s B UNIVERSITE DE STRASBOURG EDSC

/ Ecole Doctorale des
Sciences Chimiques

ECOLE DOCTORALE DES SCIENCES CHIMIQUES
Institut de Chimie, UMR 7177

TH ES E présentée par :
Marion GRECO

Soutenue le : 24 mai 2018

pour obtenir le grade de : Docteur de I’'Université de Strasbourg
Discipline / Spécialité : Chimie organique

Syntheéese de dérivés de la Névirapine
substitués au carbone 13 pour I'étude de
I’activation métabolique de cet antirétroviral
dans des épidermes humains reconstruits

THESE dirigée par :
M. LEPOITTEVIN Jean-Pierre Professeur, Université de Strasbourg

Mme BERL-BAUDER Valérie Maitre de conférences, Université de Strasbourg
RAPPORTEURS :

Mme GILARD Véronigue Professeur, Université Paul Sabatier, Toulouse

M. MARSURA Alain Professeur, Université de Lorraine

AUTRES MEMBRES DU JURY :
Mme GROSDEMANGE-BILLIARD Catherine Professeur, Université de Strasbourg
M. PALLARDY Marc Professeur, Université Paris-Sud






Lav chance aide parfois; le travail toujours:
Proverbe brahuwnaw

A ma Maman,

A Camille,

A Adeline,

A ma Mamie,

A toute ma fomille,
A Long.



Le trovail de these présente dans ce manwscrit av éte réalise aw seinv dw
laboratoive de Dermatochimie sous lao divectionn dw Professewr Jeoau-Pievre
Lepoittevinv et dw Doctewr Valérie Berl. Aw travers de ces quelques lignes; je
souhaite remercier celles et ceur qui Uont renduw possible:

Je vous remercie; Jean-Pierre. Je vous ai dabord beaucoup admivé ew licence
et e master powr voy qualitésy devseignant, ovant d'étre frappée par votre
sowoir infink dans tous les domaines de lav science et de lov vie quotidienne:
Merci de mvawoir accueillie aw laborvatoire et de wwawoir accovdé votre
confiance pour débuter le trovail swr lo Névirapine: Je retiens vos petites
attentions laissées sur monw bureaw lovsque vous sentieg que cav wallait pas | Je
suis hewrewse de continuer o bénéficier de votre enseignement Uowv prochaivv
Valérie, merci powr voy préciewr conseily dispensés aw quotidien. Vous ne mvavesy
pas liichée | Noy réunions autour de mes cahiers de labo- myont beauncoup aidée.
J ai pris énormément de plaisiv o vous assister e salle de TP afinv de « boucler
lavboucle » conume vous Uawvesy si biew dit lory de ma soutenance.

J advesse également mes remerciementy aw Professewnr Véronique Glard; aw
Professewnr Catherine Grosdemange-Billiowd, aw Professewr Alain Mowsura,, et ouv
Professewr Mawc Pallavdy. Merci de wwvawoir fait Uhovnnewr de juger mow trovail
et de mvowoir foit profiter de votre expertise. Merci de mvawoir accordé le titre de
Doctewr de UUniversite de Strasbowrg.

Je remercie chalewreuwsement toute Véquipe de Dermatochimie. Elenay, powr tov
bovwne hwumewr permanente et ton humowr décapant. Je woublie pas mes amis
doctorants, post-doctoranty et staginirves. Fatma, les gotiters o law machine cv
cafe et ta présence tard le soir aw labo- mont aidée o garder law motivation
devant d&invnombrables colonnes. T suwtout : tw me fais tellement rive | Salewy
merci pour ces quatre any passés ensemble aw labo. Hassowy, jai adoré partager
mown bureaw awvec toi. Je retiens nosy nombreuses discussions, et tes conseils
resteront dans wwv coin de mav téte. Je tadmive également pour tes grondes
qualites de chimiste et tw riguewr aw trovail. Mink, merci de mWowoir appris
quelques moty ew vietnamier. Mawie, merci pour tov aide préciense, je wWauwrais
pas pw réver d'une meillewre voisine de paillasse !



Bien évidemument, jexprime ma reconnaissonce cv Francois-Moarie. Tw as
réalise les expériences de RMN HRMAS avec toute Vexpertise quis te cowractérise,
ew prenant v cew chaque résultat... Un grand merci v toi | Je souhaite
également remercier touy les staginives rencontrés aw fil des mois, avec une
pensée pauticuliére pouwr Emilie, Sawvalv et Aude, que jai ew lo chance
d'encadrer. Je remercie aussi Arnaud et Claire. Enfin, je remercie Eric de
mavoir accuellie ow labo avant de wme léguer so pailasse et sow
impressionnante collection de ballons; erlens et verrerie en tout gerwe.

Je peruse aussi o toutes les personnes quic ont contribué auw bon déroulement de
cefte these. Mevci aw personwnel dw service commuunv de RMN de lav Faculte de
Chimie de Strasbourg : Lionel Allouche; Bruno-Vincent et Maurice Coppe pour lav
RMN enw phase liquide; et Jésus Raya pour lao RMN HRMAS. Je woublie pas Lydiow
Tortroteauw et George Schwary quis mont toujours accueilie chalewreunsement o
magasin de chimie pour les courses hebdomadaires. Mevci v Barbara Lamure;
aw regrette Patrick Werhung; v Delphine Gaunier et o Estefania Olivaw pour les
expériences de LC-MS aw seinv de la Plateforme dAnalyse Chimique de
Strasbowrg-IUkirch.

Merci v mav famille: Mo Mamauwv diabord; que jai toujours voulw rendre fiére
et qui v toujowrs crw enw moi. Merci cv mes dewr petites sceurs; Camille et Adeline.
Camille; merci de wwawvoir supportée apres mes longues journées aw labo. Tw asy
le dow de me redovner le sourive dans wimporte quelle situation ! Adeline; tw
masy beauwcoup inspirée, toi quis es pautie o Uoauntre bout duw monde pour
apprendre le métier de tes réves. Je remercie également Didier qui av redonné les
sowrive & Maumawv. J'ai une pensée trés émue powr ma Mamie; que jadore; wnw
petit bout de femme aw ceuwr énorme et d'une énergie incroyable. J adresse
également mes remerciementy v mow Papi quie mvav appriy que le trovail finit
towjowrs par payer et que les blagues sont toujours plus drdles en Alsacien. Je
pense aussi v movv tontow Sébastien, towjours prét v me tendre lav mainy et ov
mow couwsivv Flavien dont Uéloquence mwvimpressionne. Enfiny je remercie ceur
que je considere comme mav famille : Adely, Tutw;, Bibi, et Huhuw. Vous teneg wne
place cvport dans mow caeur.



Je voudrais également advesser mes remerciementy o mow amie Aurélioy avec
quiv jai appriy o dessiner des bengénes il y av div ang dany sav petite cuisine
Strasbouwrgeoise.

Ces dernieves lignes sont pour toi, Long:. Le hasoawd o fait que lov finv de cette
thése rime avec le début dunw noweaw chapitre de notre histoire. Tw mas
touwjours dit que le plus important, c'était de faire de sow mieux: Je crois que jai
réwssi. Mevci de wwawoiv choisie pouwr pawtager tav vie.



Table des matiéres

Table des matieres

Abréviations, acronymes et unités 1
Avant-propos 4
Chapitre | — Introduction générale 6
Les toxidermies médicamenteuses : notions de base
I. La peau, premiére barriere de protection de I'organisme 6
I.1. L’épiderme 7
1.2. Le derme 8
I.3. L’hypoderme 8
Il. Métabolisme cutané 8
II.1. Métabolisme de phase | : phase de fonctionnalisation 9
I1.2. Métabolisme de phase Il : phase de conjugaison 11
Ill. Chimie et toxicité : les hapténes 12
Ill.1. Caractéristiques des hapténes 12
I1l.2. Formation d’un complexe antigénique par liaison de coordination 13
I11.3. Formation d’un complexe antigénique par liaison covalente 14
lll.4. Les pro-hapténes : implication du métabolisme dans la toxicité cutanée 15
l11.5. L’allergie de contact 16
IV. Les toxidermies induites par les médicaments : mécanismes 17
immunologiques
IV.1. Les événements indésirables médicamenteux : vue d’ensemble et 17
classification
IV.2. Les événements indésirables de type B 19
IV.3. Mécanismes immunologiques des effets indésirables de type B 19
IV.3.a. L’hypothése de I'hapténe 20
IV.3.b. L’hypothése de danger 22
IV.3.c. L'’hypothése de I'interaction pharmaceutique 24



Table des matiéres

V. La Névirapine 25
V.1. Métabolisme de la Névirapine 26
V.2. La Névirapine comme pro-hapténe ? 28

V.2.a. Réactivité du groupement cyclopropylamine 28
V.2.b. Oxydation des métabolites phénoliques en quinones imines 29
V.2.c. Epoxydation des noyaux pyridines 31
V.2.d. Estérification de la 4-carboxy-Névirapine 32
V.2.e. Activation de la 12-hydroxy-Névirapine en dérivé sulfate 33

VI. Présentation du travail de thése 37
VI.1. Hypothése de travail 37
VI.2. Les épidermes humains reconstruits 38
VI.3. La RMN HRMAS, une technique d’analyse de choix 38
VI.4. Objectifs du travail de thése 39

Chapitre 1l 41

La Névirapine : généralités et synthése de la 12-(*3C)Névirapine

I. Découverte et commercialisation de la Névirapine 42
I.1. Le VIH : un peu d’histoire 42
I.2. Cycle de replication du VIH 43
I.3. Recherche et développement d’un inhibiteur non nucléosidique de la 45

transcriptase inverse
I.4. Synthéses industrielles de la Névirapine 46

Il. Préparation du 4-(*3C)CAPIC, intermédiaire clé de la synthése de la 12- 48
(**C)Névirapine
II.1. Synthése d’un noyau pyridine a partir d’'un B-cétoacétal 48

Il.1.a. Choix de la position de la substitution et préparation de la 4,4- 49
diméthoxy-2-butanone 17

II.1.b. Condensation de Knoevenagel avec le cyanoacétamide et cyclisation 52

I1.2. Synthése du 4-(**C)CAPIC & partir du B-cétoester 4-(**C)27 57

Il.2.a. Choix de la position de la substitution et préparation du 4- 58
(**C)acétoacétate d’éthyle

I1.2.b. Formation de la pyridone 4-(**C)28 par la méthode de Guareschi-Thorpe 65



Table des matiéres

I1.2.c. Halogénation de la pyridone 4-(**C)28 69
I1.2.d. Transformation du substituant nitrile en amine 72
I1.2.e. Déshalogénation réductive compléte de la pyridine dichlorée 4-(**C)13 73
I1.2.f. Préparation du 4-(**C)CAPIC par substitution électrophile aromatique 75
régiosélective
I1.2.g. Synthése du 4-(**C)CAPIC : bilan 76
lll. Préparation de la 12-(**C)Névirapine a partir du 4-(**C)CAPIC 77
l11.1. Couplage du 4-(*3C)CAPIC avec le chlorure d’acide 7 78
I11.2. Préparation de la molécule 4-(*3C)9 par substitution nucléophile aromatique 79
régiosélective
111.3. Fermeture du cycle diazépinone : formation de la 12-(**C)Névirapine 81
lIl.4. Synthése de la 12-(**C)Névirapine : bilan 82
IV. Préparation de la Névirapine sans passage par le CAPIC 84
IV.1. Couplage de la pyridine 13 avec le chlorure d’acide 7 84
IV.2. Préparation de la molécule 35 par substitution nucléophile aromatique 86
régiosélective
IV.3. Fermeture du cycle diazépinone : formation de la 2-chloro-Névirapine et 90
hydrogénation catalytique en Névirapine
IV.4. Préparation de la Névirapine par une voie alternative au passage par le 91
CAPIC : bilan
V. Conclusion 93
Chapitre 1ll 94
Synthése de métabolites de la 12-(**C)Névirapine
I. Préparation de la 12-OH-Névirapine par hydroxylation d’une pyridine N-oxyde 96
I.1. Généralités sur les pyridines N-oxydes en chimie hétérocyclique 96
I.2. Synthése et réduction des pyridines N-oxydes : revue de la littérature 98
I.3. Réactions de substitutions nucléophiles aromatiques sur les pyridines N- 100
oxydes
I.4. La réaction de Boekelheide : généralités 102
I.5. La réaction de Boekelheide pour la préparation de la 12-OH-Névirapine 103



Table des matiéres

I.6. Tentative d’hydroxylation d’'un précurseur de la Névirapine 105
Il. Préparation de la 12-(**C)OH-Névirapine a partir de la 12-(**C)Névirapine 107
II.1. Méthodes récentes de préparation de la 12-OH-Névirapine 107
II.2. Préparation de la 12-OH-Névirapine par hydroxylation d’un dianion de la 109
Névirapine : travaux publiés dans la littérature
I1.3. Hydroxylation de la Névirapine et de la 12-(**C)Névirapine 113
II.3.a. Le MOOPH : généralités et synthése 113
11.3.b. Hydroxylation de la Névirapine puis de la 12-(**C)Névirapine par le 115
MoOPH
I1.3.c. Hydroxylation de la Névirapine par une oxaziridine de Davis 118
I1.4. Synthése de la 12-(**C)OH-Névirapine : bilan 121
lll. Préparation de la 12-(**C)OH-Névirapine sulfate et de son analogue mésyle 122
l1l.1. Synthése de la 12-(**C)OH-Névirapine sulfate 122
l1.2. Synthése de la 12-(**C)mésyloxy-Névirapine 124
IV. Synthése de métabolites de la 12-(**C)Névirapine : conclusion 125
Chapitre IV 127
Réactivité de la 12-(*3C)Névirapine et de ses dérivés dans des épidermes
humains reconstruits
I. Les épidermes humains reconstruits 127
I.1. Modéles d’études des mécanismes d’interactions hapténe-protéine : un peu 128
d’histoire
I.2. Les principaux modéles d’épidermes humains reconstruits 129
1.3. Le modéle EpiSkin® 129
1.3.a. Présentation du modéle EpiSkin® 129
1.3.b. Applications 130
II. LA RMN HRMAS, une technique d’analyse de choix 131
II.1. Un peu d’histoire 131
I1.2. Principes de base de la RMN HRMAS 132
I1.3. Applications de la RMN HRMAS 133



Table des matiéres

II.3.a. La RMN HRMAS en chimie
I1.3.b. La RMN HRMAS en biologie
I1.3.c. La RMN HRMAS en agronomie et en agroalimentaire

