, 3.2 equiv), tert-butanol 

(3.98 mL, 43 mmol / 1.60 mL, 17 mmol / 0.80 mL, 8.6 mmol, 3.5 equiv), and acetic anhydride (3.50 mL, 

37 mmol / 1.4 mL, 15 mmol / 0.70 mL, 7.4 mmol, 3.0 equiv) were successively and rapidly added in this 

order without stirring, and the flasks were then rapidly sealed. The solutions were stirred at 75°C 6 h.  

The solutions were filtered over celite with DCM and concentrated under reduced pressure. The crude 

reaction product was dissolved in DCM (400 mL) and extracted with a 1M NaHCO3 solution (197 mL, 

10 equiv) once, then (99 mL, 5 equiv) thrice, with a 1 M NaOH solution (50 mL, 2.5 equiv) and with 

water. The potential precipitate was added in the aqueous phase. The gathered aqueous phases were 

acidified firstly with concentrated HCl (37%, 12M) (33mL, 20 equiv) under vigorous stirring and then 

with HCl 10% until the pH was moderately acidic. The aqueous phase was extracted with DCM 5 times 

and the gathered organic phases were dried over Na2SO4, filtered and concentrated under reduced 

pressure. The crude reaction product was purified with a flash chromatography (DCM/MeOH 

10/0→9/1 v/v) to yield the carboxylic acid 112 (2.68 g, 39%) as a yellow solid. 

Rf = 0.37 (DCM/EtOH 9/1 v/v). Mp = 133.4 °C MS (ESI+) m/z (%):  347 (100) [C16H14N2O7+H]+. HRMS 

(ESI+) m/z: [M+H]+ calcd for [C16H15N2O7]+ 347.0874, found 333.0890. 

1H NMR (300 MHz, CDCl3 (+MeOD)) δ 4.00-4.30 (m, 4H, CH2-O), 5.63 (s, 2H, H8), 6.30 (d, J = 2.0 Hz, 1H, 

H1), 7.41 (br d, J = 8.6 Hz, 1H, H4), 7.53 (br t, J = 7.7 Hz, 1H, H12), 7.70 (br t, J = 7.7 Hz, 1H, H11), 7.82 (br 

d, J = 7.7 Hz, 1H, H10), 8.15-8.24 (m, 2H, H13, H5) ppm  
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13C NMR (75 MHz, CDCl3 (+MeOD)) δ 65.7 (CH2-O), 67.7 (C8), 99.9 (C1), 120.5 (C4), 125.4 (C13), 127.1 

(C5), 128.5 (C10), 129.2 (C12), 131.8 (C9), 134.5 (C11), 139.0 (C6), 144.9 (C2), 147.0 (C14), 155.9 (C3), 165.2 

(C7) ppm  

1-(6-(1,3-dioxolan-2-yl)-5-((2-nitrobenzyl)oxy)pyridin-2-yl)-3-(5-chloro-2,4-dimethoxyphenyl)urea 

(113) 

 

The general procedure K was carried out on the carboxylic acid 112 (300 mg, 0.87 mmol) with the 5-

chloro-2,4-dimethoxyaniline (109 mg, 0.58 mmol) to yield after a flash chromatography (DCM/MeOH 

100/0→95/5 v/v) the urea product 113 (292 mg, 95%) as a white solid. 

Rf = 0.8 (DCM/MeOH 9/1 v/v). MS (ESI+) m/z (%):  531 (22) [C24H23
35ClN4O8+H]+, 533 (10) 

[C24H23
37ClN4O8+H]+. HRMS (ESI+) m/z: [M+H]+ calcd for [C24H24

35ClN4O8]+ 531.1283, found 531.1279. 

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 3.86 (s, 3H, CH3-O), 3.91 (s, 3H, CH3-O), 3.92-4.11 (m, 4H, CH2-O), 5.51 

(s, 2H, H14), 6.03 (s, 1H, H1), 6.86 (s, 1H, H12), 7.48 (d, J = 8.1 Hz, 1H, H5), 7.59-7.70 (m, 2H, H4, H18), 7.78-

7.85 (m, 2H, H16, H17), 8.15 (s, 1H, H9), 8.16 (d, J = 7.8 Hz, 1H, H19), 9.73 (s, 1H, NH-C6), 9.53-10.27 (br s, 

1H, NH-C8) ppm 

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) δ 56.3 (CH3-O), 56.5 (CH3-O), 65.2 (CH2-O), 67.6 (C14), 98.0 (C12), 100.9 

(C1), 111.3 (C10), 113.3 (C5), 120.2 (C9), 121.9 (C8), 124.9 (C19), 125.3 (C4), 129.1 (C17), 129.2 (C18), 132.3 

(C15), 134.2 (C16), 142.4 (C2), 145.9 (C6), 147.3 (C20), 147.9 (C3), 148.2 (C11 or C13), 149.9 (C11 or C13), 152.1 

(C7) ppm 
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1-(5-chloro-2,4-dimethoxyphenyl)-3-(6-formyl-5-hydroxypyridin-2-yl)urea (115) 

 

The benzylated compound 113 (575 mg, 1.08 mmol, 1.0 equiv) was dissolved in CHCl3 (108 mL) in a 

quartz glass flask. Formic acid (0.17 mL, 4.55 mmol, 4.2 equiv) was added and the solution was stirred 

in a rayonet reactor under UV illumination (300 nm) from 12 light bulbs. The extent of the reaction 

was controlled by NMR every 15 min and the reaction was stopped at 1h50.  

The solution was diluted with ACN and concentrated under reduced pressure. The crude reaction 

product was dissolved in 5% aqueous ACN (54 mL) and pTsOH (17 mg, 0.10 mmol, 0.1 equiv) was 

added. The solution was stirred at reflux 3h. 

NaHCO3 (0.92 g) was added, and the solution was then concentrated under reduced pressure. The 

residues were partitioned between an organic phase (CHCl3, DCM and EtOAc) and an aqueous phase 

(water and saturated NaHCO3 solution). The phases were separated and the aqueous phase was 

extracted with DCM and EtOAc. The gathered organic phases were washed with brine, dried over 

Na2SO4 and concentrated under reduced pressure. This crude reaction product was dissolved in DCM 

and MeOH to be purified with two successive flash chromatography (DCM/MeOH 100/0→95/5 v/v) to 

yield the deprotected product 115 (113 mg, 30%) as a yellow solid. 

Rf = 0.7 (DCM/MeOH 9/1 v/v).  

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 3.86 (s, 3H, CH3-O), 3.95 (s, 3H, CH3-O), 6.86 (s, 1H, H12), 7.39-7.53 (m, 

2H, H4, H5), 8.25 (br s, 1H, H9), 9.85 (br s, 1H, NH-C6), 10.09 (s, 1H, H1), 10.30-11.07 (br s, 1H, NH or OH) 

ppm 

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) δ 56.3 (CH3-O), 56.4 (CH3-O), 97.8 (C12), 111.2 (C10), 119.9 (C9), 120.3 (C5), 

122.0 (C8), 130.3 (C4), 133.1 (C2), 145.4 (C6), 148.1 (C11 or C13), 149.9 (C11 or C13), 152.1 (C7), 153.9 (C3), 

191.3 (C1) ppm 
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1-(5-chloro-2,4-dimethoxyphenyl)-3-(5-hydroxy-6-((hydroxyimino)methyl)pyridin-2-yl)urea (63) 

 

The general procedure G was carried out on the aldehyde product 115 (113 mg, 0.32 mmol) which was 

dissolved in MeOH (10 mL) and DCM (2 mL). The crude reaction product was purified by flash 

chromatography (DCM/(MeOH/EtOAc 1/1 v/v) 10/0→9/1 v/v) to yield the oxime product 63 (91 mg, 

77%) as a clear yellow solid. 

Rf = 0.46 (DCM/EtOAc 8/2 v/v). MS (ESI+) m/z (%):  367 (100) [C15H15
35ClN4O5+H]+, 369 (42) 

[C15H15
37ClN4O5+H]+. HRMS (ESI+) m/z: [M+H]+ calcd for [C15H16

35ClN4O5]+ 367.0809, found 367.0815. 

LC-MS (ESI+) (Method H) tr (min), relative area (%), m/z : 5.190, 0.84, 367 [M+H]+, 5.930, 98.13, 367 

[M+H]+. Purity : 99.42%  

1H NMR (300 MHz, THF-d8) δ 3.84 (s, 3H, CH3-O), 4.01 (s, 3H, CH3-O), 6.75 (s, 1H, H12), 6.94 (br d, J = 8.2 

Hz, H5), 7.30 (d, J = 8.8 Hz, 1H, H4), 8.35 (s, 1H, H1), 8.55 (s, 1H, H9), 8.87 (s, 1H, NH-C6), 9.63 (s, 1H, Ar-

OH), 11.08-11.63 (br s, 1H, NH-C8), 11.24 (s, 1H, N-OH) ppm 

13C NMR (75 MHz, THF-d8) δ 56.5 (CH3-O), 56.8 (CH3-O), 98.2 (C12), 114.2 (C10), 114.4 (C5), 121.1 (C9), 

124.3 (C8), 128.3 (C4), 131.7 (C2), 147.4 (C6), 148.7 (C11 or C13), 150.2 (C3), 151.1 (C11 or C13), 152.8 (C7), 

153.1 (C1) ppm 

1-(5-((2,2-dimethoxyethyl)amino)indolin-1-yl)ethan-1-one (120) 

 

1-Acetyl-5-aminoindoline 118 (6.00 g, 34.0 mmol, 1.0 equiv) and 2,2-dimethoxyacetaldehyde (60% 

weight in H2O / 6.63 M) (8.7 mL, 58 mmol, 1.7 equiv) were suspended in absolute EtOH (340 mL) and 

DCM (17 mL) under argon. The solution was sonicated 20 min until it becomes limpid. Pd/C (10%) (1.81 

g, 1.7 mmol, 0.05 equiv) was added under argon and the solution was subjected to three cycles of 
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reduced pressure followed by a filling with H2. The solution was stirred under H2 for 3 days with a TLC 

control. 

The solution was filtered over a celite pad and concentrated. The residue was dissolved in EtOAc (215 

mL) and washed with water. The organic phase was dried over Na2SO4, filtered and concentrated to 

yield the desired compound 120 (8.94 g, 99%) as a white solid. 

Rf = 0.54 (DCM/MeOH 95/5 v/v). MS (ESI+) m/z (%): 265 (100) [M+H]+. HRMS (ESI+) m/z: [M+H]+ calcd 

for [C14H21N2O3]+ 265.1547, found 265.1546. 

1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 2.17 (major, s, 3H, CH3-CO), 2.36 (minor, s, 3H, CH3-CO), 2.98 (minor, t, J = 

8.4 Hz, 2H, H8), 3.11 (major, t, J = 8.4 Hz, 2H, H8), 3.21 (d, J = 5.4 Hz, 2H, H2), 3.40 (br s, 6H, s, 3H, CH3-

O), 3.74 (br s, 1H, NH), 3.99 (major, t, J = 8.4 Hz, 2H, H7), 4.09 (minor, t, J = 8.4 Hz, 2H, H7), 4.54 (t, J = 

5.4 Hz, 1H, H1), 6.42-6.58 (m, 2H, H10, H4), 8.03 (d, J = 8.3 Hz, 1H, H5) ppm  

Spectroscopic data are in agreement with the following reference where only the major form was 

reported and where the H7 signal was forgotten : Forbes, I. T.; Ham, P.; Booth, D. H.; Martin, R. T.; 

Thompson, M.; Baxter, G. S.; Blackburn, T. P.; Glen, A.; Kennett, G. A.; Wood, M. D. 5-Methyl-1-(3-

Pyridylcarbamoyl)-1,2,3,5-Tetrahydropyrrolo[2,3-f]Indole: A Novel 5-HT2C/5-HT2B Receptor 

Antagonist with Improved Affinity, Selectivity, and Oral Activity. J. Med. Chem. 1995, 38 (14), 2524–

2530. 

1-(5-acetyl-6,7-dihydropyrrolo[2,3-f]indol-1(5H)-yl)-2,2,2-trifluoroethan-1-one (121) 

 

Trifluoroacetic acid (38.4 mL) and trifluoroacetic anhydride (38.4 mL) were mixed under argon at 0°C 

with an ice bath. This mixture was added very slowly on the compound 120 (8.94 g, 33.8 mmol, 1.0 

equiv) at 0°C under argon : the solution becomes dark violet and a gassing occurred. The solution was 

stirred 30 min at 0°C with an ice bath and trifluoroacetic acid (61 mL) was added slowly. The solution 

was then stirred at reflux for 64 h. 

The solution was concentrated, and the crude reaction product was purified with a flash 

chromatography (CHCl3/EtOAc 10/0→7/3 v/v) to yield the indole product 121 (8.25 g, 82%) as a white 

solid. 
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Rf = 0.38 (EtOAc/cyclo 4/1 v/v). MS (ESI+) m/z (%): 201 (100) [M-CF3CO+2H]+, 242 (18) [M-

CF3CO+CH3CN+H]+, 264 (20) [M-CF3CO+CH3CN+Na]+. HRMS (ESI+) m/z: [M-CF3CO+2H]+ calcd for 

[C12H13N2O]+ 201.1022, found 201.1028. 

1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 2.25 (s, 3H, CH3-CO), 3.30 (t, J = 8.5 Hz, 2H, H8), 4.13 (t, J = 8.5 Hz, 2H, H7), 

6.71 (dd, J = 3.9 Hz, 0.5 Hz, 1H, H3), 7.37-7.44 (m, 1H, H2), 8.13 (s, 1H, H10), 8.41 (s, 1H, H5) ppm  

13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 24.3 (CH3-CO), 28.2 (C8), 49.5 (C7), 109.3 (C5), 113.2 (C10), 113.4 (C3), 115.6 

(q, J = 287 Hz, CF3), 124.0 (q, J = 5Hz, C2), 130.3 (C11), 130.7 (C6), 132.3 (C4), 141.0 (C9), 154.0 (q, J = 40 

Hz, C1), 169.0 (CO-CH3) ppm  

Spectroscopic data are in agreement with the following reference : Forbes, I. T.; Ham, P.; Booth, D. H.; 

Martin, R. T.; Thompson, M.; Baxter, G. S.; Blackburn, T. P.; Glen, A.; Kennett, G. A.; Wood, M. D. 5-

Methyl-1-(3-Pyridylcarbamoyl)-1,2,3,5-Tetrahydropyrrolo[2,3-f]Indole: A Novel 5-HT2C/5-HT2B 

Receptor Antagonist with Improved Affinity, Selectivity, and Oral Activity. J. Med. Chem. 1995, 38 (14), 

2524–2530. 

1-(3,5-dihydropyrrolo[2,3-f]indol-1(2H)-yl)ethan-1-one (122) 

 

The protected indole product 121 (2.69 g, 9.07 mmol, 1.0 equiv) was suspended in MeOH (90 mL) and 

K2CO3 was added. The solution was stirred at r.t. 1h30 and then at reflux 1h. 

The solution was almost totally concentrated (under 30°C), and the crude reaction product was 

dissolved in EtOAc and washed with water. The aqueous phase was extracted with CHCl3/MeOH (95/5 

v/v) thrice. The gathered organic phases were dried over Na2SO4, filtered and concentrated under 

reduced pressure to yield the deprotected indole product 122 (1.86 g, quantitative) as a clear brown 

solid. 

Rf = 0.38 (EtOAc/cyclo 4/1 v/v). MS (ESI+) m/z (%): 201 (100) [M+H]+, 242 (30) [M+CH3CN+H]+. HRMS 

(ESI+) m/z: [M+H]+ calcd for [C12H13N2O]+ 201.1022, found 201.1026. 

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 2.15 (s, 3H, CH3-CO), 3.18 (t, J = 8.2 Hz, 2H, H10), 4.07 (t, J = 8.2 Hz, 2H, 

H11), 6.32-6.36 (m, 1H, H5), 7.14-7.35 (m, 2H, H8, H6), 8.25 (s, 1H, H3), 10.87 (s, 1H, NH) ppm  
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13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) δ 24.0 (CH3-CO), 27.2 (C10), 48.6 (C11), 101.4 (C5), 106.7 (C3), 107.3 (C8), 

124.9 (C6), 126.4 (C4), 126.7 (C9), 132.8 (C7), 136.1 (C2), 167.5 (C1) ppm  

Spectroscopic data are in agreement with the following reference : Forbes, I. T.; Ham, P.; Booth, D. H.; 

Martin, R. T.; Thompson, M.; Baxter, G. S.; Blackburn, T. P.; Glen, A.; Kennett, G. A.; Wood, M. D. 5-

Methyl-1-(3-Pyridylcarbamoyl)-1,2,3,5-Tetrahydropyrrolo[2,3-f]Indole: A Novel 5-HT2C/5-HT2B 

Receptor Antagonist with Improved Affinity, Selectivity, and Oral Activity. J. Med. Chem. 1995, 38 (14), 

2524–2530. 

1-(5-methyl-3,5-dihydropyrrolo[2,3-f]indol-1(2H)-yl)ethan-1-one (123) 

 

NaH (60% in oil) (868 mg, 21.7 mmol, 1.1 equiv) was washed with dry toluene thrice in a dry flask under 

argon and finally dissolved in dry DMF (12.5 mL). At 0°C, a solution of the indole product 122 (3.95 g, 

19.7 mmol, 1.0 equiv) in dry DMF (52 mL) was added slowly. The solution was stirred at r.t. 30 min. A 

solution of iodomethane (1.35 mL, 21.7 mmol,  1.1 equiv) in dry DMF (10 mL) was added and the 

solution was stirred at r.t. 1h30. 

Water (3.5 mL) was added dropwise and once the excess of NaH was quenched, larger quantities of 

water were added, along with EtOAc. The phases were separated and the aqueous phase was 

extracted once with EtOAc. The gathered organic phases were washed with water and brine and dried 

over Na2SO4. This organic phase was filtered and concentrated under reduced pressure to yield the 

methylated indole product 123 (4.07 g, 96%) as a clear brown solid. 

Rf = 0.38 (EtOAc/cyclo 4/1 v/v). MS (ESI+) m/z (%): 215 (100) [M+H]+, 256 (23) [M+CH3CN+H]+. HRMS 

(ESI+) m/z: [M+H]+ calcd for [C13H15N2O]+ 215.1179, found 215.1183. 
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1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 2.24 (major, s, 3H, CH3-CO), 2.50 (minor, s, 3H, CH3-CO), 3.15 (minor 1, t, J 

= 8.1 Hz, 2H, H11), 3.25 (minor 2, t, J = 8.1 Hz, 2H, H11), 3.28 (major, t, J = 8.1 Hz, 2H, H11), 3.73 (major, 

s, 3H, H7), 3.76 (minor, s, 3H, H7), 4.06 (minor 2, t, J = 8.1 Hz, 2H, H12), 4.07 (major, t, J = 8.1 Hz, 2H, H12), 

4.20 (minor 1, t, J = 8.1 Hz, 2H, H12), 6.44 (major + minor 2, d, J = 3.1 Hz, 1H, H5), 6.50 (minor 1, m, 1H, 

H5), 6.97 (major, d, J = 3.0 Hz, 1H, H6), 7.01 (minor 2, d, J = 3.0 Hz, 1H, H6), 7.08 (major, s, 1H, H9), 7.11-

7.14 (minor 1, m, 1H, H6), 7.16 (minor 1, br s, 1H, H9), 7.22-7.24 (m, 1H, minor 2, H3), 7.31 (minor 2, br 

s, 1H, H9), 8.48 (major, s, 1H, H3), 8.50 (minor 1, s, 1H, H3) ppm  

13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 24.4 (major, CH3-CO), 24.5 (minor, CH3-CO), 27.3 (minor 1, C11), 28.0 (minor 