Les épidermes humains reconstruits associés a la RMN HRMAS pour I'étude

des interactions haptenes-protéines

l1l.1. Etude du modéle d’épiderme humain reconstruit SkinEthic® en RMN HRMAS

[Il.2. Etude de I'interaction entre des hapténes et les épidermes humains
reconstruits en RMN HRMAS

[11.3. Etude de I'activation métabolique et de la réactivité de pro-hapténes dans

des épidermes humains reconstruits en RMN HRMAS

. Réactivité de la 12-(**C)mésyloxy-Névirapine en phase liquide

IV.1. Acides aminés selectionnés et protocole expérimental
IV.2. Réactivité de la 12-(**C)mésyloxy-Névirapine en milieu aqueux
IV.2.a. Comportement de la 12-mésyloxy-Névirapine en I'absence d’acide
aminé (tube témoin)
IV.2.b. Réactivité de la 12-(**C)mésyloxy-Névirapine avec des acides aminés
en milieu aqueux
IV.3. Réactivité de la 12-(**C)mésyloxy-Névirapine en milieu organique
IV.3.a. Comportement de la 12-mésyloxy-Névirapine dans le DMSO deutéré
IV.3.b. Réactivité de la 12-(**C)mésyloxy-Névirapine avec la tyrosine dans le
DMSO deutéré

IV.4. Conclusion

V. Etude par RMN HRMAS de la réactivité de la 12-(**C)Névirapine et de ses

dérivés dans des épidermes humains reconstruits
V.1. Mode opératoire
V.1l.a. Manipulation des épidermes humains reconstruits
V.1.b. Acquisitions RMN HRMAS
V.2. Comportement du modéle EpiSkin® en présence de DMSO
V.3. Application de la 12-(**C)Névirapine et de ses dérivés sur les épidermes
humains recontruits
V.3.a. Etude par RMN HRMAS du comportement de la 12-(**C)Névirapine

dans les épidermes humains reconstruits

133
133
134

135

135
137

138

139
139
141
141

142

156

157

160

161

164

164

164

165

166

168

168



Table des matiéres

V.3.b. Etude par RMN HRMAS de l'interaction de la 12-(**C)OH-Névirapine 173
avec les épidermes humains reconstruits
V.3.c. Etude par RMN HRMAS de l'interaction de la 12-(**C)OH-Névirapine 177
sulfate avec les épidermes humains reconstruits
V.3.d. Etude par RMN HRMAS de l'interaction de la 12-(**C)mésyloxy- 181
Névirapine avec les épidermes humains reconstruits
VI. Conclusion 188
Conclusion générale et perspectives 188
I. Problématique de thése 188
Il. Hypothése de travail et objectifs 189
lll. Chimie 190
IV. Résultats obtenus en RMN HRMAS 191
V. Discussion 193
Experimental section 195
Chemistry 195
Reactivity studies in solution 225
Reactivity studies in EpiSkin® model 233
Formulaire des molécules caractérisées 241
Références bibliographiques 245




Abréviations, acronymes et unités

°C

pL

UM

us
12-OH-NVP

12-OH-NVP sulfate

12-OMs-NVP
1D
2-CI-NVP
2D
2-OH-NVP
3-OH-NVP
4-COOH-NVP
8-OH-NVP
A

ABT

ADH

ADN

AEM
ALDH

ag.

ARN

atm

AZT

brs
CAPIC
cat.

CDI

CI50

CL

cm?2

CMH

CoA

CPA
CPMG
CYP

d

DIPSI
DMAP
DMDO
DMF
DMSO
DNVP

Abréviations, acronymes et unités

Degré Celsius

Microlitre

Micromolaire (micromole par litre)
Microseconde
12-Hydroxy-Névirapine
12-Hydroxy-Névirapine sulfate
12-Mésyloxy-Névirapine

Une dimension
2-Chloro-Névirapine

Deux dimensions
2-Hydroxy-Névirapine
3-Hydroxy-Névirapine
4-Carboxy-Névirapine
8-Hydroxy-Névirapine

Angstrém

1-Aminobenzotriazole

Alcool déshydrogénase

Acide désoxyribonucléique
Agence européenne des médicaments
Aldéhyde déshydrogénase
Aqueux

Acide ribonucléique

Atmosphére

Azidothymidine

Singulet large (broad singlet)
2-Chloro-3-amino-4-picoline
Catalyseur (quantité catalytique)
Carbonyldiimidazole
Concentration inhibitrice médiane
Cellules de Langerhans
Centimétre carré

Complexe majeur d’histocompatibilité
Coenzyme A

Cellules présentatrices d’antigéne
Carr-Purcell-Meiboom-Gill
Cytochrome P-450

Doublet

Decoupling in the presence of scalar interactions
Diméthylaminopyridine
Diméthyldioxirane
Diméthylformamide
Diméthylsulfoxyde
12-trideutéro-Névirapine



Abréviations, acronymes et unités

EC1
EC2
EMIR
ESI/APCI
et al.
FAD
FDA
FID
FMO

g
g.mol™
GIcUA
GSH

h

HMBC
HMPA
HOMO
HPLC
HRMAS
HSQC
Hz
INADEQUATE
J
kJ.mol™
LC-MS
LDA

LT

m

M

m/z
m/m

m2
MAO
m-CPBA
mg
mg/kg/jour
MHz
min

mL

mm
MoOPH
MP

ms

MW

Enzyme commission 1

Enzyme commission 2

Effets indésirables des médicaments : incidence et risque
Electrospray ionization/Atmospheric pressure chemical ionization
Et autres

Flavine adénine dinucléotide

Food and Drug Administration

Free induction decay

Flavine mono-oxygénase

Gramme

Gramme par mole

Acide glucuronique

Glutathion

Heure

Heteronuclear multiple bond correlation
Hexaméthylphosphoramide

Highest occupied molecular orbital

High pressure liquid chromatography

High resolution magic angle spinning
Heteronuclear single quantum correlation
Hertz

Incredible natural abundance double quantum transfer experiment
Constante de couplage scalaire

Kilojoule par mole

Liquide chromatography-Mass spectrometry
Diisopropylamidure de lithium

Lymphocyte T

Multiplet

Molaire (mole par litre)

Rapport masse sur charge

Rapport masse sur masse

Métre carré

Monoamine oxydase

Acide métachloroperbenzoique
Milligramme

Milligramme par kilogramme par jour
Mégahertz

Minute

Millilitre

Millimétre

Peroxyde de molybdene-pyridine-hexaméthylphosphoramide
Melting point

Milliseconde

Molecular Weight



Abréviations, acronymes et unités

N-Ac-Arg-OMe Ester méthylique de la N-acétylarginine
N-Ac-Cys-OH N-Acétylcystéine

N-Ac-Cys-OMe Ester méthylique de la N-acétylcystéine
N-Ac-His-OH N-Acétylhistidine

N-Ac-Lys-OMe Ester méthylique de la N-acétyllysine
N-Ac-Tyr-OEt Ester éthylique de la N-acétyltyrosine
N-Ac-Tyr-OH N-Acétyltyrosine

NAD*/NADH Nicotinamide adénine dinucléotide (forme oxydée/forme réduite)
NADPH Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate
nm Nanometre

nM Nanomolaire (hanomole par litre)

NVP Névirapine

OoMS Organisation mondiale de la santé
PAPS 3'-Phosphoadénosine 5'-phosphosulfate
PBS Phosphate buffer solution

PCR Polymerase chain reaction

pH Potentiel hydrogéne

PMA Acide phosphomolybdique

PNO Pyridine-N-oxyde

ppm Partie par million

q Quadruplet

Rt Rapport frontal

RHE Reconstructed human epidermis

RMN Résonance magnétique nucléaire

S Singulet

SIDA Syndrome d'immunodéficience acquise
SMX Sulfaméthoxazole

SNAr Substitution nucléophile aromatique
SULT Sulfotransférase

t Triplet

t.a Température ambiante

THF Tétrahydrofurane

TLC Thin layer chromatography

UDP Uridine phosphate

UGT Uridine phosphate glucuronyltransférase
VIH-1 Virus de 'immunodéficience de type |

o] Déplacement chimique

w, Vitesse angulaire



Avant-propos



Avant-propos 4

Avant-Propos

Au regard de sa surface et de sa masse, la peau est 'organe le plus important du corps
humain. Plus qu’une simple enveloppe, la peau est un systéme complexe qui assure de
nombreuses fonctions de protections de l'organisme. En contact permanent avec les
molécules de I'environnement, elle est également exposée aux substances ingérées par voie

orale comme les médicaments, qui peuvent diffuser a travers I'organisme jusqu’a I'épiderme.

De nombreux traitements médicamenteux ont été mis sur le marché ces cinquante
dernieres années. Cependant, les innovations thérapeutiques s’accompagnent d’un
probleme majeur de santé publique : les effets indésirables médicamenteux. En France,
'étude EMIR (Effets Indésirables des Médicaments : Incidence et Risque) estime a 3,6% la
proportion d’hospitalisations liées a ces effets.™” Il existe plusieurs types d’effets indésirables
médicamenteux. Parmi eux, les réactions idiosyncratiques, rares et imprévisibles, sont
généralement constatées tardivement pendant la phase Il des essais cliniques, parfois
méme apres la mise sur le marché. Elles peuvent affecter tous les organes, avec le foie, la

peau et la moelle osseuse comme cibles privilégiées.

La plupart des réactions de toxicité cutanée sont modérées, mais les patients atteints des
formes les plus séveres (syndrome de Stevens-Johnson, syndrome de Lyell) souffrent d’'une
douloureuse et traumatisante nécrolyse de I'épiderme qui menace leur vie. A I'heure
actuelle, aucune thérapie ne permet de soigner les toxidermies. Seuls les traitements
symptomatiques peuvent soulager les patients qui gardent souvent des séquelles

psychologiques importantes.®

La chimie joue un rble important dans I'étude des phénomeénes qui induisent les
toxidermies. Ces derniéres seraient déclenchées par une réaction exagérée du systéeme
immunitaire face a une molécule non protéigue de faible poids moléculaire, appelée hapténe.
Les mécanismes immunologiques des toxidermies ne sont pas totalement élucidés. lls sont
complexes et varient d'une molécule a l'autre, mais, selon la théorie de I'hapténe, ils
passeraient par la formation d’un complexe antigénique entre I'hapténe et une protéine
épidermique.® La compréhension des phénoménes & l'origine des toxidermies passe donc

par I'étude de cette étape clé.

Il existe peu de modéles permettant d’étudier a I'échelle moléculaire I'interaction des
substances potentiellement toxiques avec I'épiderme. En ce qui concerne les toxidermies,
les modéles animaux sont peu hombreux car les réactions idiosyncratiqgues sont aussi rares

chez I'animal que chez 'lhomme.
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Depuis de nombreuses années, le laboratoire de Dermatochimie cherche a élucider les
mécanismes chimiques qui aboutissent a des pathologies dermatologiques telles que
l'allergie de contact et la photosensibilité chronique. Ces travaux passent nécessairement
par le développement de modéles se rapprochant le plus possible de la réalité des

phénomeénes se produisant chez 'Homme.

Le travail de thése présenté dans ce manuscrit s’inscrit dans la suite des études
précédentes. Il est basé sur l'utilisation des épidermes reconstruits, hautement comparables
aux épidermes humains par leur structure et leur composition grace aux progrés de
lingénierie. Ce modéle a montré de bons résultats dans I'étude de l'allergie de contact
déclenchée par plusieurs hapténes!*® et a été étendu a l'analyse d’une autre catégorie
d’allergénes, appelés pro-hapténes.’® Nous proposons d’élargir I'utilisation des épidermes
humains reconstruits a I'étude d’'un médicament a l'origine de graves toxidermies. A la
différence des allergénes de contact précédemment étudiés, cette molécule n’entre pas en
contact avec la surface de la peau. Elle est administrée par voie orale et subit des

transformations métaboliques dans le foie avant de rejoindre I'épiderme.

Dans le premier chapitre qui suit seront introduites les toxidermies médicamenteuses, d’'un
point de vue immunologique et chimique. Une attention particuliéere sera accordée au

métabolisme des xénobiotiques. Enfin, nous présenterons le sujet de ce travail de thése.
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Introduction genérale
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Chapitre | : Introduction générale

Les toxidermies médicamenteuses : notions de base

Une toxidermie médicamenteuse est une réaction de toxicité cutanée déclenchée par la
prise d’'un ou plusieurs médicament(s). La plupart des réactions sont modérées et
disparaissent aprés l'arrét du traitement. Cependant, dans le cas des toxidermies bulleuses,
I'épiderme nécrosé se décolle du derme. La peau, privée de son intégrité et incapable
d’assurer sa fonction de barriére de protection, laisse I'organisme vulnérable aux agressions
du monde extérieur (Figure I-1). Selon I'étendue des Iésions, on parle de syndrome de
Stevens-Johnson (moins de 10% de la surface corporelle touchée) ou de syndrome de Lyell

dans les cas les plus extrémes.

Figure I-1 : Patient atteint d’'une toxidermie avec un détachement de I'épiderme au niveau des bras!”!

Les nécrolyses épidermigues toxiques menacent la vie des patients, s’accompagnent de
séquelles psychologiques graves, et sont trés difficiles a prendre en charge par le personnel
hospitalier. Les mécanismes a l'origine des toxidermies sont souvent méconnus. Il existe
cependant plusieurs hypothéses impliquant pour chacune d’entre elles une réaction
exagérée du systeme immunitaire déclenchée soit par une molécule entrant dans la

composition du médicament, soit par un de ses métabolites.

|. La peau, premiere barriére de protection de I’organisme

La peau est un organe essentiel de I'organisme. Avec sa surface et sa masse (1,8 mz
correspondant environ a 16% du poids du corps), la peau représente I'organe le plus
important du corps humain.® Ses fonctions sont nombreuses et toutes aussi indispensables
les unes que les autres.® Elle maintient I'intégrité de I'organisme en assurant la régulation
de sa température et en limitant les pertes de fluides corporels. Elle protége les tissus des

chocs, des toxines, des rayonnements ultraviolets et des agents pathogénes.
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Constamment soumise aux agressions extérieures, la peau est la premiere barriere de
défense de l'organisme. Cet organe complexe posséde €également de nombreuses
terminaisons nerveuses a l'origine de notre sensibilité a la chaleur, a la pression et a la

douleur. Enfin, la peau agit comme un organe immunitaire a part entiere.

La peau est composée de trois couches principales ayant chacune leurs spécificités

(Figure I-2) : I'épiderme, le derme et '’hypoderme.