2, C11), 28.1 (major, C11), 33.0 (major + minor, C7), 48.8 (minor 1, C12), 49.5 (major + minor 2, C12), 101.2 

(minor 2, C5), 101.7 (major, C5), 103.4 (minor 1, C5), 105.1 (major, C9), 106.0 (minor 2, C9), 106.4 (minor 

2, C3), 106.9 (minor 1, C9), 108.5 (minor 1, C3), 108.7 (major, C3), 124.4 (minor 1, C6), 126.9 (major, C10), 

127.3 (minor 1 or minor 2, C10), 127.4 (minor 1 or minor 2, C10), 127.9 (major, C4), 128.9 (major, C6), 

129.3 (minor 2, C6), 129.5 (minor, C4), 133.1 (minor, C8), 134.1 (major, C8), 135.6 (minor 2, C2), 136.4 

(major, C2), 136.7 (minor 1, C2), 168.1 (major, C1), 168.4 (minor, C1) ppm  

Spectroscopic data are in agreement with the following reference where only two rotamers are 

reported, unlike three rotamers observed here : Forbes, I. T.; Ham, P.; Booth, D. H.; Martin, R. T.; 

Thompson, M.; Baxter, G. S.; Blackburn, T. P.; Glen, A.; Kennett, G. A.; Wood, M. D. 5-Methyl-1-(3-

Pyridylcarbamoyl)-1,2,3,5-Tetrahydropyrrolo[2,3-f]Indole: A Novel 5-HT2C/5-HT2B Receptor 

Antagonist with Improved Affinity, Selectivity, and Oral Activity. J. Med. Chem. 1995, 38 (14), 2524–

2530. 

5-methyl-1,2,3,5-tetrahydropyrrolo[2,3-f]indole (119) 

 

The acetylated compound 123 (4.06 g, 18.9 mmol, 1.0 equiv) was suspended in EtOH (82 mL) under 

argon and sonicated to dissolve it. An aqueous NaOH solution (10 wt.%) (82 mL, 228 mmol, 12 equiv) 

was added, followed by the slow addition of NaOH pellets (8.1 g, 202 mmol, 11 equiv) under argon. 

The solution was then stirred at reflux overnight.     

The solution was diluted in water and this aqueous phase was extracted four times with DCM. The 

organic phase was concentrated under reduced pressure and the crude reaction product was purified 
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with a flash chromatography (cyclohexane/EtOAc 9/1→7/3 v/v) to yield the deacetylated product 119 

(2.57 g, 79%) as a brown solid. 

Rf = 0.54 (EtOAc/cyclo 9/1 v/v). Mp = 70.9 °C MS (ESI+) m/z (%): 173 (100) [M+H]+. HRMS (ESI+) m/z: 

[M+H]+ calcd for [C11H12N2]+ 173.1073, found 173.1073. 

1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 3.15 (br t, J = 7.8 Hz, 2H, H7), 3.61 (t, J = 7.8 Hz, 2H, H6), 3.72 (s, 3H, H11), 

3.88 (br s, 1H, NH), 6.30 (dd, J = 3.0 Hz, 0.8 Hz, 1H, H2), 6.92 (d, J = 3.0 Hz, 1H, H1), 6.95 (s, 1H, H4), 7.10-

7.11 (m, 1H, H9) ppm  

13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 30.3 (C7), 33.0 (C11), 48.1 (C6), 100.1 (C2), 101.3 (C4), 105.6 (C9), 126.7 (C8), 

128.1 (C3), 128.4 (C1), 133.0 (C10), 143.8 (C5) ppm  

Spectroscopic data are in agreement with the following reference : Forbes, I. T.; Ham, P.; Booth, D. H.; 

Martin, R. T.; Thompson, M.; Baxter, G. S.; Blackburn, T. P.; Glen, A.; Kennett, G. A.; Wood, M. D. 5-

Methyl-1-(3-Pyridylcarbamoyl)-1,2,3,5-Tetrahydropyrrolo[2,3-f]Indole: A Novel 5-HT2C/5-HT2B 

Receptor Antagonist with Improved Affinity, Selectivity, and Oral Activity. J. Med. Chem. 1995, 38 (14), 

2524–2530. 

5-methyl-N-(pyridin-3-yl)-3,5-dihydropyrrolo[2,3-f]indole-1(2H)-carboxamide (SB-206553, PDG-232) 

 

The general procedure L was carried out on the tricyclic indole product 119 (103 mg, 0.60 mmol) and 

nicotinic acid 120 (148 mg, 1.20 mmol) to yield after a flash chromatography (DCM/MeOH 

100/0→97/3 v/v) the urea product SB-206553 (161 mg, 92%) as a white solid. 

Rf = 0.51 (DCM/MeOH 9/1 v/v). MS (ESI+) m/z (%): 293 (100) [M+H]+. HRMS (ESI+) m/z: [M+H]+ calcd 

for [C17H16N4O]+ 293.1397, found 293.1402. 

LC-MS (ESI+) (Method H) tr (min), relative area (%), m/z : 4.040, 99.40, 293 [M+H]+.  
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1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 3.26 (t, J = 8.2 Hz, 2H, H11), 3.72 (s, 3H, H7), 4.17 (t, J = 8.2 Hz, 2H, H12), 

6.32 (d, J = 2.8 Hz, 1H, H5), 7.18 (d, J = 3.0 Hz, 1H, H6), 7.25 (s, 1H, H9), 7.29-7.36 (m, 1H, H15), 8.00 (br 

d, J = 8.5 Hz, 1H, H14), 8.05 (s, 1H, H3), 8.21 (d, J = 3.9 Hz, 1H, H16), 8.63 (s, 1H, NH), 8.77 (br s, 1H, H17) 

ppm  

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) δ 27.4 (C11), 32.5 (C7), 47.8 (C12), 100.5 (C5), 105.7 (C9), 105.8 (C3), 123.2 

(C15), 126.4 (C10), 127.0 (C14), 127.1 (C4), 129.1 (C6), 133.0 (C8), 136.6 (C13, C2), 141.9 (C17), 143.1 (C16), 

152.4 (C1) ppm  

Spectroscopic data are in agreement with the following reference : Forbes, I. T.; Ham, P.; Booth, D. H.; 

Martin, R. T.; Thompson, M.; Baxter, G. S.; Blackburn, T. P.; Glen, A.; Kennett, G. A.; Wood, M. D. 5-

Methyl-1-(3-Pyridylcarbamoyl)-1,2,3,5-Tetrahydropyrrolo[2,3-f]Indole: A Novel 5-HT2C/5-HT2B 

Receptor Antagonist with Improved Affinity, Selectivity, and Oral Activity. J. Med. Chem. 1995, 38 (14), 

2524–2530. 

5-methyl-N-(pyridin-3-yl)-3,5-dihydropyrrolo[2,3-f]indole-1(2H)-carboxamide methanesulfonate 

(PDG-232 MsOH) 

 

The general procedure H was carried out on the compound SB-206553 (76 mg, 0.26 mmol) to yield the 

methanesulfonate salt PDG-232 MsOH (103 mg) as a beige solid which tends to turn purple. 

LC-MS (ESI+) (Method H) tr (min), relative area (%), m/z : 4.140, 99.61, 293 [M+H]+.  

1H NMR (300 MHz, MeOD (+CDCl3)) δ 2.71 (s, 3H, CH3-S), 3.36 (t, J = 8.4 Hz, 2H, H11), 3.75 (s, 3H, H7), 

4.22 (t, J = 8.4 Hz, 2H, H12), 7.08 (s, 1H, H6), 7.20 (s, 1H, H9), 7.91-7.99 (m, 1H, H15), 8.08 (s, 1H, H3), 8.43 

(d, J = 5.6 Hz, 1H, H16), 8.56 (br d, J = 8.6 Hz, 1H, H14), 9.31 (d, J = 1.7 Hz, 1H, H17) ppm  

The H5 signal does not appear. 

13C NMR (75 MHz, MeOD (+CDCl3)) δ 28.9 (C11), 32.9 (C7), 39.5 (CH3-S), 49.2 (C12), 102.0 (C5), 106.4 (C9), 

108.1 (C3), 128.0 (C10), 128.4 (C15), 129.2 (C4), 130.2 (C6), 133.1 (C17), 135.3 (C16), 135.5 (C8), 136.6 (C14), 

136.9 (C2), 142.2 (C13), 153.3 (C1) ppm  
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N-(pyridin-3-yl)indoline-1-carboxamide (124, PDG-231) 

 

The general procedure L was carried out on indoline 123 (119 mg, 1.00 mmol) and nicotinic acid 120 

(246 mg, 2.00 mmol) to yield after a flash chromatography (DCM/MeOH 100/0→97/3 v/v) the urea 

product 124 (266 mg, quantitative) as a white solid. 

Rf = 0.38 (DCM/MeOH 95/5 v/v). Mp = 208.9 °C. MS (ESI+) m/z (%): 240 (100) [M+H]+. HRMS (ESI+) m/z: 

[M+H]+ calcd for [C14H14N3O]+ 240.1131, found 240.1136. 

LC-MS (ESI+) (Method H) tr (min), relative area (%), m/z : 3.653, 100.0, 240 [M+H]+.  

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 3.18 (t, J = 8.6 Hz, 2H, H8), 4.14 (t, J = 8.6 Hz, 2H, H9), 6.91 (td, J = 7.4 

Hz, 0.5 Hz, 1H, H5), 7.13 (br t, J = 7.7 Hz, 1H, H4), 7.20 (d, J = 7.3 Hz, 1H, H6), 7.28-7.36 (m, 1H, H12), 7.88 

(d, J = 8.1 Hz, 1H, H3), 7.98 (ddd, J = 8.3 Hz, 2.3 Hz, 1.4 Hz, 1H, H11), 8.22 (dd, J = 4.6 Hz, 1.1 Hz, 1H, H13), 

8.72 (s, 1H, NH), 8.75 (d, J = 2.2 Hz, 1H, H14) ppm  

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) δ 27.3 (C8), 47.3 (C9), 114.9 (C3), 121.9 (C5), 123.3 (C12), 124.7 (C6), 127.0 

(C4), 127.3 (C11), 131.0 (C7), 136.4 (C10), 142.1 (C14), 143.4 (C13), 143.5 (C2), 152.5 (C1) ppm  

Spectroscopic data are in agreement with the following reference : Bromidge, S. M.; Dabbs, S.; Davies, 

D. T.; Duckworth, D. M.; Forbes, I. T.; Ham, P.; Jones, G. E.; King, F. D.; Saunders, D. V.; Starr, S.; Thewlis, 

K. M.; Wyman, P. A.; Blaney, F. E.; Naylor, C. B.; Bailey, F.; Blackburn, T. P.; Holland, V.; Kennett, G. A.; 

Riley, G. J.; Wood, M. D. Novel and Selective 5-HT 2C/2B Receptor Antagonists as Potential Anxiolytic 

Agents: Synthesis, Quantitative Structure−Activity Relationships, and Molecular Modeling of 

Substituted 1-(3-Pyridylcarbamoyl)Indolines. J. Med. Chem. 1998, 41 (10), 1598–1612. 
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N-(pyridin-3-yl)indoline-1-carboxamide methanesulfonate (PDG-231 MsOH) 

 

The general procedure H was carried out on the compound 124 (81 mg, 0.34 mmol) to yield the 

methanesulfonate salt PDG-231 MsOH (116 mg) as a yellow solid. 

LC-MS (ESI+) (Method H) tr (min), relative area (%), m/z : 3.657, 99.45, 240 [M+H]+.  

1H NMR (300 MHz, MeOD) δ 2.74 (s, 3H, CH3-S), 3.21 (t, J = 8.5 Hz, 2H, H8), 4.16 (t, J = 8.4 Hz, 2H, H9), 

6.95 (t, J = 7.4 Hz, 1H, H5), 7.08-7.20 (m, 2H, H6, H4), 7.90 (d, J = 8.1 Hz, 1H, H3), 7.93-8.00 (m, 1H, H12), 

8.44 (br d, J = 5.5 Hz, 1H, H13), 8.59-8.66 (m, 1H, H11), 9.30 (d, J = 1.8 Hz, 1H, H14) ppm  

13C NMR (75 MHz, MeOD) δ 28.8 (C8), 39.5 (CH3-S), 48.6 (C9), 116.8 (C3), 124.2 (C5), 125.8 (C4), 128.2 

(C6), 128.4 (C12), 132.6 (C7), 133.2 (C14), 135.6 (C13), 136.8 (C11), 141.9 (C10), 143.9 (C2), 153.3 (C1) ppm  

N-(5-(benzyloxy)-6-(1,3-dioxolan-2-yl)pyridin-2-yl)-5-methyl-3,5-dihydropyrrolo[2,3-f]indole-1(2H)-

carboxamide (125) 

 

The general procedure L was carried out on the tricyclic indole product 119 (1.22 g, 7.1 mmol) and the 

carboxylic acid 90 (4.28 g, mixture) to yield after a flash chromatography (DCM/(MeOH/EtOAc 1/1 v/v) 

100/0→99.5/0.5 v/v) the urea product 125 (2.59 g, 77%) as a foamy yellow solid. 

Rf = 0.44 (DCM/EtOAc 7/3 v/v). MS (ESI+) m/z (%): 471 (100) [M+H]+. HRMS (ESI+) m/z: [M+H]+ calcd 

for [C27H26N4O4]+ 471.2027, found 471.2029. 

1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 3.30 (t, J = 8.2Hz, 2H, H17), 3.73 (s, 3H, H13), 3.98-4.29 (m, 6H, CH2-O, H18), 

5.11 (s, 2H, CH2-Ph), 6.28 (s, 1H, H1), 6.42 (d, J = 2.8 Hz, 1H, H11), 6.97 (d, J = 3.1 Hz, 1H, H12), 7.11 (s, 

1H, H9), 7.27-7.47 (m, 7H, HPh, H4, NH), 8.11 (d, J = 9.1 Hz, 1H, H5), 8.13 (s, 1H, H15) ppm  
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13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 28.1 (C17), 33.0 (C13), 48.2 (C18), 65.7 (CH2-O), 71.6 (CH2-Ph), 99.4 (C1), 101.4 

(C11), 105.5 (C9), 106.7 (C15), 115.2 (C5), 123.9 (C4), 126.8 (C8), 127.6 (CPh/ortho), 128.0 (C10),128.2 (CPh/para), 

128.7 (CPh/meta), 128.9 (C12), 133.6 (C14), 136.4 (C16), 136.5 (CPh/quat.), 143.2 (C2), 145.8 (C6), 149.8 (C3), 

151.9 (C7) ppm  

N-(6-(1,3-dioxolan-2-yl)-5-hydroxypyridin-2-yl)-5-methyl-3,5-dihydropyrrolo[2,3-f]indole-1(2H)-

carboxamide (126) 

 

The benzylated compound 125 (534 mg, 1.14 mmol, 1.0 equiv) was dissolved in EtOAc (23 mL) and 

Pd/C (10%) (182 mg, 0.17 mmol, 0.15 equiv) was added under argon. The solution was submitted to 

three cycles of reduced pressure followed by a H2 filling. The solution was stirred under H2 overnight. 

The solution was filtered on a celite pad with DCM/MeOH (9/1 v/v) and concentrated under reduced 

pressure. The crude reaction product was purified by flash chromatography (DCM/(MeOH/EtOAc 1/1 

v/v) 100/0→98/2 v/v) to yield the phenol 126 (296 mg, 68%) as a white solid.  

Rf = 0.2 (DCM/EtOAc 7/3 v/v). MS (ESI+) m/z (%): 381 (100) [M+H]+. HRMS (ESI+) m/z: [M+H]+ calcd for 

[C20H21N4O4]+ 381.1557, found 381.1563. 

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 3.22 (t, J = 8.1 Hz, 2H, H17), 3.72 (s, 3H, H13), 3.85-4.00 (m, 2H, CH2-O), 

4.08-4.26 (m, 4H, CH2-O, H18), 6.03 (s, 1H, H1), 6.30 (d, J = 2.7 Hz, 1H, H11), 7.17 (d, J = 2.7 Hz, 1H, H12), 

7.22-7.29 (m, 2H, H4, H15), 7.69 (d, J = 8.9 Hz, 1H, H5), 8.02 (s, 1H, H9), 8.55 (s, 1H, NH), 9.58 (s, 1H, OH) 

ppm  

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) δ 27.5 (C17), 32.5 (C13), 47.7 (C18), 64.9 (CH2-O), 99.5 (C1), 100.4 (C11), 105.7 

(C15), 105.8 (C9), 116.6 (C5), 125.7 (C4), 126.5 (C16), 127.1 (C10), 129.1 (C12), 133.0 (C14), 136.8 (C8), 140.2 

(C2), 144.3 (C6), 147.8 (C3), 152.5 (C7) ppm  
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N-(5-hydroxy-6-((hydroxyimino)methyl)pyridin-2-yl)-5-methyl-3,5-dihydropyrrolo[2,3-f]indole-1(2H)-

carboxamide (66) 

 

The acetal compound 126 (250 mg, 0.66 mmol, 1.0 equiv) was dissolved in DMSO (13 mL) and PPTS 

(168 mg, 0.66 mmol, 1.0 equiv) was added, followed by water (1.19 mL, 66 mmol, 100 equiv). The 

solution was stirred at r.t. 20 h with a UHPLC monitoring (Method H). When the relative area of the 

secondary products peaks reached excessive levels compared to those of the acetal and the aldehyde, 

NaHCO3 (168 mg, 2.0 mmol, 3.0 equiv) was added, followed by aqueous 5wt% NH2OH (0.09 mL, 1.3 

mmol, 2.0 equiv), and the solution was stirred 1 h. 

The solution was concentrated under reduced pressure to be purified by flash chromatography : 

(DCM/MeOH 100/0→99.95/0.05 v/v) twice, followed by (DCM/(EtOAc/MeOH 1/1) 100/0→99.9/0.1 

v/v)  to yield the oxime 66 (36 mg, 16%) as a yellow solid.  

Rf = 0.59 (DCM/EtOAc/MeOH 7/2/1 v/v). MS (ESI+) m/z (%): 352 (25) [M+H]+, 374 (100) [M+Na]+. HRMS 

(ESI+) m/z: [M+H]+ calcd for [C18H18N5O3]+ 352.1410, found 352.1410. 

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 3.22 (t, J = 8.1 Hz, 2H, H17), 3.72 (s, 3H, H13), 4.19 (t, J = 8.1 Hz, 2H, H18), 

6.31 (d, J = 2.8 Hz, 1H, H11), 7.17 (d, J = 2.8 Hz, 1H, H12), 7.23 (s, 1H, H15), 7.38 (d, J = 9.0 Hz, 1H, H4), 7.80 

(d, J = 9.0 Hz, 1H, H5), 8.04 (s, 1H, H9), 8.25 (s, 1H, H1), 8.78 (s, 1H, NH), 9.98 (br s, 1H, OH), 11.85 (br s, 

1H, OH) ppm  

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) δ 27.5 (C17), 32.5 (C13), 47.7 (C18), 100.5 (C11), 105.7 (C15), 105.9 (C9), 116.7 

(C5), 125.8 (C4), 126.5 (C16), 127.1 (C10), 129.1 (C12), 133.0 (C14), 133.3 (C2), 136.7 (C8), 145.5 (C6), 149.2 

(C3), 149.7 (C1), 152.4 (C7) ppm  
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Methyl 4,6-dibromo-3-hydroxypicolinate (131) 

 

The ester 9 (4.10 g, 26.7 mmol, 1.0 equiv) was suspended into water (300 mL) and bromine (4.11 mL, 

80.1 mmol, 3.0 equiv) was added dropwise. The solution was stirred 20 h at r.t. 