Pore
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du derme

Couche
cornée

<
Epiderme

L il 'Y d ; 4 Muscle
' E horripilateur

Glande sébacée 2
Graisse sous-cutanée
Vaisseaux sanguins
Artére

Veine

Muscle

Glande
sudoripare

Figure I-2 : Coupe schématique de la peau (source : CNRS“O])
I.1. L’épiderme

L’épiderme est la couche la plus externe de la peau. Epais de 0,1 a 1 mm, il est hautement
organisé et se renouvelle en permanence. Il est constitué de plusieurs types de cellules : les

kératinocytes, les mélanocytes, les cellules de Langerhans et les cellules de Merkel.®9*!]

Les kératinocytes représentent 80% des cellules épidermiques. Ces cellules produites a la
jonction dermo-épidermique migrent vers la surface de I'épiderme en trois semaines environ
pour y former une couche de cellules mortes appelée la couche cornée. L’épiderme est ainsi

continuellement renouvelé.

Les mélanocytes sont chargés de la production de la mélanine qui donne sa couleur a la

peau et la protége du rayonnement ultraviolet.

Les cellules de Langerhans (CL, 3 a 8% des cellules épidermiques) assurent la fonction de
cellules présentatrices d’antigéne (CPA) et participent a I'immunité cutanée. Ces cellules,
dérivant de la moelle osseuse, sont réparties sur la totalité de I'épiderme et interagissent
grace a leurs prolongements cytoplasmiques (appelés dendrites) avec les kératinocytes en

formant un véritable réseau. Elles ont un role crucial dans 'immunité cutanée.

Les cellules de Merkel interviennent dans la perception sensorielle.
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L’épiderme ne renferme pas de vaisseau sanguin mais il est alimenté par diffusion depuis

le derme.

[.2. Le derme

Le derme se situe en-dessous de I'épiderme. Il est trés vascularisé et assure la nutrition
de la peau. Riche en fibres de collagéne et d’élastine, le derme confére a la peau sa

résistance et son élasticité.™"
|.3. L’hypoderme

L’hypoderme est la couche la plus profonde de la peau. Véritable tissu nourricier, il est
constitué de cellules adipeuses! (cellules graisseuses) riches en énergie qui permettent

notamment d’amortir les chocs et d’isoler 'organisme du froid.

Il. Métabolisme cutané

L’'organisme est constamment exposé a des molécules étrangeres, appelées
xénobiotiques. Les xénobiotiques peuvent provenir de I'environnement, de la nourriture, des
cosmeétiques ou encore des traitements médicamenteux. Le contact permanent avec des
xénobiotiques peut conduire a des réactions de toxicité dues a l'accumulation de ces

substances dans I'organisme.

Premiére interface moléculaire de I'organisme, la peau est particulierement exposée a ces
molécules, qu’elles soient appliquées a la surface de I'épiderme ou administrées par voie
orale. Autrefois réduite a un simple rbéle de barriére physique, la peau est aujourd’hui
reconnue comme un organe meétaboliqgue a part entiére au méme titre que le foie. En effet,
en plus d’'un systéeme immunitaire performant, la peau posséde pour se défendre une
machinerie enzymatique chargée de rendre les xénobiotiques plus faciles a éliminer. Ces
systémes enzymatiques constituent les systémes métaboliques de détoxication et sont

particuliérement développés dans la peau.*?
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L’élimination des xénobiotiques se fait majoritairement par excrétion dans la bile ou dans
les urines, qui sont composées a plus de 95% d’eau. Les systémes métaboliques de

détoxication ont donc pour objectif de transformer les xénobiotiques lipophiles en molécules

by

hydrosolubles, plus faciles a excréter. Une molécule xénobiotique subit généralement
plusieurs transformations classées en deux grandes étapes : le métabolisme de phase | et le
métabolisme de phase Il (Figure I-3).

Xénobiotique Xénobiotique
lipophile hydrophile

f

PHASE |
Fonctionnalisation
Oxydation
Réduction
Hydrolyse

Métabolites primaires

f

PHASE Il
Conjugaison

¢ Y

Métabolites sepondaires —> Elimination / Excrétion
hydrophiles

Figure 1-3 : Processus de détoxication
II.1. Métabolisme de phase | : phase de fonctionnalisation

Le métabolisme de phase | a pour fonction soit de fonctionnaliser une molécule non

réactive, soit de transformer une fonction existante pour la rendre plus réactive.

Les principaux systémes enzymatiques de phase | sont des systémes d’oxydoréduction
(oxydoréductases, EC1). Parmi eux, on peut citer les mono-oxygénases a cytochrome P-
450, les flavines mono-oxygénases, les alcools et les aldéhydes déshydrogénases, les

monoamines oxydases ou encore les peroxydases.

Les mono-oxygénases a cytochrome P-450 (CYP) sont bien connues dans le foie et sont
également présentes dans d’autres organes dont la peau,™** en particulier dans I'épiderme

et les glandes sébacées.!*®

Les CYP peuvent prendre en charge des molécules tres
diverses, comprenant aussi bien des xénobiotiques auxquels la peau est exposée que des
substances endogenes (hormones stéroidiennes, acides gras, vitamine A, vitamine D...).
Les cytochromes P-450 sont des hémoprotéines capables d’activer 'oxygéne moléculaire
pour réaliser de nombreuses transformations dont quelques-unes sont illustrées par la figure

-4.17
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Figure 1-4 : Exemples de réactions enzymatiques catalysées par les cypi*d

Certains cytochromes ont été mis en évidence par immunohistochimie et par PCR dans
des kératinocytes humains en culture, d’autres n’ont été détectés que par I'expression de

leurs ARNs messagers.®

Les flavines mono-oxygénases (FMO)™ peuvent oxyder les hétéroatomes (N, S, P)
présents dans les molécules azotées, soufrées, ou phosphorées. Elles utilisent également
une molécule d’oxygeéne, un cofacteur (le NADPH) et la flavine adénine dinucléotide (FAD)
comme groupement prosthétique. Les ARNs messagers de ces enzymes sont localisés dans

I'épiderme, les glandes sébacées et les follicules pileux.>!

Les alcools et les aldéhydes déshydrogénases (ADH et ALDH),”*!! couplées a la réduction
du cofacteur NAD+ en NADH, sont chargées de l'oxydation des fonctions alcools en

aldéhydes, et des fonctions aldéhydes en acides carboxyliques.

Les monoamines oxydases (MAO), dont la présence a été observée dans des fibroblastes
en culture,” sont responsables de la formation d’aldéhydes & partir d’amines par
désamination oxydante. Elles utilisent la flavine adénine dinucléotide (FAD) comme

groupement prosthétique.

Les peroxydases,®® lors de la réduction des hydroperoxydes, sont capables de former des

intermédiaires électrophiles a partir de molécules riches en électrons.

Cette liste reste non exhaustive puisque d’autres systémes enzymatiques participent au
métabolisme de phase I. On peut notamment citer les estérases, trés présentes dans la
peau,® qui métabolisent par exemple des prodrogues contenant la fonction ester,?*?! ou

encore les azoréductases impliquées dans la détoxication de certains colorants azoiques.
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Les molécules obtenues a I'issue du métabolisme de phase | sont appelées métabolites
primaires. S’ils sont suffisamment hydrophiles, ils peuvent étre excrétés. Sinon, ils entrent

dans le métabolisme de phase II.
Il.2. Métabolisme de phase Il : phase de conjugaison

Les fonctions chimiques mises en place ou dévoilées lors du métabolisme de phase | sont
mises a profit lors du métabolisme de phase Il afin d’étre conjuguées avec des groupements
hydrosolubles.

Les systemes enzymatiques de phase Il appartiennent essentiellement a la famille des
transférases (EC2). Comme leur nom lindique, elles transférent des groupements
hydrophiles sur les métabolites primaires. Tandis que les activités épidermiques des
cytochromes P-450 dans la peau atteignent 1 a 5% de celles mesurées dans le foie, les
activités des transférases dans la peau peuvent atteindre 10% des activités hépatiques.”
Ce ratio plus élevé montre que la peau posséde une capacité importante de détoxication.
Parmi les systéemes métaboliques appartenant a la famille des transférases, on peut citer les

UDP-glucuronyl-transférases, les N-acétyltransférases et les sulfotransférases.

Les UDP-glucuronyltransférases (UGT)?® sont impliquées dans la conjugaison de
métabolites primaires nucléophiles avec l'acide glucuronique. Elles transforment par
exemple le triclosan, composé tres utilisé pour ses propriétés antifongiques et
antibactériennes dans des centaines de produits d’hygiéne courants (dentifrices, savons,

déodorants, gels hydro-alcooliques...), en son dérivé glucuronide.?

Les N-acétyltransférases catalysent le transfert d’'un groupement acétyle sur un atome
d’azote. Il a par exemple été montré que la peau pouvait N-acétyler des amines aromatiques
contenues dans les colorants capillaires tels que le para-aminophénol et la para-

phénylénediamine.®"!

Les sulfotransférases®® peuvent par exemple sulfater certains stéroides dans la peau.®?

On peut également a nouveau citer le triclosan dont la conversion en sulfate dans la peau a
été montrée (Figure [-5).%°)

Il peut arriver que la présence des systémes enzymatiques cutanés soit mise a profit dans
le cadre d’un traitement local. Ainsi, le minoxidil, prescrit contre la chute de cheveux, est une
prodrogue prise en charge dans les follicules pileux par une sulfotransférase (SULT1A1)

pour étre convertie en sa forme active, le sulfate de minoxidil (Figure 1-5).53
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Figure I-5 : Sulfatations enzymatiques du triclosan et du minoxidil dans la peau

[ll. Chimie et toxicité cutanée : les haptenes

Le point de départ des réactions de toxicité est souvent la formation d’'un complexe
antigénigue entre un hapténe et une protéine cutanée, par création d’'une liaison chimique
covalente ou de coordination entre ces deux entités. La structure de la protéine ainsi
modifiée n’est plus reconnue par le systéme immunitaire comme appartenant au soi. Le
systeme immunitaire peut alors répondre de facon inappropriée, ce qui déclenche les

symptdmes cutanés (rougeurs, prurits, papules...).
lll.1. Caractéristiques des haptenes

Pour modifier les protéines de la peau, les hapténes doivent posséder des propriétés
physico-chimiques particuliéres.

Un hapténe est une molécule de faible poids moléculaire (généralement inférieur a 1000
dalton) qui n’est pas immunogéne en tant que telle mais qui le devient aprés liaison avec une
molécule porteuse plus volumineuse telle qu’une protéine.®" Lorsque la sensibilisation est
due a l'application de I'hapténe a la surface de la peau, ce dernier doit étre suffisamment
lipophile et avoir des paramétres physico-chimiques (propriétés électroniques et facteurs
stériques) lui permettant de traverser la couche cornée et de pénétrer dans la peau.

L’haptene doit également posséder dans sa structure moléculaire des groupements
suffisamment réactifs pour former une liaison plus ou moins forte avec une macromolécule
biologique. En chimie, on distingue les liaisons faibles, facilement réversibles, des liaisons
fortes qui sont beaucoup plus stables (Figure 1-6).
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Figure 1-6 : Niveaux d’énergies des différents types de liaisons chimiques[34]

Les liaisons faibles (forces de Van der Waals, interactions hydrophobes, interactions
électrostatiques...) ont une énergie de quelques joules a 50 kJ par mole et sont cruciales
dans de nombreux mécanismes biologiques comme la reconnaissance moléculaire entre un
récepteur et son substrat. La liaison entre un hapténe et une macromolécule biologique est
beaucoup plus stable et appartient a la catégorie des liaisons fortes avec des énergies
supérieures a 200 kJ par mole. Les liaisons fortes sont généralement des liaisons covalentes

ou des liaisons de coordination.
[1l.2. Formation d’un complexe antigénique par liaison de coordination

Un complexe antigénique peut étre stabilisé par des liaisons de coordination. Ces liaisons
sont relativement fortes en énergie (de 50 kJ & 100 kJ par mole pour une seule liaison de
coordination dans un complexe en contenant plusieurs). Elles se forment lorsqu’un
groupement chimique riche en électrons présent dans une protéine cutanée (oxygene, azote,
soufre...) devient le ligand d’'un métal ou d’'un sel métallique pauvre en électrons (nickel,
chrome, cobalt, mercure...) (Figure I-7). Les complexes de coordination ainsi formés sont
caractérisés par le nombre des ligands et la géométrie qui dépend du métal et de son degré
d’oxydation.B4 Ils sont assez stables pour modifier la structure de la protéine cutanée qui
n’est plus reconnue par le systtme immunitaire. L’allergie de contact au nickel Il contenu
dans les bijoux fantaisie est un exemple classique de réaction du systéme immunitaire face a
un sel métallique.®®

ah /L’--i&/L IT\’Z‘Il-\ /L/-l-?&/L
/,/M'”\IL // Mr // :I 'NL%L // ’ //I
Le--y - | L=
L L
Tétraédre Carré plan Blpyramlde Octaédre
trigonale

Figure I-7 : Exemples de géométries de complexes de coordination formés entre un métal M et des ligands L
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l1l.3. Formation d’un complexe antigénique par liaison covalente

Le complexe antigénique peut également se construire par formation d’'une liaison

covalente entre I'hapténe et la protéine cutanée.

Les liaisons covalentes, avec une énergie supérieure a 400 kJ par mole, sont plus fortes
que les liaisons de coordination. Elles se forment habituellement par un mécanisme a deux

électrons de type nucléophile - électrophile entre I'hapténe et les protéines de la peau.

De maniere générale, les hapténes électrophiles réagissent avec les chaines latérales
nucléophiles d’acides aminés constituant les protéines. Les acides aminés les plus souvent
impliqués sont ceux qui possedent un hétéroatome riche en électrons grace a un ou
plusieurs doublet(s) non liant(s) (soufre, azote, oxygéne). Ainsi, le groupement thiol de la
cystéine et 'amine primaire de la chaine latérale de la lysine sont particuliérement
nucléophiles.m Les acides aminés comme [histidine, la méthionine et la tyrosine sont

également réactifs (Figure 1-8).