The aqueous phase was extracted thrice with DCM and the combined organic phases were washed 

with a saturated Na2S2O3 solution and brine. This organic phase was dried over MgSO4, filtered and 

concentrated under reduced pressure to yield the brominated product 131 (6.07 g, 73%) as a white 

solid. 

Rf = 0.77 (cyclohexane/EtOAc 1/1 v/v). MS (ESI-) m/z (%): 308 (40) [C7H5
79Br2NO3-H]-, 310 (100) 

[C7H5
79Br81BrNO3-H]-. HRMS (ESI-) m/z: [M-H]- calcd for [C7H4

79Br81BrNO3]- 309.8537, found 309.8539. 

1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 4.06 (s, 3H, OCH3), 7.86 (d, J = 0.5 Hz, 1H, H5), 11.35 (s, 1H, OH) ppm 

13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 54.0 (OCH3), 124.8 (C4), 130.0 (C2 or C6), 130.3 (C2 or C6), 137.0 (C5), 156.2 

(C3), 168.9 (C1) ppm 

Spectroscopic data are in good agreement with the reference : Verdelet, T.; Mercey, G.; Correa, N.; 

Jean, L.; Renard, P.-Y. Straightforward and Efficient Synthesis of 3-Benzyloxy-4-Bromopicolinate Ester 

and 3-Benzyloxy-5-Bromopicolinate Ester, Common Building Blocks for Pharmaceuticals and 

Agrochemicals. Tetrahedron 2011, 67 (45), 8757–8762 

Methyl 3-(benzyloxy)-4,6-dibromopicolinate (132) 

 

The phenol 131 (3.00 g, 9.68 mmol, 1.0 equiv) was dissolved in acetone (120 mL) and K2CO3 (6.00 g, 

43.4 mmol, 4.5 equiv) and benzyl bromide (3.43 mL, 28.9 mmol, 3.0 equiv) were added. The 

heterogeneous mixture was stirred at reflux overnight. 
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The mixture was filtered and concentrated under reduced pressure. The crude reaction mixture was 

purified by flash chromatography on silica gel (cyclohexane/EtOAc 10/0→9/1 v/v) to yield the 

benzylated product 132 (3.14 g, 81%) as a clear yellow solid. 

Rf = 0.44 (cyclohexane/EtOAc 9/1 v/v). MS (ESI+) m/z (%): 400 (55) [C14H11
79Br2NO3+H]+, 402 (100) 

[C14H11
79Br81BrNO3+H]+, 404 (50) [C14H11

81Br2NO3+H]+. HRMS (ESI+) m/z: [M+H]+ calcd for 

[C14H12
79Br2NO3]+ 399.9184, found 399.9198. 

1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 3.92 (s, 3H, OCH3), 5.14 (s, 2H, CH2-Ph), 7.33-7.45 (m, 3H, HPh), 7.48-7.54 

(m, 2H, HPh), 7.88 (s, 1H, H5) ppm 

13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 53.4 (OCH3), 77.1 (CH2-Ph), 128.7 (CPh), 128.8 (CPh), 128.9 (CPh), 132.0 (C4), 

135.0 (C5), 135.5 (C6), 135.6 (CPh/quat.), 145.4 (C2), 152.0 (C3), 163.4 (C1) ppm 

Spectroscopic data are in good agreement with the reference : Verdelet, T.; Mercey, G.; Correa, N.; 

Jean, L.; Renard, P.-Y. Straightforward and Efficient Synthesis of 3-Benzyloxy-4-Bromopicolinate Ester 

and 3-Benzyloxy-5-Bromopicolinate Ester, Common Building Blocks for Pharmaceuticals and 

Agrochemicals. Tetrahedron 2011, 67 (45), 8757–8762. 

Methyl 3-(benzyloxy)-4-bromopicolinate (133) 

 

The brominated compound 132 (2.00 g, 5.00 mmol, 1.0 equiv) was dissolved in dry DMF (40 mL) and 

sodium formate (380 mg, 5.50 mmol, 1.1 equiv) was added. The solution was degassed with argon 15 

min. Pd(PPh3)4 (280 mg, 0.26 mmol, 0.05 equiv) was added and the solution was stirred at reflux for 

7h under argon and protected from light. 

The solution was concentrated under reduced pressure and the crude reaction product was purified 

by flash chromatography (cyclohexane/EtOAc 10/0→7/3 v/v) to yield the debrominated product 133 

(891 mg, 55%) as a yellow solid. 

Rf = 0.51 (cyclohexane/EtOAc 6/4 v/v). MS (ESI+) m/z (%): 322 (100) [C14H12
79Br2NO3+H]+, 324 (95) 

[C14H12
81BrNO3+H]+. HRMS (ESI+) m/z: [M+H]+ calcd for [C14H13

79BrNO3]+ 322.0079, found 322.0092. 
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1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 3.88 (s, 3H, OCH3), 5.10 (s, 2H, CH2-Ph), 7.26-7.40 (m, 3H, HPh), 7.46-7.52 

(m, 2H, HPh), 7.63 (br d, J = 5.0 Hz, 1H, H5), 8.19 (br d, J = 5.0 Hz, 1H, H6) ppm 

13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 52.8 (OCH3), 76.5 (CH2-Ph), 128.4 (CPh), 128.4 (CPh), 128.5 (CPh), 129.8 (C4), 

131.1 (C5), 135.7 (CPh/quat.), 145.1 (C6), 145.3 (C2), 152.2 (C3), 164.3 (C1) ppm 

Spectroscopic data are in good agreement with the reference : Verdelet, T.; Mercey, G.; Correa, N.; 

Jean, L.; Renard, P.-Y. Straightforward and Efficient Synthesis of 3-Benzyloxy-4-Bromopicolinate Ester 

and 3-Benzyloxy-5-Bromopicolinate Ester, Common Building Blocks for Pharmaceuticals and 

Agrochemicals. Tetrahedron 2011, 67 (45), 8757–8762. 

3-(benzyloxy)-4,6-dibromopicolinaldehyde (136) 

 

The general procedure B was carried out on the ester 132 (4.30 g, 10.7 mmol) to yield the aldehyde 

136 (4.29 g, quantitative) as a yellow oil. 

Rf = 0.28 (cyclohexane/EtOAc 9/1 v/v).  

1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 5.13 (s, 2H, CH2-Ph), 7.33-7.46 (m, 3H, HPh), 7.46-7.58 (m, 2H, HPh), 7.93 (s, 

1H, H5), 9.96 (s, 1H, H1) ppm 

13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 77.8 (CH2-Ph), 128.7 (C4 or C6), 128.9 (CPh), 129.2 (CPh), 129.3 (CPh), 132.6 (C4 

or C6), 135.0 (CPh/quat.), 136.4 (C5), 146.8 (C2), 153.6 (C3), 188.6 (C1) ppm 

3-(benzyloxy)-4,6-dibromo-2-(1,3-dioxolan-2-yl)pyridine (137) 

 

The general procedure C was carried out on the aldehyde 136 (4.30 g, 11.5 mmol) to yield the acetal 

137 (4.38 g, 92%) as a yellow oil. 
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Rf = 0.52 (cyclohexane/EtOAc 8/2 v/v). MS (ESI+) m/z (%): 414 (54) [C15H13
79Br2NO3+H]+, 416 (100) 

[C15H13
79Br81BrNO3+H]+, 418 (52) [C15H13

81Br2NO3+H]+. HRMS (ESI+) m/z: [M+H]+ calcd for 

[C15H14
79Br2NO3]+ 413.9340, found 399.413.9340. 

1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 3.98-4.30 (m, 4H, CH2-O), 5.07 (s, 2H, CH2-Ph), 6.19 (s, 1H, H1), 7.32-7.45 

(m, 3H, HPh), 7.47-7.56 (m, 2H, HPh), 7.72 (s, 1H, H5) ppm 

13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 65.9 (CH2-O), 77.1 (CH2-Ph), 99.6 (C1), 128.3 (CPh/ortho), 128.8 (CPh/para 

+CPh/meta), 130.4 (C4), 132.7 (C5), 135.9 (C6), 136.0 (CPh/quat.), 151.2 (C3), 153.6 (C2) ppm 

3-(benzyloxy)-4-bromo-2-(1,3-dioxolan-2-yl)pyridine (135) 

 

The brominated compound 137 (4.38 g, 10.5 mmol, 1.0 equiv) was dissolved in dry DMF (90 mL) and 

sodium formate (788 mg, 11.6 mmol, 1.1 equiv) was added. The solution was degassed with argon 15 

min. Pd(PPh3)4 (633 mg, 0.50 mmol, 0.05 equiv) was added and the solution was stirred at 80°C 

overnight under argon and protected from light. 

The solution was concentrated under reduced pressure and the crude reaction product was purified 

by flash chromatography (cyclohexane/EtOAc 10/0→7/3 v/v) to yield the debrominated product 135 

(1.90 g, 53%) as a yellow oil. 

Rf = 0.11 (cyclohexane/EtOAc 8/2 v/v). MS (ESI+) m/z (%): 336 (100) [C15H14
79BrNO3+H]+, 338 (99) 

[C15H14
81BrNO3+H]+. HRMS (ESI+) m/z: [M+H]+ calcd for [C15H15

79BrNO3]+ 336.0230, found 336.0242. 