Cystéine

Méthionine

Histidine Né\NH Tryptophane

o]

OH
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Figure -8 : Principaux acides aminés nucléophiles



Chapitre | 15

La liaison covalente peut aussi se former par un mécanisme radicalaire a un seul électron.
C’est par exemple le cas des hydroperoxydes contenus dans le mélange d’autoxydation a
air du d-limonéne, utilisé comme parfum et comme solvant dans de nombreux produits
d’'usage courant (Figure 1-9). Ces hydroperoxydes peuvent former des radicaux au sein de la
peau. Cette étape pourrait étre le point de départ de réactions radicalaires avec les protéines
épidermiques.®® En 2006, le terme de pré-hapténe a été introduit pour définir les substances
non réactives devenant allergisantes aprés exposition a I'environnement, comme c’est le cas

pour les terpénes odorants qui s’oxydent a I'air.*

OOH
OOH
d-Limonéne Hydroperoxydes du d-limonéne

Figure 1-9 : Le d-limonéne, exemple de pré-hapténe, et ses hydroperoxydes principaux
lll.4. Les pro-haptenes : implication du métabolisme dans la toxicité cutanée

Il peut arriver que le métabolisme cutané soit impliqué dans la bioactivation d’une
molécule non réactive en molécule toxique. En effet, plus d’'un tiers des sensibilisants
connus ne sont pas initialement réactifs vis-a-vis des protéines de la peau. Ces molécules,
appelées pro-hapténes, acquiérent leurs propriétés électrophiles par voie métabolique.” A
lissue des mécanismes de détoxication, les métabolites intermédiaires sont souvent plus
électrophiles que la molécule initiale. Si la détoxication s’effectue dans de bonnes conditions
et que l'élimination est efficace, les métabolites ne s’accumulent pas dans la peau.
Malheureusement, il peut arriver que les intermédiaires réagissent avec les protéines et
conduisent & des réactions de toxicité.'? Trés souvent, le métabolisme précis des pro-
hapténes n’est pas entierement connu et les métabolites réactifs sont déduits d’études de

métabolisme hépatique.

Pour illustrer le concept de pro-hapténe, on peut évoquer le cas du sulfaméthoxazole
(SMX), un agent anti-infectieux de la famille des sulfamides administré par voie orale. Sa
détoxication passe par une réaction de N-acétylation. Il a été postulé que cette voie
métabolique était en compétition avec la formation d’'une hydroxylamine (SMX-OH) par
oxydation enzymatique. L’hydroxylamine, oxydée dans un second temps en nitroso, pourrait

se lier aux protéines de la peau et induire une toxidermie.***

Il a d’ailleurs été montré que
les individus classés en acétyleurs «lents», dont la capacité a acétyler les xénobiotiques (et
donc a détoxifier le sulfaméthoxazole) est plus faible que celle des acétyleurs «rapides»,

étaient prédisposés & cette réaction toxique (Figure 1-10).13
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Figure 1-10 : Bioactivation proposée du sulfaméthoxazole™”!

[11.5. L’allergie de contact

La conséquence la plus générale de la modification des protéines épidermiques est

I'allergie de contact.

Classée dans la catégorie des hypersensibilités de type IV (ou retardées) selon Coombs et
Gell,* rallergie de contact est une réaction inflammatoire inappropriée et exagérée du
systéme immunitaire face a un xénobiotique. Elle se manifeste sous la forme d’eczéma,
d’cedémes (gonflements), d’érythémes (rougeurs) et de prurits (démangeaisons) (Figure I-
11). Elle touche pres de 20% de la population des pays développés et est aujourd’hui

considérée comme un probléme de santé publique.®
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La liste des allergénes potentiels est longue et contient aussi bien des molécules
naturelles que des produits de synthese. Ces molécules sont de plus en plus présentes dans
notre environnement. Vétements, cosmeétiques, bijoux, matiéres plastiques, médicaments
administrés par voie topique, pesticides et plantes sont autant de sources d’allergenes de
contact potentiels.

Figure I-11 : Patiente atteinte d’eczéma de contact causé par un déodorant contenant du Lyral®[46]

IV. Les toxidermies induites par les médicaments : mécanismes

immunologiques

Dans le cas de l'allergie de contact, 'hapténe ou le pro-hapténe est appliqué localement
sur la peau. En ce qui concerne les toxidermies médicamenteuses, la molécule est le plus
souvent administrée par voie orale. Elle passe donc par les étapes pharmacocinétiques

d’absorption, de distribution, et de métabolisme avant d’arriver dans I'épiderme.

Les événements immunitaires a l'origine de la nécrose de I'épiderme dans les syndrome
de Stevens-Johnson et de Lyell ne sont pas complétement élucidés. Cependant, dans

certains cas, on peut établir des similitudes avec le mécanisme de l'allergie de contact.

IV.1. Les évenements indésirables médicamenteux : vue d’ensemble et

classification

De grands progres ont été réalisés ces cinquante derniéres années dans le traitement des
maladies grace au développement de nombreux médicaments. Malheureusement,
'augmentation du nombre de molécules disponibles sur le marché a une conséquence
inévitable : les événements indésirables médicamenteux, ou effets indésirables.
L’organisation mondiale de la santé et la Communauté européenne définissent un effet
indésirable comme «une réaction nocive et non voulue a un médicament, se produisant aux
posologies normalement utilisées chez I'homme pour la prophylaxie, le diagnostic ou le
traitement d'une maladie ou pour le rétablissement, la rectification ou la modification d'une

fonction physiologique».
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En 2008, I'étude EMIR (Effets indésirables des Médicaments : Incidence et Risque) menée
par les centres régionaux de pharmacovigilance dans 63 services hospitaliers tirés au sort et
incluant 2 692 malades, a évalué a 3,6% la proportion des hospitalisations dues a la
survenue d’un effet indésirable médicamenteux.!! Leurs conséquences peuvent étre graves,
voire fatales pour les patients. De plus, ils représentent un codt important pour le systeme de
santé. La survenue d’'un effet indésirable signalée dans le cadre de la pharmacovigilance
peut amener a modifier les conditions d'utilisation du médicament, a les restreindre, parfois a
retirer la molécule du marché. Les conséquences du retrait d'un médicament sont
importantes non seulement pour le laboratoire pharmaceutique qui a investi des sommes
considérables dans son développement, mais également pour les patients qui ne sont pas
affectés par Tleffet indésirable et qui se voient interdire l'usage d’un traitement
potentiellement bénéfique. Avec le développement des réseaux sociaux et des médias
d’'informations, le grand public est aujourd’hui rapidement informé de la dangerosité
potentielle d’'un médicament, ce qui peut déclencher des polémiques a grande échelle
comme ce fut le cas pour la nouvelle formule du Lévothyrox mise sur le marché en mars
2017.

Le systeme de classification original des effets indésirables a été publié en 1977 par
Rawlins et Thompson."" Il fait la distinction entre un effet indésirable de type A et un effet de

type B.

Un effet indésirable médicamenteux est de type A («augmented») lorsque la réponse de
'organisme au médicament est plus élevée que celle prévue par la méme posologie. Par
exemple, la survenue d’une hypotension due a la prise d’antihypertenseurs. Il est
généralement prévisible par la courbe dose-réponse établie lors des études
pharmacologiques effectuées pendant le développement du médicament. Il est facilement

réversible par diminution de la dose.

Un effet indésirable médicamenteux est de type B («bizarre») ou «idiosyncratique»
lorsqu’il est imprévisible a partir des propriétés pharmacologiques du médicament. Il est rare
et donc trés peu souvent identifié pendant les essais cliniqgues. Les réactions
idiosyncratiques sont également difficiles a détecter chez I'animal, puisqu’elles y sont tout
aussi inhabituelles que chez I'humain. Les toxidermies médicamenteuses font partie de cette

catégorie.

En 2000, Edwards et Aronson ont publié une classification plus précise en ajoutant quatre
types d’effets indésirables : la réaction chronique due a I'effet cumulatif («chronic reaction»),
I'effet retardé («delayed effect»), l'effet survenant aprés l'arrét du traitement («end of

use effect»), et 'échec de la thérapie («failure»).!*®
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IV.2. Les événements indésirables de type B

La majorité des effets indésirables (80%) sont de type A. Cependant, les effets de type B

sont les plus alarmants par leur caractére imprévisible et souvent tres sévere.

Les évéenements indésirables de type B peuvent toucher de nombreux organes.
Cependant, le foie, la peau et la moelle osseuse sont leurs cibles privilégiées.®! La raison la
plus fréquente du retrait d’'un médicament est sa toxicité hépatique. Les atteintes hépatiques
peuvent aller de I'augmentation asymptomatique des enzymes du foie a une hépatite
fulgurante et fatale. En ce qui concerne la peau, on lit par exemple sur la notice d’une boite
de comprimés d’ibuproféne 400 mg que des réactions allergiques cutanées telles que des
«éruptions sur la peau, démangeaisons, cedémes» peuvent survenir et que «tres
exceptionnellement» les lésions cutanées peuvent aller jusqu'a «des manifestations
bulleuses de la peau ou des muqueuses (sensation de brllures accompagnée de rougeurs
avec bulles, cloques, ulcérations)». Cet avertissement apparait dans les notices de
nombreux autres médicaments courants (aspirine, paracétamol, antibiotiques...). Dans le
pire des cas, les atteintes cutanées vont jusqu’a I'apparition d’'un syndrome de Lyell, fatal

chez 30% des patients touchés."!
IV.3. Mécanismes immunologiques des effets indésirables de type B

Les effets indésirables de type B ont un mécanisme souvent méconnu. Plusieurs
hypothéses basées sur une réaction exagérée du systéme immunitaire similaire a celle qui

déclenche I'allergie de contact ont été étudiées.

L’'organisme est en contact permanent avec de nombreux agresseurs de I'environnement.
Pour se protéger et se défendre, il posséde un systéme complexe et trés organisé : le
systéme immunitaire. Le systéme immunitaire est composé de I'immunité naturelle et de

limmunité adaptative, qui agissent de maniere complémentaire.

L'immunité naturelle est une barriere anatomique (par l'intermédiaire de la peau et des
mugueuses), chimique (par exemple grace aux constituants des larmes et de la salive), et
cellulaire (par l'action des phagocytes capables d’'ingérer et d’éliminer les agents infectieux).

Elle est indispensable a I'activation de 'immunité adaptative.

L'immunité adaptative permet quant a elle une réponse spécifique face a un agresseur,
tout en amplifiant cette réponse et en créant une mémoire permettant une défense plus

efficace contre le méme agent infectieux lors d’'une rencontre ultérieure.
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Les mécanismes immunitaires précis des réactions idiosyncratiques aux médicaments
sont méconnus. Il a cependant été montré que lors du contact cutané avec la molécule
incriminée, des lymphocytes T sont activés. C’est donc le systéme immunitaire adaptatif qui
est mis en jeu. Trois hypothéses différentes ont été émises : I'hypothése de I'hapténe,

I'hypothése de danger, et 'hypothése de l'interaction pharmacologique.™

IV.3.a. L’hypothése de I’hapténe

Cette hypothése repose sur la formation d’'un complexe antigénique stable entre un

hapténe et une protéine de la peau®”

par création d’une liaison forte (covalente ou de
coordination) difficilement réversible. Elle permet par exemple d’expliquer la survenue d’'une
allergie de contact. Son mécanisme est composé de deux phases distinctes : la phase de

sensibilisation et la phase de révélation.
e La phase de sensibilisation

La phase de sensibilisation (Figure I-12) intervient lors d’'un premier contact cutané avec
le sensibilisant. Cette phase est asymptomatique d’'un point de vue clinique et permet de

créer une mémoire immunologique.

Les cellules dendritiques de Langerhans (CL) jouent un réle crucial dans la sensibilisation
en occupant la fonction de cellules présentatrices d’antigeéne (CPA). Elles sont les seules
dans [I'épiderme a exprimer a leur surface les protéines du complexe majeur
d’histocompatiblité de classe Il (CMH 1), capable de présenter un antigéne aux acteurs de la

réponse immunitaire.*>?
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Figure 1-12 : Phase de sensibilisation*®
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Dans un premier temps, la molécule doit pénétrer dans I'’épiderme. Dans lallergie de
contact, elle doit posséder pour cela des caractéristiques physico-chimiques indispensables
au passage de la couche cornée.®® Dans les toxidermies otl la molécule n’est pas appliquée

a la surface de la peau, elle doit pouvoir diffuser a partir du derme jusqu’aux couches
superficielles.

Le complexe haptene-protéine se forme ensuite dans I'épiderme par une réaction de type
nucléophile-électrophile ou par une réaction radicalaire. Les cellules de Langerhans sont
capables de capter le complexe antigénique grace a leurs nombreuses dendrites et le
reconnaissent comme faisant partie du non-soi.” Le complexe est ensuite internalisé par les
CL pour y étre clivé en peptides.® Cette prise en charge s’accompagne de la migration des
CL a travers I'épiderme et le derme en direction du systéme lymphatique proximal. Au cours
de la migration, les CL perdent leur caractére dendritique et donc leur capacité de capter les
antigénes mais acquiérent la faculté de stimuler les lymphocytes T naifs. La migration des
CL n’est pas précisément comprise mais il semblerait que des substances épidermiques de
signalisation cellulaire, appelées cytokines, jouent un réle dans linitiation et la régulation de

ce mécanisme.®

Arrivées dans les ganglions lymphatiques, les CPA présentent les peptides issus de la
dégradation de I'antigéne a des lymphocytes T (LT) naifs. Les LT se différencient en deux
populations : les LT effecteurs (capables de sécréter des substances cytotoxiques pour
détruire 'antigéne) et les LT mémoires.®™ Les LT, spécifiques a I'antigéne, proliférent et
migrent vers la circulation générale par les canaux lymphatiques en direction des tissus et en
particulier vers le derme et I'épiderme. L'individu est alors sensibilisé a I'hapténe et son
systéme immunitaire est prét a déclencher une réponse inflammatoire lors des prochains

contacts avec la substance chimique.
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e La phase de révélation (Figure 1-13)

Deuxiéme contact avec I'hapténe
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;:/)(’Cellule de Langerhans (CL)
.
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(* LMonocyte / Macrophage

@ Kératinocyte

Figure 1-13 : Phase de révélation®®

Lors d’un nouveau contact, I'hapténe arrive dans I'épiderme et forme un complexe
antigénique pris en charge par les cellules présentatrices d’antigéne. Les CPA présentent le
complexe aux LT spécifiques de ce dernier, présents dans I'épiderme et le derme depuis la
phase de sensibilisation. Les LT reconnaissent immédiatement le complexe antigénique. lls
sécrétent des cytokines pro-inflammatoires permettant de recruter d’autres lymphocytes et
d’autres acteurs de la réaction inflammatoire qui sécrétent également des cytokines. Les

57 inflammation et les

kératinocytes eux-mémes finissent par sécréter des cytokines.
symptémes cliniques deviennent visibles (rougeurs, cedémes, prurits, décollement de

I'épiderme dans le cas des nécrolyses épidermiques toxiques...).
IV.3.b. L’hypothése de danger

L’hypothése de danger est Iégérement différente de celle de I'hapténe. En 1994, Matzinger
propose une théorie distincte du schéma classique basé sur 'opposition entre le soi et le
non-soi.”® Elle émet I'hypothése selon laquelle le systéme immunitaire ne se préoccupe pas
de la reconnaissance du soi ou du non-soi, mais qu’il est programmé pour protéger
I'organisme contre les dangers. Le systéme immunitaire n’est donc pas stimulé par la seule

présence d’'un xénobiotique mais par un signal d’alarme émis par les cellules de I'organisme.

D’un point de vue mécanistique, la théorie du danger démarre de la méme fagon que celle
de I'hapténe. Le complexe antigénique est pris en charge pas les CPA, internalisé, dégradé
et les peptides sont présentés dans le sillon du CMH II. Il s’agit d’'un premier signal. En
'absence d’'un second signal, les LT ne proliférent pas et le systtme immunitaire devient
tolérant vis-a-vis de I'haptene (Figure 1-14).
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Figure I-14 : Tolérance vis-a-vis de I'hapténe en I'absence d'un signal de danger’®®

La différenciation et la prolifération des LT a lieu uniquement en présence d’'un signal de
co-stimulation ou «signal de danger» (Figure I-15).
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Figure 1-15 : Réponse inflammatoire a un signal de danger[38]

Les signaux de danger ne sont pas complétement connus, mais il est probable qu'ils

soient endogénes et différents pour chaque type cellulaire.™

Selon Matzinger, des composés endogénes peuvent par exemple activer le systéme
immunitaire s’ils déclenchent un signal de danger tandis que des xénobiotiques peuvent étre
parfaitement tolérés si ce signal n’est pas émis.

D’aprés cette théorie, la réponse immunitaire dépend donc du tissu affecté. Ceci pourrait
expliquer pourquoi certains effets indésirables de type B ne s’expriment que dans un seul

tissu tandis que les hapténes peuvent se lier aux protéines dans d’autres organes.
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IV.3.c. L’hypothése de I'interaction pharmacologique

L’hypothése de Tlinteraction pharmacologique va a l'encontre de la formation d’un
complexe antigénique hapténe-protéine. En 1998, Pichler et son équipe découvrent que des
lymphocytes T isolés et issus de patients ayant souffert d’'une réaction idiosyncratique
proliferent in vitro en présence du pro-hapténe incriminé mais en Il'absence de
métabolisme.® I en déduit que la molécule est capable de former des liaisons faibles et
réversibles a la fois avec le CMH d’une cellule présentatrice d’antigéne, et avec un récepteur
particulier situé sur un lymphocyte T, formant un «super antigéne» (Figure I-16). Cette
structure serait capable de déclencher la réponse immunitaire. Ainsi, un «hapténe» n’a pas
besoin de former un complexe antigénique covalent ou de coordination avec une protéine
pour stimuler le systtme immunitaire.®® Par conséquent, selon cette théorie dite de
linteraction pharmacologique, un «pro-hapténe» non réactif vis-a-vis des résidus
nucléophiles des protéines de la peau peut se passer de métabolisme pour induire une

toxidermie.

Cellule de
Langerhans

Médicament

Récepteur

Lymphocyte T

Différenciation des LT
Prolifération
Formation de LT mémoires

Symptémes cutanés

Figure 1-16 : Formation d’un super antigéne a l'origine de la réponse immunitaire™”

Méme si 'hypothése de la formation d’'un complexe antigénique hapténe-protéine est la
plus développée, l'existence de théories différentes montre que I'étude des réactions
idiosyncratiques reste complexe. De plus, ces hypothéses peuvent s’associer : il n’est pas
impossible qu’'un métabolite puisse agir a la fois comme un hapténe et provoquer par lui-

méme I'émission d’un signal de danger.
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V. La Névirapine

Les travaux présentés dans cette these de doctorat portent sur la toxicité cutanée induite
par la Névirapine 1 (Figure 1-17).

12 4

HN

4 HN 6 7
73 N A\ B J o)
A AT
Névirapine 1

Figure I-17 : Structure de la Névirapine et numérotation officielle

La Névirapine (NVP) est une molécule antirétrovirale qui inhibe la transcriptase inverse du
virus de I'immunodéficience humaine de type 1 (VIH-1). Elle a été mise sur le marché en juin
1996.1%" Entre les mois de novembre 1997 et d’avril 1999, un essai clinique nommé HIVNET
012 réalisé en Ouganda a montré I'efficacité de la Névirapine dans la prévention de la
transmission du virus de la mére a I'enfant, lorsqu’une premiére dose était administrée a la
mére pendant 'accouchement et une seconde dose au nouveau-né.® Depuis, la Névirapine
est l'inhibiteur non nucléosidique de la transcriptase inverse le plus prescrit au monde, en
particulier dans les pays en voie de développement. Elle est non seulement tres utile en
dose unique pour empécher la transmission du virus de la mére a I'enfant, mais également
en association avec dautres types d’antirétroviraux dans le cadre de polythérapies
antirétrovirales.

Malheureusement, elle peut déclencher de graves effets secondaires hépatiques et surtout
cutanés. Une étude menée en 1998 sur 906 patients traités par la NVP a montré que 19,8%
des patients souffrent d’effets secondaires cutanés et que 20,1% d’entre eux présentent des
formes séveres de toxidermies (syndrome de Stevens-Johnson, syndrome de Lyell)

provoquant une apoptose massive des kératinocytes.!®®

L’épiderme nécrosé se décolle du derme pour former des bulles et peut se détacher
complétement du corps sous forme de lambeaux. Les nécrolyses épidermiques toxiques
s’accompagnent d’une défaillance de nombreux organes et d’infections, la peau n’étant plus
capable d’assurer ses fonctions de protection.

En 2000, la Food and Drug Administration américaine (FDA) ainsi que son équivalent
européen, I'Agence Européenne des Médicaments (AEM), ont ordonné [Iajout d'un
avertissement («black box warning») bien visible dans la notice des médicaments contenant

la Névirapine. 545!
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V.1. Métabolisme de la Névirapine

En 1999, le devenir de la Névirapine dans l'organisme a été analysé chez 'animal®®

puis
'homme.®” Plusieurs voies métaboliques ont été identifiées. La plus importante est
'hydroxylation de la molécule en position 12 dans le foie par un cytochrome P450. Les
oxydations des positions aromatiques 2, 3 et 8 conduisent quant a elles a des métabolites
assez stables pour étre détectés. Les isoformes des cytochromes P450 impliqués dans ces
réactions ont ensuite été identifiées.®® Ces biotransformations métaboliques de phase | sont
suivies d’'une conjugaison a l'acide glucuronique en phase I, ce qui permet de rendre la
Névirapine suffisamment hydrosoluble en vue de son excrétion. Les auteurs ont également
montré la formation de 4-carboxynévirapine, produit d’oxydation de la 12-OH-Névirapine
(Figure 1-18).
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Figure 1-18 : Métabolisme hépatique de la Névirapine
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V.2. La Névirapine comme pro-hapténe ?

L'origine de la toxicité cutanée et hépatique de la Névirapine n’est pas encore
completement élucidée. Cependant, les études publiées depuis les années 2010 classent la
Névirapine dans la catégorie des pro-haptéenes.

En effet, la plupart des réactions idiosyncratiques aux médicaments sont dues a des
métabolites réactifs générés par le métabolisme des xénobiotiques.'® De plus, d’un point de
vue chimique, la Névirapine n’est pas une molécule réactive. Pourtant, il a été montré dés
2008 par un groupe japonais qu’elle pouvait modifier in vitro des microsomes hépatiques
humains par liaison covalente.™ Plus tard, des adduits entre la Névirapine (en position 12 et
en position 3) et la N-acétylcystéine ont été découverts et quantifiés par résonance
magnétique nucléaire (RMN) et spectrométrie de masse dans les urines de patients traités a
la NVP.Y De la méme facon, des adduits entre ’'hémoglobine et la position 12 de la NVP
ont été identifiés par chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse dans le
sang de patients sous traitement.”? Or, d’un point de vue chimique, la NVP n’est pas assez

réactive pour former de tels adduits sans avoir été bioactivée par le métabolisme.

Enfin, en 2004, un patient a été guéri rapidement d’un syndrome de Lyell induit par la
Névirapine grace a des injections d'immunoglobuline et de N-acétylcystéine a haute dose
(300 mg par jour).™! Il a été postulé qu’il s’agissait d’une preuve clinique indirecte que la
Névirapine était transformée en un ou plusieurs métabolite(s) toxique(s) hautement
électrophile(s), pieégé(s) par la nucléophilie de la N-acétylcystéine.

Plusieurs voies de bioactivation de la NVP ont été proposées. Ces réactions concernent
différentes positions de la NVP comme le groupement cyclopropylamine qui est connu pour
sa réactivité radicalaire ainsi que les noyaux pyridines et le méthyle benzylique qui peuvent

étre oxydés.
V.2.a. Réactivité du groupement cyclopropylamine

En 2008, la modification covalente des microsomes hépatiques humains, détectée au
Japon, a été attribuée a la formation d’un radical cation ammonium a partir du groupement

cyclopropylamine.[’®

L’intermédiaire radicalaire ainsi que [l'acroléine et/ou la
cyclopropanone libérés pourraient réagir avec les acides aminés des protéines épidermiques

(Figure 1-19).
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Figure 1-19 : Métabolites réactifs hypothétiques formés par bioactivation du groupement cycloropylamine de la

Névirapine

Ce type d’activation sur un cycle tendu a trois chainons peut étre catalysé par plusieurs
types d’enzymes d’oxydation. La N-déalkylation de la N-cyclopropyl-N-méthylaniline par un
cytochrome P450 a par exemple déja été étudiée.”™ Les peroxydases sont également
capables de catalyser cette réaction” et il a été montré que l'oxydation de la N-

cyclopropylbenzylamine par une monoamine oxydase menait & la formation d’acroléine.[’”"®

Cependant, toujours en 2008, le groupe canadien de Jack Uetrecht a réfuté I'implication
du groupement cyclopropylamine dans la toxicité cutanée induite par la NVP. En effet, il a
montré que le remplacement de ce groupement par une éthylamine non réactive n’avait

aucun effet sur la toxicité cutanée de la Névirapine chez le rat.["

V.2.b. Oxydation des métabolites phénoliques en quinones imines

Les métabolites phénoliques possédant un groupement OH en para d’'un azote pourraient

former des dérivés réactifs de type quinone imine.

Afin de tester cette hypothése, Alexandra Antunes et son équipe sont parvenus en 2011 a
oxyder le métabolite 2-OH-NVP en quinone imine.®” Cette réaction a été réalisée par voie
chimique grace a l'utilisation du sel de Frémy ou du periodate de sodium, puis par voie
enzymatique grace a la lactoperoxydase. En 2015, le méme groupe a poursuivi ses études
par I'oxydation de la 3-OH-NVP.B!

Les quinones imines obtenues sont suffisamment réactives pour former des adduits
covalents avec le valinate d’éthyle (qui mime la partie N-terminale de I'hémoglobine), mais

pas avec la N-acétylcystéine (Figure 1-20).



Chapitre | 30

Sel de Frémy
ou r -
o o Nalo,
HN HN ou lactoperoxydase
HO—/ \ ] N 74 \ I N ou myéloperoxidase

Sel de Frémy

ou tyrosinase
ou myéloperoxidase
H,N COOEt
Valinate d'éthyle
P DO
HN
EtOOC N
V bz
N = N
o Ny A N |

L i o}

HoN COOEt
Valinate d'éthyle

)\(COOEt
NH

N— 0

O

NN N

H | + CO,
Z

FX N

C———) = Site électrophile

Figure 1-20 : Activation de la Névirapine en gquinones imines et formation d’adduits avec le valinate d’éthyle

comme nucléophile modeéle®?!

A I'heure actuelle, ces réactions ont uniquement été testées par voie chimique. La
formation de quinones imines toxiques a partir des métabolites phénoliques de la NVP n’a

pas été montrée in vivo mais reste biologiquement plausible.

En 2008, le groupe de Jack Uetrecht a réussi a inhiber chez le rat la formation de 2-OH-
NVP, de 3-OH-NVP et de 4-carboxy-NVP en utilisant un inhibiteur non spécifique des
cytochromes P450, le 1-aminobenzotriazole.™ Cependant, l'incidence de la toxidermie
induite par la Névirapine n’a pas diminué. D’apres eux, la voie métabolique responsable de
la formation de molécules électrophiles réagissant avec les protéines de la peau ne semble
donc pas étre celle de I'hydroxylation des positions aromatiques, méme si les phénols

formés pourraient étre des précurseurs de quinones imines réactives.
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V.2.c. Epoxydation des noyaux pyridines

La NVP pourrait étre sujette a des réactions d’époxydation réalisées par des mono-

oxygénases a cytochromes P-450 sur les noyaux pyridines.

Cette voie métabolique a été proposée en 2009 pour expliquer la présence d’adduits entre
la NVP en position 3 et la cystéine dans les urines de patients sous traitement!" (Figure I-
21). Les deux époxydes électrophiles proposés peuvent étre piégés par le glutathion, en
présence ou non de glutathion-S-transférase. Les adduits avec le glutathion peuvent ensuite
se dégrader en perdant les résidus glutamate et glycine, pour donner un dérivé d’acide
mercapturique aprés acétylation de la cystéine. Si les époxydes n’étaient pas piégés, ils
garderaient leurs propriétés électrophiles et pourraient étre capables de former des adduits

covalents avec des protéines.
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Figure 1-21 : Formation d’époxydes piégés par le glutathion

Cette hypothése n’a pour le moment pas été évoquée dans les études de la toxidermie

induite par la Névirapine.
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V.2.d. Estérification de la 4-carboxy-NVP

La 4-carboxy-NVP, estérifiée par un bon groupe partant tel que I'acide glucuronique ou le
coenzyme A lors du métabolisme de phase Il, serait une bonne candidate pour une réaction
de type addition-élimination avec les protéines (Figure 1-22).52
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Figure 1-22 : Estérification du métabolite 4-carboxy-NVP

Cette hypothése a néanmoins été réfutée dans le cas de la toxidermie induite par la
Névirapine. En effet, lorsqu’on administre a des rats de la NVP tout en diminuant la formation
de 4-carboxy-NVP par l'utilisation de 1-aminobenzotriazole, inhibiteur non spécifique de

cytochromes P-450, l'équipe de Jack Uetrecht n'a pas observé de diminution des
symptdmes cutanés.[™
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V.2.e. Activation de la 12-OH-NVP en dérivé sulfate

Le groupe de Jack Uetrecht a montré que la 12-OH-NVP, métabolite hépatique primaire
majeur, pouvait étre sulfatée pendant la phase Il du métabolisme chez le rat pour former un
sulfate benzylique électrophile (Figure 1-23). L’hypothése de la bioactivation de la
Névirapine en un métabolite 12-OH-Névirapine sulfate toxique a alors été émise.