1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 3.99-4.31 (m, 4H, CH2-O), 5.10 (s, 2H, CH2-Ph), 6.25 (s, 1H, H1), 7.34-7.46 

(m, 3H, HPh), 7.51-7.57 (m, 2H, HPh), 7.56 (d, J = 5.1 Hz, 1H, H5), 8.25 (d, J = 5.1 Hz, 1H, H6) ppm 

13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 65.9 (CH2-O), 76.8 (CH2-Ph), 99.9 (C1), 128.3 (CPh/ortho), 128.5 (CPh/para), 128.6 

(C4), 128.7 (CPh/meta), 129.3 (C5), 136.4 (CPh/quat.), 145.7 (C6), 151.8 (C3), 152.8 (C2) ppm 
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3-(benzyloxy)-4-carboxy-2-(1,3-dioxolan-2-yl)pyridin-1-ium chloride (127a) 

 

The brominated compound 135 (1.01 g, 3.00 mmol, 1.0 equiv) previously dried in a desiccator 

overnight, together with oxalic acid dihydrate (1.14 g, 9.00 mmol, 3.0 equiv), Pd(OAc)2 (34 mg, 0.15 

mmol, 0.05 equiv) and xantphos (87 mg, 0.15 mmol, 0.05 equiv) were dissolved in dry toluene (15 mL) 

in a dry pressurized reaction flask (50 mL) under argon. Triethylamine (1.30 mL, 9.60 mmol, 3.2 equiv), 

tert-butanol (0.97 mL, 10.5 mmol, 3.5 equiv), and acetic anhydride (0.85 mL, 9.00 mmol, 3.0 equiv) 

were successively and rapidly added in this order without stirring, and the flask was then rapidly 

sealed. The solution was stirred at 75°C for 8 hours.  

The solution was filtered over celite with DCM and concentrated under reduced pressure. The crude 

reaction product was dissolved in EtOAc (40 mL) and extracted with a 1M NaHCO3 solution (30 mL, 10 

equiv) thrice. The potential precipitate was added in the aqueous phase. The gathered aqueous phases 

were acidified firstly with concentrated HCl (37%, 12M) (7.5 mL, 30 equiv) under vigorous stirring and 

then with HCl 10% until the pH was moderately acidic. Here too much acid was added and the pH was 

around 2, according to the pH paper. The aqueous phase was extracted with DCM 5 times and the 

gathered organic phases were dried over Na2SO4, filtered and concentrated under reduced pressure 

to yield the carboxylic acid 127a (377 mg, 37%) as a white solid. 

Rf = 0.29 (DCM/MeOH 9/1 v/v). MS (ESI+) m/z (%): 302 (100) [M+H]+. HRMS (ESI+) m/z: [M+H]+ calcd 

for [C16H16NO5]+ 302.1023, found 302.1028. 

1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 3.88-4.17 (m, 4H, CH2-O), 5.03 (s, 2H, CH2-Ph), 6.17 (s, 1H, H1), 7.21-7.32 

(m, 3H, HPh), 7.36-7.43 (m, 2H, HPh), 7.64 (d, J = 4.9 Hz, 1H, H6), 8.38 (d, J = 5.1 Hz, 1H, H7) ppm 

13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 65.5 (CH2-O), 78.3 (CH2-Ph), 98.8 (C1), 125.4 (C6), 128.2 (CPh/para), 128.3 (CPh), 

128.3 (CPh), 134.0 (C2), 136.2 (CPh/quat.), 144.5 (C7), 152.2 (C4), 152.4 (C3), 166.1 (C5) ppm 
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Methyl (2-(1H-indol-3-yl)ethyl)carbamate (138) 

 

Tryptamine 128 (10.0 g, 62.4 mmol, 1.0 equiv) was suspended in DCM (94 mL) and a 2 M NaOH solution 

(94 mL, 188 mmol, 3.0 equiv). At 0 °C, methyl chloroformate (9.6 mL, 124 mmol, 2.0 equiv) was added 

dropwise with a strong stirring. The solution was then stirred at r.t. for 4 hours. 

The phases were separated and the aqueous phase was extracted with DCM thrice. The gathered 

organic phases were washed with brine thrice, dried over Na2SO4, filtered and concentrated under 

reduced pressure. The crude reaction product was dissolved in a minimum of isopropyl alcohol and 

stirred at reflux. Pentane was added until the product begins to precipitate and the solution was 

allowed to cool slowly to r.t. for the crystallization. The solution was let at 0 °C overnight and was then 

filtered to get the desired carbamate product 138 (13.62 g, 68%) as a brown solid. 

Rf = 0.55 (cyclohexane/EtOAc 1/1 v/v). MS (ESI+) m/z (%): 219 (98) [M+H]+, 236 (100) [M+NH4]+, 257 

(35) [M+K]+, 282 (17) [M+Na+ACN]+. HRMS (ESI+) m/z: [M+H]+ calcd for [C12H15N2O2]+ 219.1128, found 

219.1127. 

1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 2.98 (t, J = 6.9 Hz, 2H, H9), 3.41-3.58 (m, 2H, H10), 3.67 (s, 3H, H12), 4.50-

4.92 (m, 1H, NH-CO), 7.02 (s, 1H, H1), 7.14 (td, J = 7.6 Hz, 1.1 Hz, 1H, H5), 7.22 (td, J = 7.6 Hz, 1.1 Hz, 1H, 

H4), 7.37 (br d, J = 8.0 Hz, 1H, H3), 7.61 (d, J = 7.7 Hz, 1H, H6), 8.20 (br s, 1H, NH) ppm 

13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 25.9 (C9), 41.4 (C10), 52.2 (C12), 111.4 (C3), 112.9 (C8), 118.8 (C6), 119.6 (C5), 

122.2 (C1), 122.3 (C4), 127.4 (C7), 136.5 (C2), 157.2 (C11) ppm 

Spectroscopic data are in good agreement with the reference : Ito, Y.; Ushitora, H. Trapping of 

Carbamic Acid Species with (Trimethylsilyl)Diazomethane. Tetrahedron 2006, 62 (1), 226–235. 
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Methyl 3a-((methylthio)methyl)-3,3a,8,8a-tetrahydropyrrolo[2,3-b]indole-1(2H)-carboxylate (139) 

 

N-chloro succinimide (11.1 g, 83.1 mmol, 2.4 equiv) was dissolved in dry DCM (200 mL) and cooled to 

-78 °C. Dimethyl sulfide (7.4 mL, 99.7 mmol, 2.4 equiv) was added dropwise and the solution was 

stirred at -78 °C for 1 h. The compound 138 (9.07 g, 41.5 mmol, 1.0 equiv) was dissolved in dry DCM 

(190 mL) and diisopropylethylamine (17.4 mL, 99.7 mmol, 2.4 equiv) was added. The solution was 

cooled at -78 °C and the solution of Corey Kim reagent was added dropwise. The solution was stirred 

at -78 °C for 2 h.  

The organic phase was washed with cold brine and this aqueous phase was extracted with DCM twice. 

The gathered organic phases were washed with brine, dried over Na2SO4, filtered and concentrated 

under reduced pressure. The crude reaction product was purified with flash chromatography 

(cyclohexane/EtOAc 10/0→7/3 v/v) to yield the product 139 (4.63 g, 40%) as an orange oil. 

Rf = 0.63 (cyclohexane/EtOAc 1/1 v/v). MS (ESI+) m/z (%): 279 (100) [M+H]+. HRMS (ESI+) m/z: [M+H]+ 

calcd for [C14H19N2O2S]+ 279.1162, found 279.1168. 

1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 2.07 (minor, s, 3H, CH3-S), 2.08 (major, s, 3H, CH3-S), 2.14-2.37 (major + 

minor, m, 2H, H10), 2.84 (minor, s, 2H, H9), 2.87 (major, s, 2H, H9), 3.00-3.13 (major + minor, m, 1H, 

H11), 3.59-3.80 (major + minor, m, 1H, H11), 3.68 (major, s, 3H, H13), 3.77 (minor, s, 3H, H13), 4.73 (minor, 

s, 1H, NH), 5.16 (major, s, 1H, NH), 5.25 (minor, s, 1H, H1), 5.27 (major, s, 1H, H1), 6.61 (major + minor, 

br d, J = 7.8 Hz, 1H, H3), 6.72-6.81 (major + minor, 1H, H5), 7.10 (major + minor, t, J = 7.6 Hz, 1H, H4), 

7.15 (br d, J = 7.3 Hz, 1H, H6) ppm 

13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 17.9 (minor, CH3-S), 18.0 (major, CH3-S), 34.3 (major, C10), 34.4 (minor, C10), 

42.4 (major, C9), 42.6 (minor, C9), 45.8 (major, C11), 46.1 (minor, C11), 52.4 (major, C13), 52.7 (minor, 

C13), 57.7 (major, C8), 58.8 (minor, C8), 79.4 (minor, C1), 80.0 (major, C1), 109.6 (minor, C3), 109.8 (major, 

C3), 119.1 (major, C5), 119.3 (minor, C5), 123.4 (major + minor, C6), 129.0 (major, C4), 129.1 (minor, C4), 

130.8 (minor, C7), 130.9 (major, C7), 149.0 (minor, C2), 149.3 (major, C2), 154.7 (minor, C12), 155.6 

(major, C12) ppm 
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Spectroscopic data are coherent with those of the following reference where the NMR analysis was 

made in DMSO-d6 at 130 °C to avoid the rotamer effect : Kawahara, M.; Nishida, A.; Nakagawa, M. An 

Efficient Synthesis of Optically Active Physostigmine from Tryptophan via Alkylative Cyclization. Org. 

Lett. 2000, 2 (5), 675–678. 

Dimethyl 3a-((methylthio)methyl)-2,3,3a,8a-tetrahydropyrrolo[2,3-b]indole-1,8-dicarboxylate (143) 

 

The mixture of the compound 139 with other secondary products (845 mg) was dissolved in THF (6.0 

mL) and Na2CO3 (1.15 g, 11.0 mmol) was added. Water (6.0 mL) was added and the solution was cooled 

to 0 °C to add methylchloroformate (0.56 mL, 7.3 mmol) slowly. The solution was allowed to warm to 

r.t. and was stirred overnight.  

The solution was diluted with water (12 mL) and the aqueous phase was extracted with EtOAc thrice. 

The gathered organic phases were washed with brine, dried over Na2SO4, filtered and concentrated 

under reduced pressure. The crude reaction product was purified with a flash chromatography 

(cyclohexane/EtOAc 10/0→8/2 v/v) to yield the carbamate product 143 (554 mg) as a colourless oil. 