O}
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Figure 1-23 : Bioactivation de la NVP en 12-OH-NVP sulfate

Dans un premier temps, Jack Uetrecht et ses collaborateurs ont montré que la position 12
de la Névirapine avait un réle majeur dans I'induction de la toxidermie en comparant I'effet
de 'administration de 12-OH-NVP avec l'effet de 'administration de NVP.'® Quatre rattes
ont recu une injection sous cutanée de 12-OH-NVP en utilisant plusieurs dosages (25, 50, ou
75 mg/kg/jour). Quatre autres animaux ont recu des injections de NVP (50 ou 75 mg/kg/jour).
Les symptdbmes cutanés déclenchés par ces traitements ont été comparés. Les résultats de
cette étude sont illustrés dans la figure [-24.

Injections sous-cutanées de Névirapine <[NVP >0

doses : 50 et 75 mg/kg/jour NVP 75
12-OH-NVP 25
Injections sous-cutanées de 12-OH-Névirapine 12-OH-NVP 50
doses : 25, 50 et 75 mg/kg/jour
12-OH-NVP 75
0% 50% 100%

Incidence des toxidermies
(n = 4 rattes)

Figure 1-24 : Résultats obtenus par I'équipe de Jack Uetrecht en 20089 sur I'effet de I'administration de 12-OH-
NVP chez 4 rattes Brown Norway. Traitements administrés : 12-OH-NVP injectée par voie sous-cutanée a des
doses de 25, 50, ou 75 mg/kg/jour. NVP injectée a des doses de 50 ou 75 mg/kg/jour.



Chapitre | 34

Cette étude montre que la 12-OH-NVP provoque une toxidermie chez les quatre animaux
traités a une dose de 50 mg/kg/jour (incidence de 100%). La NVP, quant a elle, provoque
une toxidermie chez seulement trois animaux sur quatre (75%) alors qu’elle est administrée
a une dose plus élevée (75 mg/kg/jour). La toxidermie induite par la Névirapine serait donc
liée a la formation de la 12-OH-NVP.

Dans une autre expérience, les auteurs ont injecté a des rats un analogue deutéré de la
Névirapine, la 12-trideutéro-NVP (DNVP). Le remplacement des atomes d’hydrogene par
des atomes de deutérium diminue la formation de 12-OH-NVP par effet isotopique. Comme |l
a été montré que la Névirapine était un inhibiteur des CYP, les animaux ont également regu
une dose d’inhibiteur non spécifique de cytochrome P-450, le 1-aminobenzotriazole. Cette
propriété inhibitrice de la NVP n’affecte donc pas les résultats. Les auteurs ont montré que le
1-aminobenzotriazole diminue la formation des autres métabolites (2-OH-NVP, 3-OH-NVP et
4-COOH-NVP) et augmente celle de la 12-OH-NVP (Tableau I-1).

Traitements administrés

NVP NVP + ABT* DNVP* + ABT*
Niveaux sanguins des
métabolites )
++ -- Non étudié
2-OH-NVP, 3-OH-NVP
et 4-COOH-NVP
Niveau sanguin de 12-
++ +++ --
OH-NVP
+++ --
++ 100% 20%
Incidence des 75% 5 rattes sur 5 co-traitées 1 ratte sur 5 co-traitées
symptdmes cutanés 3 rattes sur 4 traitées par par la NVP par la NVP

la NVP (75 mg / kg / jour)

(60 mg / kg / jour) et par
'ABT (50 mg / kg / jour)

(60 mg / kg / jour) et par
'ABT (50 mg / kg / jour)

ABT* = 1-aminobenzotriazole, inhibiteur non spécifique des CYP450
DNVP* = 12-trideutéro-NVP

Tableau I-1 : Résultats obtenus par I'équipe de Jack Uetrecht en 2008 sur I'effet de I'administration de 12-

trideutéro-NVP chez le rat

Cette étude montre que lincidence des symptémes cutanés diminue lorsque le niveau

sanguin de 12-OH-NVP diminue par I'administration de I'analogue deutéré de la NVP.



Chapitre | 35

Ces premiers résultats constituent une preuve indirecte de I'importance d’'un métabolite
primaire majeur de la NVP, la 12-OH-NVP, dans la toxicité cutanée. On peut noter que c’est
dans cette méme étude que la 12-OH-NVP sulfate a été détectée pour la premiére fois dans

la bile et les urines des rats sous traitement.

En 2013, le méme groupe a poursuivi ses investigations afin de démontrer le réle de la 12-
OH-NVP sulfate, métabolite secondaire issu de cet alcool.®® En particulier, leurs études ont
apporté un début de réponse a deux questions essentielles :

-La 12-OH-NVP sulfate est-elle le métabolite toxique responsable des symptémes

cutanés ?

-Le foie et la peau contiennent tous les deux des sulfotransférases capables de sulfater les
alcools benzyliques. La 12-OH-NVP sulfate toxique se forme-t-elle dans le foie ou dans la

peau ?

Au préalable, la capacité de la 12-OH-NVP sulfate a se lier in vitro de facon covalente aux

protéines contenues dans des homogénats de peau humaine a été vérifiée et validée.®”

Des études d’inhibition de la sulfatation ont été réalisées chez le rat. Les animaux ont regu
une dose de NVP associée a un inhibiteur de la sulfatation. Deux inhibiteurs différents ont
été utilisés : le salicylamide, qui diminue la formation du sulfate dans le foie, et le 1-phényl-1-
hexanol, qui a été appliqué localement pour inhiber la sulfatation uniguement dans la peau.
La 12-OH-NVP sulfate a ensuite été dosée dans le sang des animaux soumis a ces
traitements et leurs symptdmes cutanés ont été observés. Les niveaux sanguins de 12-OH-
NVP sulfate et 'incidence du rash ont été comparés avec les résultats obtenus avec la NVP
seule. Enfin, I'épiderme isolé des rats aprés sacrifice a été analysé pour vérifier la présence
d’'une modification des protéines épidermiques due a la liaison covalente de la 12-OH-NVP

sulfate.

Les résultats sont résumés dans le tableau I-2.
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Traitements administrés

NVP + Salicylamide NVP + 1-phényl-1-hexanol

_ Inhibiteur de
Mécanisme d’inhibition Déplétion du PAPS* 3
sulfotransférase
o . NVP : Orale NVP : Orale
Administration . o .
Inhibiteur : Orale Inhibiteur : Topique

Diminution de la sulfatation Seulement dans le foie Localement dans la peau

Niveau sanguin de 12-OH-NVP sulfate Diminution Pas deffet

. ) 3 Absente sur la zone
Liaison covalente dans la peau Toujours présente , o
d’application

_ ) Moins importants sur la zone
Toujours présents

d’application

Symptémes cutanés

PAPS* : 3'-phosphoadénosine 5'-phosphosulfate, coenzyme de la sulfotransférase

[83]

Tableau I-2 : Résultats des études d’'inhibition réalisés par Sharma et al.”* mettant en évidence la formation du

métabolite sulfate toxique dans la peau

Lorsqu’on administre aux rats de la NVP associée a un inhibiteur de la sulfatation, deux

résultats différents sont obtenus :

-Si l'inhibition de la sulfatation s’effectue dans le foie, les symptédmes cutanés sont toujours
présents alors que le niveau sanguin de 12-OH-NVP sulfate est plus faible que celui mesuré

lorsque la NVP est administrée seule.

-Si l'inhibition de la sulfatation s’effectue dans la peau, les symptdmes cutanés diminuent
alors gue le niveau sanguin de 12-OH-NVP sulfate est similaire a celui mesuré lorsque la

NVP est administrée seule.

Ces résultats montrent, de fagon indirecte, que la 12-OH-NVP sulfate serait a l'origine de

la toxidermie médicamenteuse induite par la Névirapine en se formant dans la peau.

Toutefois, il convient de préciser que les activités des sulfotransférases dans la peau
pourraient varier d’'une espéce a une autre. A I'heure actuelle, il existe trés peu d’études
guantitatives comparant 'activité des sulfotransférases épidermiques humaines a celles des

rats vis-a-vis d’'un méme substrat.*®
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VI. Présentation du travail de these

Comme nous l'avons vu, I'implication de la 12-OH-NVP sulfate formée dans la peau dans
la toxicité cutanée a été indirectement montrée, essentiellement par des études d’inhibition.
Cependant, le mécanisme chimique qui méne a la formation du complexe antigénique doit

encore étre élucidé a I'échelle moléculaire.

Dans ces travaux de thése, nous proposons d’aller plus loin en essayant d’observer in situ
I'activation de la Névirapine en métabolites de phase | et/ ou de phase Il. Cette molécule
constitue un modele particulierement intéressant pour refléter le métabolisme cutané. Notre
objectif est dans un second temps d’identifier la nature des adduits formés, afin de

comprendre les interactions entre les métabolites réactifs et les protéines épidermiques.

Pour cela, nous avons décidé de combiner deux outils :
-un modéle d’épiderme humain reconstruit ;
-une technique d’analyse adaptée : la résonance magnétique nucléaire HRMAS (High-

Resolution Magic Angle Spinning).
VI.1. Hypothése de travalil

Notre hypothése de travail s’appuie sur 'activation hépatique de la Névirapine en 12-OH-
NVP par un cytochrome P450. Cette molécule pourrait alors diffuser dans I'organisme
jusqu’a I'épiderme pour y étre sélectivement transformée en 12-OH-NVP sulfate par une
sulfotransférase épidermique. Le sulfate benzylique réactif pourrait alors alkyler les protéines
épidermiques pour former un complexe antigénique a l'origine des toxidermies (Figure 1-25).

HN HN
\N g N/ \N g N/ S NG

o l SULT
12-OH-NVP Q
Protelne o= =0
%\\S\Aﬁ//) Protéine-NuH h\Aﬁ/)
Complexe antigénique 12-OH- NVP sulfate

Figure 1-25 : Hypothése de travail
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VI.2. Les épidermes humains reconstruits

Les recherches sur la reconstruction d’épidermes humains ont débuté dans les années
1970, avec pour objectif d’obtenir un tissu structuré et fonctionnalisé a partir de cultures
cellulaires. En 1975, le premier modéle d’épiderme humain reconstruit a partir de
kératinocytes a été obtenu sous forme de lambeaux par Rheinwald et Green.®® Depuis, de
nombreux modeéles d’épidermes humains reconstruits ont été développés, avec leurs
spécificités et leurs domaines d’application. Les modeles EpiDerm® (MarTek Corporation-
Ashkand, USA), SkinEthic® et EpiSkin® (Episkin, filiale de L’Oréal, France) sont aujourd’hui

disponibles dans le commerce.

Nous avons choisi de travailler avec le modéle d’épiderme humain reconstruit EpiSkin®.
Episkin est le leader mondial de l'ingénierie des peaux humaines reconstruites. L’épiderme
gue nous utilisons est reconstitué au contact de l'air pendant 13 jours par culture de
kératinocytes humains normaux a partir de cellules provenant de surplus opératoires de
chirurgie esthétique ou réparatrice. Sa structure est hautement similaire a celle d’'un
épiderme humain (Figure |-26).

(a) . (b) ———a T
Couche cornée - =

Epiderme < S

.- pal R by -
Woss Ly NS

Figure 1-26 : Coupes histologiques d’un épiderme humain (a) et du modéle EpiSkin® (b)
VI.3. La RMN HRMAS, une technique d’analyse de choix

La technique que nous utilisons au laboratoire pour analyser les épidermes humains
reconstruits est la RMN HRMAS (High-Resolution Magic Angle Spinning). Cette technique
découle de la RMN du solide et permet d’étudier des composés mobiles présents dans un
milieu hétérogéne. Pour cela, I'échantillon tourne a une fréquence de rotation élevée en
formant un angle de 54,7 ° avec le champ magnétique principal (Figure 1-27). Cet angle est

appelé angle «magique».®®
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54,7°

MAS

Figure 1-27 : Echantillon en rotation a I'angle magique par rapport au champ magnétique principal Bo[86]

La rotation rapide a I'angle magique permet de supprimer les différences de susceptibilités
magnétiques dans un milieu non homogéne (mélange solide-liquide). La qualité des spectres
est proche de celle obtenue par RMN en phase liquide homogéne. Cette technique est donc
particulierement adaptée a I'étude des solides mous comme la peau. Nous I'étudierons plus

en détail dans le quatrieme chapitre de ce manuscrit.

VI.4. Objectifs du travail de thése

Dans ce travail de thése, nous souhaitons mettre a profit 'association entre les épidermes
humains reconstruits et la RMN HRMAS pour comprendre les événements moléculaires

déclenchant la toxidermie médicamenteuse induite par la Névirapine.

Une des conditions nécessaires a I'observation des complexes antigéniques et des
métabolites en RMN HRMAS est la substitution isotopique au carbone 13 au niveau de la
position supposée réactive de la molécule étudiée. La visibilité et la résolution des signaux
que l'on souhaite suivre sont ainsi amplement augmentées, rendant les carbones non

substitués «muets».

Notre premier objectif a donc été de mettre en place une synthése efficace de la
Névirapine substituée au carbone 13 en position 12. Dans un second temps, nous avons
travaillé sur la préparation de deux de ses métabolites, la 12-(**C)OH-Nevirapine et son
dérivé sulfate supposé réactif (Figure 1-28). La 12-(**C)mésyloxy-Névirapine servant

d’électrophile modéle a également été synthétisée.

©)
o} .0 HiC o
//S\ //S/
0 o
H,13C H213C
-(13C)NVP 12-(13C)OH-NVP -(13C)OH-NVP sulfate -(13C)OMS-NVP

Figure 1-28 : Molécules synthétisées dans ce travail de these
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Nous avons réalisé des tests de réactivité vis-a-vis des acides aminés en solution puis les
molécules ont été appliquées sur le modéle d’épiderme humain reconstruit EpiSkin® afin
d’étudier par RMN HRMAS la bioactivation de la Névirapine dans la peau et I'éventuelle

modification covalente des protéines épidermiques.