Rf = 0.34 (cyclohexane/EtOAc 3/2 v/v).  

1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 2.00 (s, 3H, CH3-S), 2.11-2.26 (m, 2H, H10), 2.87 (s, 2H, H9), 2.89-3.00 (m, 

1H, H11), 3.73 (s, 3H, H13), 3.79-3.88 (m, 1H, H11), 3.87 (s, 3H, H15), 6.15 (s, 1H, H1), 7.07 (td, J = 7.5 Hz, 

0.9 Hz, 1H, H5), 7.22 (dd, J = 7.5 Hz, 0.9 Hz, 1H, H6), 7.28 (td, J = 7.5 Hz, 1.2 Hz, 1H, H4), 7.71 (br d, J = 

7.8 Hz, 1H, H3) ppm 

13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 17.9 (CH3-S), 35.5 (C10), 42.7 (C9), 46.1 (C11), 52.8 (C13), 53.0 (C15), 57.7 (C8), 

80.3 (C1), 116.7 (C3), 123.2 (C6), 123.8 (C5), 129.2 (C4), 133.7 (C7), 142.5 (C2), 154.2 (C14), 155.2 (C12) ppm 

Spectroscopic data are in good agreement with the following reference, where a misprint changed the 

right “2.86” ppm in “3.86” ppm in the 1H NMR : Kawahara, M.; Nishida, A.; Nakagawa, M. An Efficient 

Synthesis of Optically Active Physostigmine from Tryptophan via Alkylative Cyclization. Org. Lett. 2000, 

2 (5), 675–678. 
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Dimethyl 3a-methyl-2,3,3a,8a-tetrahydropyrrolo[2,3-b]indole-1,8-dicarboxylate (142) 

 

An aqueous suspension of Raney nickel (3.0 mL) was washed thrice with absolute ethanol and a 

solution of the sulphur-containing compound 143 (550 mg, 1.63 mmol, 1.0 equiv) in ethanol (6.0 mL) 

was added. Bubbling of H2 in the solution was carried out 15 min, then the solution was stirred under 

H2 at reflux for 20 h. 

EtOH was added, the solution was stirred and the nickel was decanted to collect the supernatant liquid 

which was filtered over a celite pad under argon. This operation was repeated thrice and the gathered 

filtrates were concentrated under reduced pressure and purified with a flash chromatography 

(cyclohexane/EtOAc 10/0→8/2 v/v) to yield the desulphurized product 142 (470 mg, 99%) as a 

colourless oil.  

Rf = 0.37 (cyclohexane/EtOAc 3/2 v/v). MS (ESI+) m/z (%): 291 (100) [M+H]+. HRMS (ESI+) m/z: [M+H]+ 

calcd for [C15H19N2O4]+ 191.1339, found 191.1351. 

1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 1.43 (s, 3H, H9), 1.92-2.06 (m, 1H, H10), 2.13-2.23 (m, 1H, H10), 2.92 (td, J = 

11.5 Hz, 5.5 Hz, 1H, H11), 3.72 (s, 3H, H13), 3.75-3.85 (m, 1H, H11), 3.87 (s, 3H, H15), 5.93 (s, 1H, H1), 7.06 

(td, J = 7.4 Hz, 0.8 Hz, 1H, H5), 7.14 (dd, J = 7.4 Hz, 1.0 Hz, 1H, H6), 7.22 (td, J = 8.0 Hz, 1.4 Hz, 1H, H4), 

7.70 (br d, J = 8.0 Hz, 1H, H3) ppm 

13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 25.1 (C9), 38.0 (C10), 46.3 (C11), 52.7 (C13), 53.0 (C8, C15), 82.2 (C1), 116.4 (C3), 

122.5 (C6), 123.9 (C5), 128.5 (C4), 136.3 (C7), 141.7 (C2), 154.3 (C14), 155.3 (C12) ppm 

Spectroscopic data are in good agreement with the following reference : Chiou, W.-H.; Kao, C.-L.; Tsai, 

J.-C.; Chang, Y.-M. Domino Rh-Catalyzed Hydroformylation–Double Cyclization of o-Amino Cinnamyl 

Derivatives: Applications to the Formal Total Syntheses of Physostigmine and Physovenine. Chem. 

Commun. 2013, 49 (74), 8232. 
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1,3a,8-trimethyl-1,2,3,3a,8,8a-hexahydropyrrolo[2,3-b]indole (145) 

 

The carbamate product 142 (637 mg, 2.19 mmol, 1.0 equiv) was dissolved in dry toluene (15 mL) under 

argon. RedAl (65wt%) (3.0 mL, 15.3 mmol, 7.0 equiv) was added dropwise and the solution was stirred 

at reflux 1h.  

The solution was diluted with EtOAc (15 mL) and a saturated Rochelle salt solution (60 mL) was added. 

The solution was stirred 30 min and the aqueous phase was extracted with EtOAc four times. The 

gathered organic phases were washed with brine, dried over Na2SO4, filtered and concentrated under 

reduced pressure. The crude reaction product was purified with a flash chromatography 

(cyclohexane/EtOAc + 0.5% Et3N 5/5→1/9 v/v) to yield the reduction product 145 (411 mg, 93%) as a 

yellow oil.  

Rf = 0.28 (EtOAc + 0.5% Et3N). MS (ESI+) m/z (%): 203 (100) [M+H]+. HRMS (ESI+) m/z: [M+H]+ calcd for 

[C13H19N2]+ 203.1543, found 203.1544. 

1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 1.44 (s, 3H, H9), 1.91-2.03 (m, 2H, H10), 2.55 (s, 3H, H12), 2.58-2.78 (m, 2H, 

H11), 2.94 (s, 3H, H13), 4.10 (s, 1H, H1), 6.41 (d, J = 7.8 Hz, 1H, H3), 6.67 (td, J = 7.3 Hz, 0.6 Hz, 1H, H5), 7.0 

(dd, J = 7.3 Hz, 0.8 Hz, 1H, H6), 7.08 (td, J = 7.8 Hz, 0.8 Hz, 1H, H4) ppm 

13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 27.5 (C9), 36.7 (C13), 38.7 (C12), 41.0 (C10), 52.8 (C8), 53.4 (C11), 97.7 (C1), 

106.7 (C3), 117.6 (C5), 122.4 (C6), 127.8 (C4), 136.9 (C7), 152.1 (C2) ppm 

Spectroscopic data are in good agreement with the following reference : Kawahara, M.; Nishida, A.; 

Nakagawa, M. An Efficient Synthesis of Optically Active Physostigmine from Tryptophan via Alkylative 

Cyclization. Org. Lett. 2000, 2 (5), 675–678. 
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5-iodo-1,3a,8-trimethyl-1,2,3,3a,8,8a-hexahydropyrrolo[2,3-b]indole (149) 

 

The compound 145 (410 mg, 2.03 mmol, 1.0 equiv) was dissolved in dry DCM (67 mL) under argon and 

the solution was cooled to -10 °C. N-iodo succinimide (549 mg, 2.44 mmol, 1.2 equiv) was added in 6 

portions every two minutes, then the solution was allowed to warm to r.t. and was stirred overnight.  

Saturated sulphite solution was added and the aqueous phase was extracted with DCM thrice. The 

gathered organic phases were dried over Na2SO4, filtered and concentrated under reduced pressure. 

The crude reaction product was purified with a flash chromatography (DCM/MeOH 100/0→98.5/1.5 

v/v) to yield the iodinated product 149 (376 mg, 56%) as a clear yellow solid. 

Rf = 0.54 (DCM/MeOH 9/1 v/v). MS (ESI+) m/z (%): 329 (100) [M+H]+, 370 (24) [M+CH3CN+H]+. HRMS 

(ESI+) m/z: [M+H]+ calcd for [C13H18IN2]+ 329.0509, found 329.0523. 

1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 1.41 (s, 3H, H9), 1.91-2.05 (m, 2H, H10), 2.54 (s, 3H, H12), 2.57-2.81 (m, 2H, 

H11), 2.92 (s, 3H, H13), 4.15 (s, 1H, H1), 6.19 (d, J = 8.3 Hz, 1H, H3), 7.21 (d, J = 1.8 Hz, 1H, H6), 7.33 (dd, J 

= 8.3 Hz, 1.8 Hz, 1H, H4) ppm 

13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 27.1 (C9), 36.2 (C13), 38.5 (C12), 40.5 (C10), 52.8 (C8), 53.3 (C11), 78.2 (C5), 97.3 

(C1), 108.9 (C3), 131.1 (C6), 136.5 (C4), 139.5 (C7), 151.4 (C2) ppm 

Spectroscopic data are coherent with the following reference but some differences are observed. The 

2H multiplet signal around 2.0 ppm is reported as a triplet around 1.68 ppm in the reference. 

Moreover, the C5 signal at 78.2 ppm is missing and a signal at 178.5 ppm is reported, maybe a misprint.  

Wang, H.; Zhang, D.; Wang, F.; Wu, Y.; Song, H. Synthesis and Anticholinesterase Activity of (−)-

Physostigmine Analogues with Modifications at C3a and C5. Chem. Res. Chin. Univ. 2013, 29 (5), 888–

893. 
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1-(3-(benzyloxy)-2-(1,3-dioxolan-2-yl)pyridin-4-yl)-3-(1,3a,8-trimethyl-1,2,3,3a,8,8a-

hexahydropyrrolo[2,3-b]indol-5-yl)urea (130) 

 

The iodinated compound 149 (375 mg, 1.14 mmol, 1.0 equiv), Cu(acac)2 (44 mg, 0.17 mmol, 0.15 

equiv), Cs2CO3 (1.11 g, 3.42 mmol, 3.0 equiv) and 2,2,6,6-Tetramethyl-3,5-heptanedione (0.12 mL, 0.57 

mmol, 0.5 equiv) were added in this order in a dry pressurized reaction flask under argon and dissolved 

in dry DMF previously degassed 20 min with argon. Ammoniac (35%) (0.33 mL) was added and the 

flask was sealed. The biphasic solution (blue and dark green) was stirred at 90 °C for 36 h and became 

brown with a brick-red precipitate.  

The solution was diluted with DCM and filtered over celite with DCM/MeOH (8/2 v/v). The filtrate was 

concentrated under reduced pressure and dissolved in EtOAc. This organic phase was washed with 

water twice and the gathered aqueous phases were extracted with EtOAc thrice and with DCM thrice. 

The gathered organic phases were washed with brine, dried over Na2SO4, filtered and concentrated 

under reduced pressure. The crude reaction product was purified with a flash chromatography 

(DCM/MeOH 100/0→85/15 v/v) to yield the amino product 129 (119 mg) as a dark red solid. 

Rf = 0.22 (DCM/MeOH 8/2 v/v). LC-MS (ESI+) (Method H) tr (min), relative area (%), m/z : 0.597, 68.3, 

218 [M+H]+  

The carboxylic acid 127a (377 mg, 1.11 mmol) was suspended in dry toluene (3.0 mL) in a dry two-neck 

round-bottom flask under argon. Et3N (0.36 mL, 2.7 mmol) and DPPA (0.26 mL, 1.19 mmol) were added 

in this order and the solution was stirred at r.t. 30 min and became limpid. The solution was then 

stirred at 105 °C and the heating was stopped 10 min after the end of the gaseous emission. The 

solution was cannulated at r.t. in a dry two-neck round-bottom flask under argon containing the amino 

compound 129 (118 mg) and the solution was stirred at reflux (heating bath : 130 °C) 2 h.  

The solution was diluted with EtOAc and washed with water twice. The aqueous phase was extracted 

with EtOAc/CHCl3 (6/1 v/v) five times. The gathered organic phases were washed with brine and 
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saturated NaHCO3 solution, dried over Na2SO4, filtered and concentrated under reduced pressure. The 

reaction crude product was purified with a flash chromatography (DCM/MeOH 100/0→95/5 v/v) twice 

to get the supposed diphenyl phosphate salt of the desired product. The product was diluted in EtOAc 

and washed with a saturated NaHCO3 solution twice. The organic phase was dried over Na2SO4, filtered 

and concentrated under reduced pressure to yield the urea product 130 (100 mg) as a dark red solid. 

Rf = 0.59 (DCM/MeOH 9/1 v/v). MS (ESI+) m/z (%): 516 (100) [M+H]+. HRMS (ESI+) m/z: [M+H]+ calcd 

for [C29H33N5O4]+ 516.2605, found 516.2617. 

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 1.35 (s, 3H, H18), 1.73-1.95 (m, 2H, H16), 2.43 (s, 3H, H14), 2.39-2.51 (m, 

1H, H15), 2.59-2.69 (m, 1H, H15), 2.83 (s, 3H, H12), 3.89-3.98 (m, 2H, CH2-O), 4.05 (s, 1H, H13), 4.08-4.17 

(m, 2H, CH2-O), 4.99 (s, 2H, CH2-Ph), 6.15 (s, 1H, H1), 6.37 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H10), 7.02 (dd, J = 8.4 Hz, 

2.0 Hz, 1H, H9), 7.15 (d, J = 2.0 Hz, 1H, H20), 7.31-7.58 (m, 5H, HPh), 8.18 (s, 2H, H5, H6), 8.47 (s, 1H, NH-

C4), 9.17 (s, 1H, NH-C8) ppm 

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) δ 27.2 (C18), 36.5 (C12), 37.9 (C14), 40.5 (C16), 52.1 (C17), 52.6 (C15), 65.0 

(CH2-O), 76.2 (CH2-Ph), 97.1 (C13), 99.1 (C1), 106.5 (C10), 112.8 (C5), 114.8 (C20), 119.1 (C9), 128.0 (CPh), 

128.2 (CPh), 128.3 (CPh), 129.3 (C8), 136.3 (CPh/quat.), 137.0 (C19), 140.9 (C4), 141.5 (C3), 145.4 (C6), 148.2 

(C11), 150.1 (C2), 151.9 (C7) ppm 
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Résumé 

Les neurotoxiques organophosphorés (OP) sont des inhibiteurs irréversibles de l’acétylcholinestérase (AChE), enzyme clé 
permettant la terminaison de l’influx nerveux par hydrolyse du neurotransmetteur acétylcholine (ACh). Une intoxication par 
ces OPs provoque l’accumulation de l’ACh et l’hyperstimulation des récepteurs muscariniques (mAChR) et nicotiniques 
(nAChR), provoquant de nombreux symptômes pouvant aller jusqu’à la mort par arrêt respiratoire. Malgré la ratification par 
quasiment tous les pays du globe de la convention d’interdiction des armes chimiques, les attaques perpétrées avec ces 
composés durant la dernière décennie ravivent la crainte de nouvelles menaces chimiques futures. En outre, les produits 
phytosanitaires à base d’OP sont responsables de centaines de milliers d’intoxications chaque année dans le monde rural. Le 
traitement actuel repose sur le diazepam (anticonvulsant), l’atropine, un antagoniste des mAChRs limitant leur stimulation, 
et un réactivateur de l’AChE, permettant de rendre l’enzyme de nouveau fonctionnelle. Les réactivateurs utilisés 
actuellement, mono- et bis-pyridiniums aldoxime, possèdent deux défauts majeurs : l’incapacité à traverser efficacement la 
barrière hémato-encéphalique (BHE) et une efficacité très inégale sur les différents OPs. De nouvelles molécules réactivatrices 
universelles et aptes à traverser la BHE sont donc au cœur des recherches sur le sujet. Mais le traitement des récepteurs 
nicotiniques, encore non traités, commence aussi à être un sujet d’intérêt, avec comme objectif une synergie bénéfique des 
effets thérapeutiques produits avec les autres molécules du cocktail médicamenteux.   

Au cours de cette thèse, trois réactivateurs non chargés prometteurs basés sur la fonction réactivatrice 3-hydroxy 2-pyridine 
aldoxime ont été synthétisés pour poursuivre leur évaluation in vivo. Un de ces réactivateurs a démontré un passage efficace 
de la BHE et des indices de protection proches de ceux de l’obidoxime. Il présentait aussi un caractère antagoniste compétitif 
envers les nAChR. Dans cette continuité, trois antidotes multi-cibles (MTDA), à la fois réactivateurs de l’AChE et antagonistes 
des nAChRs, ont été synthétisés, avec un ammonium quaternaire comme ligand des deux cibles. Un de ces composés inédits 
a démontré une réactivation in vitro quasi-universelle de l’AChE et de la butyrilcholinestérase inhibées par le VX, le sarin, le 
tabun et le paraoxon, avec des efficacités largement supérieures aux oximes de référence, ainsi qu’un antagonisme accentué 
vis-à-vis des nAChR musculaires et α7. L’étude de la littérature a également identifié les modulateurs allostériques positifs 
(PAM) et négatifs (NAM) comme des molécules prometteuses pour réguler l’activité des nAChRs en cas d’intoxication. Trois 
autres MTDA ont donc été conçus en liant la fonction réactivatrice à des structures sélectionnées de PAM et de NAM. Deux 
de ces composés ont été synthétisés avec succès et un intermédiaire avancé a été obtenu pour le troisième. 

Mots clés : oxime, réactivateur, cholinestérase, récepteur nicotinique, neurotoxique organophosphoré, antidote multi-cibles, 
modulateur allostérique. 

Abstract 

Organophosphorus nerve agents (OP) are irreversible inhibitors of acetylcholinesterase (AChE), a key enzyme enabling the 
ending of the nervous impulse thanks to the hydrolysis of the neurotransmitter acetylcholine (ACh). OP poisoning leads to 
the accumulation of ACh and the overstimulation of the muscarinic (mAChR) and nicotinic (nAChR) receptors, causing 
numerous symptoms that can lead to death by respiratory failure. Despite the ratification by almost all countries worldwide 
of the convention banning chemical weapons, the attacks using these compounds committed during the last decade is 
reviving the fear of future chemical threats. Moreover, the plant protection products containing OP compounds are 
responsible for hundreds of thousands of poisonings each year in rural areas. Nowadays, medical countermeasure against OP 
poisoning are based on diazepam (anticonvulsant), atropine, which is a mAChR antagonist reducing its stimulation, and a 
reactivator of AChE, for restoring its proper fonctioning. The actual reactivators, mono- and bis-pyridinium aldoxime, have 
two major limitations : they do not readily cross the blood brain barrier (BBB) and have not a broad spectrum efficacy against 
OPs. New broad spectrum molecules able to cross the BBB are thus the focus of this research area. But the development of 
nicotinic receptors treatment is gaining interest to reduce its stimulation by ACh and to provide a beneficial therapeutic 
synergistic effect with the other molecules of the drug cocktail. 
In this PhD, three promising uncharged reactivators based on the reactivating function 3-hydroxy 2-pyridine aldoxime have 
been synthesized for further in vivo evaluation. One of these reactivators showed an effective crossing of the BBB and a 
protection against OP poisoning close to those of obidoxime. It had also a competitive nAChR antagonist effect. Following up 
on this, three multi-target directed antidotes (MTDA), reactivators of the AChE and competitive antagonists of nAChRs at the 
same time, have been synthesized, including a quaternary ammonium as ligand of both targets. One of these original 
compounds has showed in vitro an almost broad spectrum reactivation of both AChE and butyrilcholinesterase inhibited by 
VX, sarin, tabun and paraoxon, with far superior efficiencies to those of the reference oximes, along wih an increased 
antagonism against muscular and α7 nAChRs. The literature review has also identified positive (PAM) and negative (NAM) 
allosteric modulators as promising molecules to regulate the nAChR activity during an intoxication. Thus, three other MTDA 
have been designed in binding the reactivating function to selected PAM and NAM structures. Two have been synthesized 
and an advanced intermediate has been obtained for the third. 

Key words : oxime, reactivator, cholinesterase, nicotinic receptor, organophosphorus nerve agent, multi-target directed 
antidote, allosteric modulator. 