Ce manuscrit de thése s’articule donc en trois parties. Nous expliciterons dans le chapitre
qui suit la méthode de synthése développée pour la 12-(**C)Névirapine. Le troisiéme
chapitre sera consacré a la préparation de la 12-(**C)OH-Nevirapine et de son dérivé sulfate,
métabolites supposés toxiques, ainsi que de la 12-(**C)OMs-Névirapine. Enfin, nous
analyserons dans le quatrieme chapitre les résultats obtenus par RMN et chromatographie
couplée a la spectrométrie de masse (LC-MS) en phase liquide et par RMN HRMAS

associée aux épidermes humains reconstruits.
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La Nevirapine : géneralités et synthese de
la 12-(**C)Névirapine
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Chapitre Il
La Névirapine :

généralités et synthése de la 12-(**C)Névirapine

Comme nous l'avons vu dans le chapitre précédent, la 12-OH-Névirapine et son dérivé
sulfate sont soupgonnés d’étre impliqués dans la toxicité cutanée. Cependant, la formation
du sulfate dans la peau et le mécanisme chimique qui mene a la formation du complexe

antigénique doivent encore étre élucidés.

Pour observer par RMN HRMAS les éventuels complexes antigéniques et métabolites
générés par la Névirapine dans les épidermes humains reconstruits, la premiére étape du
travail de thése a été de préparer la Névirapine substituée au carbone 13. En effet, il a été
montré par de nombreuses études réalisées au laboratoire de Dermatochimie que cette
substitution isotopique était indispensable a I'étude par RMN du devenir des sensibilisants
cutanés dans la peau®® car les épidermes humains reconstruits générent un trés grand
nombre de signaux issus du métabolome. La substitution permet d’augmenter fortement
lintensité des signaux associés a la molécule observée au travers de séquences hétéro-
nucléaires (HSQC) en favorisant les signaux des protons associés a des carbones 13 dont

'abondance naturelle est faible (1,108%).

La substitution au carbone 13 impose certaines contraintes lors de la synthése.
Premiérement, la position de la substitution doit étre judicieusement choisie. Elle doit
idéalement correspondre au site supposeé réactif, c’est pourquoi nous avons synthétisé la 12-
(**C)Névirapine. Parfois, la substitution sur le site réactif est difficile et il est nécessaire de
sélectionner une ou plusieurs position(s) voisine(s).®™ Deuxiémement, la stratégie de
synthése doit en grande partie étre basée sur le synthon commercial permettant d’introduire
le carbone 13. Les possibilités sont limitées par le nombre de précurseurs substitués
disponibles ainsi que par leur codt. Il est d’ailleurs préférable d’engager ce précurseur le plus
tard possible. Troisiémement, il est nécessaire de mettre au point et de maitriser la synthése

en version non substituée avant de I'appliquer en série substituée.

Notre premier objectif a donc été de mettre en place une synthése efficace de la
Névirapine qui a ensuite été appliquée a la préparation de la 12-(**C)Névirapine. Trois voies
de synthése ont été étudiées. Elles ont toutes été pensées pour répondre a la contrainte de
I'utilisation d’'un petit précurseur substitué au carbone 13. La plus intéressante a été
optimisée puis appliquée en série substituée pour donner une quantité suffisante de 12-

(**C)Névirapine pour la préparation des métabolites et les tests biologiques.
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Dans ce deuxieme chapitre, nous évoquons d’abord la découverte et la commercialisation
de la Névirapine en tant qu’inhibiteur de la transcriptase inverse du VIH de type 1. Les deux
premieres voies de synthése sur lesquelles nous avons travaillé sont ensuite détaillées, avec
une attention particuliére accordée a la préparation d’'un intermédiaire clé que nous appelons
le CAPIC. L’'une de ces voies a été appliquée en série substituée pour préparer la 12-
(**C)Névirapine. En fin de chapitre nous explicitons une troisiéme méthode légérement
différente ne passant pas par le CAPIC. Elle n'a pas été sélectionnée pour le passage en

série substituée mais a également abouti & la Névirapine.

I. Découverte et commercialisation de la Névirapine

Depuis la commercialisation du premier antirétroviral anti-VIH en 1987, de nombreux
laboratoires de recherches se mobilisent pour développer de nouvelles molécules
combinées dans des polythérapies antirétrovirales. Parmi ces molécules, la Névirapine,
premier inhibiteur non nucléosidique de la transcriptase inverse du VIH-1, est trés utilisée
notamment pour sa capacité a limiter la transmission du virus d’'une mére a l'enfant. La
Névirapine a été découverte au début des années 1990 par des techniques de criblage, et

sa synthese a été régulierement améliorée et protégée par de nombreux brevets.

Dans cette premiere partie du chapitre, nous rappelons quelques généralités sur
'émergence du syndrome d’immunodéficience acquise (SIDA), conséquence de la
destruction de cellules du systeme immunitaire par le virus de lI'immunodéficience humaine
(VIH) dont le cycle de réplication sera brievement expliqué. Nous évoquons ensuite la
découverte du potentiel de la Névirapine comme inhibiteur de la transcriptase inverse,
enzyme cruciale de ce cycle, avant de passer aux méthodes de syntheses industrielles dont

NouUs Nous sommes inspirés pour commencer le travail de thése.

[.1. Le VIH : un peu d’histoire

En juin 1981, le Centre pour le contréle et la prévention des maladies (Center for Disease
Control and Prevention, CDC) d’Atlanta fait état d’'une fréquence élevée de sarcomes de
Kaposi, forme de cancer liée a un herpesvirus humain qui touche le plus souvent des
patients immunodéprimés. Un mois plus tard, le New York Times publie un article décrivant
pour la premiére fois les symptdmes d’'une maladie inconnue se transmettant par voie

sexuelle, qui sera ensuite appelée le syndrome d’'immunodéficience acquise (SIDA).

Atteints d’affections pulmonaires, d’infections buccales graves, parfois de leucémie et trés

amaigris, les patients souffrent surtout d’'une diminution dramatique de leur immunité
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naturelle. Trés vite, un premier cas est signalé en France et on parlera d’épidémie qui atteint
tous les continents. Dés 1982, on découvre que le virus, baptisé plus tard virus de
limmunodéficience humaine (VIH), peut également se transmettre par le sang. Le VIH a
causé plus de 35 millions de décés a ce jour (chiffres de 'TOMS actualisés en novembre
2017) tandis que 36,7 millions de personnes vivent actuellement avec le virus.

Il existe deux types de VIH : le VIH-1, qui concerne plus de 98% des infections en France,
et le VIH-2 qui a été isolé en 1985 en Afrique de I'Ouest chez des patients malades du SIDA
séronégatifs au VIH-1. Le VIH-2 est moins transmissible que le VIH-1.

Depuis que I'OMS a fait de la lutte contre le SIDA une priorité en 1987, de nombreux
laboratoires de recherche tentent de mieux caractériser le virus et de comprendre la maladie
afin de proposer de nouvelles cibles thérapeutiques. Aujourd’hui, les traitements sont
composés d’'une association de molécules qui agissent généralement a plusieurs niveaux du

cycle de réplication du virus.
I.2. Cycle de réplication du VIH

Les polythérapies antirétrovirales actuelles sont basées sur la compréhension de la

structure et du cycle de vie du VIH (Figure 11-1).°%
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Figure 1I-1 : Représentation simplifiée du cycle de réplication du VIH (a) et bourgeonnement des particules
virales sur toute la surface cellulaire vue en microscopie électronique a balayage (b) (Source : INSERM®™)

Le virus est constitué d’'une coque de glycoprotéines entourant une matrice a I'intérieur de
laquelle se situe un noyau protégé par une capside protéique. Le noyau du virus du SIDA
contient son matériel génétique, composé de deux brins d’ARN. Ce généme doit étre rétro-

transcrit en ADN pour étre intégré par la suite dans l'information génétique de la cellule hote.
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Le VIH a donc toutes les caractéristiques d’un rétrovirus. Le noyau abrite également trois
enzymes indispensables a la réplication : la transcriptase inverse, l'intégrase et la protéase.
La cellule cible principale du VIH est le lymphocyte CD4. Dans un premier temps, le VIH se
fixe et fusionne avec la membrane de sa cellule h6te. La capside péneétre alors dans la
cellule et se désagrége pour libérer son ARN ainsi que les trois enzymes virales. L’'une
d’entre elles, la transcriptase inverse, traduit le brin d'ARN viral en ADN. Elle est également
capable de dupliquer ce brin d’ADN pour former de ’ADN proviral double brin. L’intégrase
permet d’intégrer le double brin d'ARN proviral a 'ADN du noyau de la cellule héte. Celui-ci
peut alors étre transcrit par la machinerie cellulaire du lymphocyte en un nouvel ARN viral,
permettant la traduction des protéines indispensables a la réplication et a la structure du
virus. La protéase intervient ensuite dans le clivage des longues chaines d’acides aminés a
l'origine des différentes protéines composant le VIH. Une nouvelle capside s’assemble en
une structure globulaire qui bourgeonne de la cellule infectée. Aprés maturation, les
particules virales infectent de nouvelles cellules hétes. Une méme cellule peut étre infectée

par de nombreuses particules virales.

La transcriptase inverse du VIH est une cible thérapeutique trés intéressante. En effet,
cette enzyme est spécifique des rétrovirus et aucune activité de transcription inverse n’a été

identifiée chez 'Homme.

Le premier médicament antirétroviral commercialisé pour le traitement du SIDA est un
inhibiteur nucléosidique de la transcriptase inverse, appelé la Zidovudine (AZT), mise sur le
marché en 1987 (Figure 11-2).?

0 0

\fj\NH Bl

HO N/go HO N/l\\o
0 0
3' 3

o N o
N/

AZT Thymidine

Figure 11-2 : Structure de 'AZT, analogue de la thymidine

Aprés phosphorylation, cet analogue de désoxynucléoside entre en compétition avec le
triphosphate de thymidine, substrat naturel de la transcriptase inverse. Ne possédant pas de
groupement hydroxyle en position 3’, I'AZT bloque la réaction de polymérisation des
nucléosides en empéchant la formation de la liaison phosphodiester. Il bloque donc la

transcription de 'ARN viral en ADN proviral.
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Toutefois, en mimant un nucléoside naturel, les inhibiteurs nucléosidiques comme I'AZT
manquent de sélectivité car ils peuvent interférer avec lactivité d’enzymes humaines
endogénes comme I'ADN polymérase. Dés les années 1990, il a donc été nécessaire de

rechercher d’autres molécules aux modes d’actions différents.

I.3. Recherche et développement d’un inhibiteur non nucléosidique de la

transcriptase inverse

Dans les années 1990, Hargrave et al. de la compagnie pharmaceutique Boerhinger
Ingelheim Pharmaceuticals ont cherché a mettre au point un inhibiteur non nucléosidique de
la transcriptase inverse du VIH-1.% Aprés avoir criblé seulement 600 composés, un dérivé
de pyridobenzodiazépinone 2 (Figure II-3) a montré une faible activité inhibitrice de la
transcriptase inverse du VIH-1 (CI50 = 6 pM). Cette molécule est un analogue d’un
antagoniste sélectif des récepteurs muscariniques M1 de l'acétylcholine appelé la
Pirenzépine qui était déja présent dans la chimiotheque de la compagnie. De nombreuses
pyridobenzodiazépinones telles que 2 et 3 et quelques dipyridodiazépinones comme 4 ont
ainsi pu étre testées. La molécule 3a, plus facile a synthétiser, a été choisie comme chef de
file avec une CI50 de 350 nM. Un chef de file 4a a également été choisi dans la série des

dipyridodiazépinones (CI50 = 125 nM). Ces structures sont illustrées dans la figure 11-3.
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Figure 11-3 : Structures des analogues testés lors de la recherche d’un inhibiteur non nucléosidique de la

transcriptase inverse du VIH-1



Chapitre Il 46

Les auteurs ont constaté une activité plus importante pour les molécules possédant deux
noyaux pyridines. lIs se sont également apercu que ces dérivés, plus stables vis-a-vis du
métabolisme, avaient une demie-vie bien plus intéressante. L’ajout d’'un groupement méthyle
en position 4 a encore augmenté lactivitt de la molécule. Enfin, lintroduction d’un
groupement cyclopropyle sur cet atome d’azote a permis d’augmenter la biodisponibilité
orale de la molécule. La Névirapine 1 a donc été sélectionnée pour I'évaluation clinique et sa

synthese a grande échelle a été mise au point.
l.4. Synthéses industrielles de la Névirapine

La synthése de la Névirapine a été publiée pour la premiére fois en 1991 par Hargrave et
al. (Figure 11-4).°¥ Cette méthode nécessite de réduire la 2-chloro-3-nitro-4-méthylpyridine 5
en aminopyridine 6, intermédiaire clé que nous appellerons CAPIC (abréviation de 2-chloro-
3-amino-4-picoline) tout au long de ce chapitre. Le CAPIC est condensé avec le chlorure de
I'acide 2-chloronicotinique 7 pour donner l'intermédiaire dipyrido 8. Un traitement avec quatre
équivalents de cyclopropylamine sous pression dans le xylene donne la molécule 9. Enfin, la

fermeture du cycle diazépinone en milieu basique aboutit a la Névirapine 1.
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3h NH t.a. H |
N NO, X 2 48 h N N N
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67%

Figure -4 : Premiére synthése de la Névirapine décrite en 1991

Malheureusement, l'obtention du produit de départ 5 pose probléme. En effet, sa
préparation passe par la nitration de la 4-méthyl-2(1H)-pyridinone 10 en 4-méthyl-3-nitro-
2(1H)-pyridinone 11 (Figure 11I-5). Cette réaction a été décrite vingt ans plus t6t avec un

rendement de 82% aprés purification.®”
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Cependant, elle donne un mélange de régioisomeéeres 11 et 12 dont la séparation par
recristallisation n’est pas envisageable a I'échelle industrielle.® Le dérivé nitré 5 n’a donc

pas été utilisé pour la synthése industrielle de la Névirapine.

HNO,
H,S0,
80 °C
X 1h N V02| ON A
82%
N N (0] N 0]
H H H
10 11 Mélange 12
93/7

POCI3, PCl5 | 80 - 85%

NO,

X

pZ

N Cl
5

Figure II-5 : Préparation du composé 5

Depuis, deux méthodes principales de préparation de la Névirapine ont été utilisées dans

l'industrie pharmaceutique.

La premiére date de la mise sur le marché du médicament en 1996.°% Elle met en réaction
les mémes intermédiaires que dans la méthode publiée en 1991 illustrée dans la figure II-
4. Toutefois, le CAPIC 6 y est préparé differemment & partir de I'analogue dichloré 13
correspondant, qui est déshalogéné pour donner 14 puis chloré régiosélectivement pour
aboutir au CAPIC (Figure 11-6).1°"

o VH2 X VH2  Chloration o NH2
—_— —_— =
~ ~ 92% ~
Cl N Cl N (2 étapes) N Cl
13 14 6
CAPIC

Figure 11-6 : Méthode de préparation du CAPIC utilisée pour la mise sur le marché de la Névirapine®”

La seconde voie de synthése est plus récente.”® Elle differe de la méthode historique

mise au point par Hargrave et al.’®

par le mode d’introduction de la cyclopropylamine
(Figure II-7). Elle est additionnée avant le couplage du CAPIC 6 avec le second noyau

pyridine 15, donnant le dérivé 9 sans passer par la molécule dichlorée 8.
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HN N 77% ) NH
Cl A Cl v/
6 15 9

CAPIC
Figure 1I-7 : Voie de synthese alternative de la Névirapine

Dans ce travail de thése, nous nous sommes inspirés de ces méthodes brevetées avec la

contrainte d’introduire la substitution au carbone 13.

Il. Préparation du 4-(**C)CAPIC, intermédiaire clé de la synthése de
la 12-(**C)Névirapine

Dans la plupart des méthodes de préparation de la Névirapine, le CAPIC 6 est un
intermédiaire clé. Il est généralement couplé avec un acide nicotinique activé pour donner un
précurseur de la Névirapine (Figure 1I-8). Pour obtenir la 12-(**C)Névirapine, nous avons
donc cherché, dans un premier temps, a préparer le CAPIC a partir d’'une petite molécule

disponible dans le commerce en version substituée au carbone 13.

Le choix des précurseurs substitués au carbone 13 est limité et leur colt est important. La
mise au point d’'une synthése la plus efficace possible a donc été réalisée en série non

substituée au carbone 13.

H,'3C O

HN 13CH3 (0]
% N\ L NH; \
N N i~ PZ
A N Cl Y N

12-("®C)Névirapine 4-("C)CAPIC  Acide nicotinique activé
12-("3c)1 4-("3C)6

Figure 11-8 : Analyse rétrosynthétique de la préparation de la 12-(**C)Névirapine a partir du 4-(**C)CAPIC
II.1. Synthése d’un noyau pyridine a partir d’un B-cétoacétal

Dans un premier temps, nous avons essayé de construire directement une pyridine
monochlorée, précurseur du CAPIC 6. Nous souhaitions ainsi éviter le passage par le dérivé
dichloré 13 qui est illustré dans la figure II-6 afin de ne pas avoir a réaliser les étapes de

déshalogénation compléte puis d’halogénation régiosélective.
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En 2011, Ge et al.® ont publié la préparation du CAPIC 6 en trois étapes aprés avoir
formé un noyau pyridine 16 a partir d’'un B-cétoacétal, la 4,4-diméthoxy-2-butanone 17, et de
cyanoacétamide 18 (Figure II-9). La pyridine 16 est ensuite chlorée puis hydrolysée
directement en amide 19. Le CAPIC 6 est obtenu par réarrangement de Hofmann a partir de
19 en présence d’hypochlorite de sodium. Le méme groupe a repris cette méthode deux ans

plus tard en améliorant les conditions de condensation de 17 et 18.[%

0
CN 2) H,S0,
HaN 1) NH,4Ac, AcOH, o EtOH, N
18 Toluéne, reflux |, \ | CNy~ 50°C.3h _ | N
_— _—
o O/ - (a): 82% N/ OH

)J\)\ 0 (b) : 82%
O/

(a):86% | 1) POCIj, reflux, 2 h
(b) : 88% | 2) H,SO,4, 100 - 105 °C, 4 h

NaOH, NaOClI o)
4 H,0, EtOH
NH2 2%
| N 60 °C, 3 h f\f‘\NHz
-
N el (a): 85% N al
(b) : 86%

6 19
CAPIC

Figure 11-9 : Préparation du CAPIC 6 publiée en 20111 (a) eten 2013100 (b)

Nous avons essayé de reproduire cette synthése en ajoutant les étapes nécessaires pour
préparer la 1-(**C)4,4-diméthoxy-2-butanone 1-(**C)17, indispensable & lintroduction d’un

méthyle substitué en position 4 du CAPIC.

Il.1.a. Choix de la position de la substitution et préparation de la 4,4-diméthoxy-2-buta-
none 17

Le B-cétoacétal 17 est commercial, mais pas en série substituée au carbone 13. Notre

objectif étant de préparer le 4-(**C)CAPIC, nous avons Vérifié s'il était possible de préparer la

1-(**C)4,4-diméthoxy-2-butanone 1-(*3C)17 & partir d’'un petit précurseur substitué. Les

essais ont été réalisés en série non substituée pour des raisons de codt.

Nous avons synthétisé 17 a partir de I'ester commercial correspondant 20 en utilisant la
méthode de Nahm et Weinreb."®" La 4,4-diméthoxy-2-butanone 17 a donc été préparée a
partir du 3,3-diméthoxypropanoate d’éthyle 20, transformé en amide de Weinreb 21, puis
traité par I'organomagnésien CHz;Mgl. Cette voie de synthése, si elle avait été appliquée en
série substituée, aurait nécessité I'utilisation de (**C)iodométhane qui est un précurseur
substitué classiquement utilisé au laboratoire (Figure 11-10).
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Figure 11-10 : Voie de synthése envisagée pour la préparation de la 4,4-diméthoxy-2-butanone 17 a partir de
I'ester 20 par la méthode de Nahm et Weinreb, permettant I'introduction de la substitution au carbone 13 sur le
CAPIC 6 par I'utilisation de (**C)iodométhane

Dans un premier temps, I'addition nucléophile de 'amine de Weinreb 22 sur I'ester 20
menant a lamide de Weinreb 21 a été réalisée en présence de chlorure
d’isopropylmagnésium.®? L utilisation de cet organomagnésien encombré en tant que base
forte permet de déprotoner le chlorhydrate de la N,O-diméthylhydroxylamine 22 a deux
reprises afin de former 'amidure nucléophile correspondant. L’amidure s’additionne ensuite
sur l'ester 20. Malheureusement, nous avons rencontré des difficultés dues au milieu trés
basique. En effet, les bruts réactionnels contenaient systématiquement un mélange d’ester
de départ 20, de produit attendu 21, et de 'amide a,B-insaturé 23 issu de I'élimination de

méthanolate par un mécanisme E2 ou E1cB (Figure II-11).
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Produits obtenus
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Figure I1-11 : Formation du produit secondaire d’élimination 23 en milieu basique a partir de I'amide de Weinreb
21

Le travail a plus basse température (-20 °C) ne permet pas d’éviter la formation de 23.
Nous avons également déprotoné I'amine de Weinreb 22 avant de lintroduire dans la
solution d’ester 20. Nous souhaitions ainsi travailler directement avec 'amidure de 22 et

réduire le temps de réaction, mais nous n’avons pas rencontré plus de succes.

Nous avons donc changé les conditions opératoires pour travailler en milieu acide.
L’utilisation du triméthylaluminium comme acide de Lewis permet d’activer I'ester 20, le

rendant plus électrophile.

L’amine de Weinreb 22 peut donc étre utilisée directement en solution. Ainsi, nous avons

obtenu un rendement de 86% sans aucune trace du produit secondaire 23 (Figure 11-12).1%3
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Figure 11-12 : Préparation de I'amide de Weinreb 21 en milieu acide de Lewis

A partir de I'amide de Weinreb 21, la 4,4-diméthoxy-2-butanone 17 a été préparée par
addition nucléophile de I'organomagnésien suivie d’'une hydrolyse acide avec un rendement
de 59% (Figure II-13). Cette réaction passe par un intermédiaire cyclique trés stable chélaté
par le magnésium. La cétone se forme seulement lors de I'étape d’hydrolyse de cette
espéce. La méthode de Nahm et Weinreb évite ainsi la formation d’un alcool diméthylé qui
serait issu de I'addition d’'un second équivalent d’organomagnésien sur la cétone 17.2%!

CH3MgBr (2 éq.)
ou CH3Mgl (2 éq.)

o o TI-LF, Et,0, /Mg\o o~ Hel 10% o o~
o AL —ein |4 ;
~ - _— —_—
e T o) /N O/ 59% O/
21 17

Figure 1I-13 : Formation de la cétone 17 par la méthode de Nahm et Weinreb®%%

Comme nous I'avons précisé précédemment, si cette méthode avait été appliquée en série
substituée au carbone 13, il nous aurait suffi de remplacer I'iodométhane CHsl par du
(**C)iodométhane **CHsl pour obtenir 1-(*3C)17.

A partir de la cétone 17, nous avons ensuite essayé de former la pyridine 16, précurseur
du CAPIC 6.

II.1.b. Condensation de Knoevenagel avec le cyanoacétamide et cyclisation

La 4,4-diméthoxy-2-butanone 17 a été mise en réaction avec du cyanoacétamide 18 dans
les conditions décrites par Ge et al. en 2011 et Zhao et al. en 2013™ pour préparer la 2-

hydroxy-3-cyano-4-méthylpyridine 16 par une condensation de Knoevenagel.

Décrite par Emil Knoevenagel dans les années 1890, cette variante de la condensation
aldolique est une réaction classique de chimie organique permettant d’obtenir un composé
a,B-insaturé en présence d’un catalyseur basique. Dans notre cas, I'intermédiaire obtenu par
condensation de Knoevenagel est dans un second temps déprotégé en aldéhyde 24 par
traitement en milieu acide. La molécule 24 peut ensuite étre cyclisée pour former un noyau

pyridine aprés déshydratation (Figure 11-14). La condensation de Knoevenagel est
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habituellement catalysée par des bases faibles comme les amines ou les urées. Dans les

publications de 2011°% et 2013," |es auteurs montrent qu’'un mélange d’acétate

d’ammonium (4% m/m) et d’acide acétique (30% m/m) dans le toluéne donne un meilleur

rendement (82%).
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Figure II-14 : Résultats publiés en 2011 et 2013 pour la condensation de Knoevenagel de la 4,4-diméthoxy-

2-butanone 17 et du cyanoacétamide 18 suivie par la formation d’un noyau pyridine 16

Nous avons dans un premier temps suivi rigoureusement cette méthode qui n’a donné que

6% de pyridine. D’autres conditions opératoires ont donc été mises en place afin d’améliorer

ce rendement (Tableau II-1).

3 i Temps de
Entrée Solvant NH4OAc AcOH NHEt, Température o Rendement
réaction

1 Toluéne  0,07éq. 0,65 éq. \ 110 °C 8h 6%

2 Toluéne  0,07éq. 0,41éq. \ 110 °C 12 h 11%

3 EtOH \ \ 0,42 éq. 79 °C 20 h 7%

4 EtOH \ \ 0,42 éq. 79 °C 48 h 26%

Mélange

17:25

5 CHsCN 0,07éqg. 0,65éq. \ 82°C 43 h
1:0,7
(38%)

Tableau IlI-1 : Conditions opératoires testées pour I'obtention de la pyridine 16

La quantité d’acide acétique a été diminuée par rapport a celle d’acétate d’ammonium afin

d’augmenter le pH (entrée 2). Cela n’a pas fonctionné mais nous nous sommes apergus que

le toluéne ne solubilisait pas correctement les réactifs. Le catalyseur et le solvant ont donc

été changés pour de la diéthylamine dans I'éthanol a reflux, sans succés (entrée 3). Méme

en agitant le milieu réactionnel pendant deux jours dans ces conditions (entrée 4), on atteint
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un rendement de 26% seulement. L’acétonitrile permet d’utiliser I'acide acétique et 'acétate
d’ammonium dans les mémes proportions que celles publiées tout en solubilisant bien tous
les réactifs mais aucune cyclisation n’a lieu (entrée 5).

La réaction dans l'acétonitrile (entrée 5) donne néanmoins un résultat intéressant
puisqu’un produit a,B-insaturé 25 a pu étre identifi€, en mélange avec le B-cétoacétal de
départ 17 (Figure II-15). Comme le montre la figure 1I-15, nous expliquons la formation de

25 a partir de 17 par une réaction d’élimination de méthanol sous catalyse acide.

Produits obtenus

0
HAN CN NH,Ac, AcOH,
2 Acétonitrile, reflux
o o~ 18 o o~ )?\/qﬂ
” + o
)J\)\o/ 38% )J\)\o/ o
17 17 Mélange 25
1 : 07
Mécanismes
@®
/7 M H
=~ @,
o o~ o IOy 0
) - MeOH @
O/ - )j\)\o/ = O/
17 H H
®
et/ou ¢\4H
\@®,H
(0] |O) (0]
_ - MeOH _
g Ne) -~ e
H H H
25

Figure 11-15 : Formation d’un produit a,B-insaturé 25 a partir du B-cétoacétal 17

Dans la littérature, des préparations de noyaux pyridines en milieux basiques ont été
décrites a partir de dérivés a,B-insaturés tels que 25 (Figure II-16). En particulier, Fischer et
ses collaborateurs ont préparé une 6-méthylpyridine 26, régioisomére de la 4-méthylpyridine
16, en chauffant a reflux la molécule a,B3-insaturé 25 avec le cyanoacétamide 18 en présence
d’acétate de pipéridine.’® Plus tard, Kim et al. ont publié¢ la synthése d’'une molécule
potentiellement analgésique possédant dans sa structure un noyau pyridine dont le

11 pDans des conditions

précurseur est la 2-hydroxy-3-cyano-6-trifluorométhylpyridine.!
basiques similaires & celles de Fischer,™® Kim et al. ont préparé cette pyridine 6-subtituée

par condensation d’un produit a,B-insaturé avec le cyanoacétamide.
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Figure 11-16 : Syntheses de pyridines 6-substituées par condensation de cétones a,B-insaturées avec le
cyanoacétamide en milieu basique, publiées en 2004 et 2012 par (a) Fischer et al.™® et (b) Kim et al."*!

Nous avons donc soupconné la formation du régioisomere 26 au lieu du produit 16

attendu. La formation de 26 s’expliquerait par une réaction d’élimination de méthanol

Y

donnant le produit a,B-insaturé 25 identique & celui utilisé par Fischer,™ sujet a une

addition de Mickael du cyanoacétamide 18 (Figure 1I-17). On obtient la 6-méthylpyridine 26

au lieu de la 4-méthylpyridine 16 souhaitée.

o]

HN J\/CN
18

1) NH4Ac, AcOH,
Toluéne, reflux

QOH
HZNJ\HCN

0 2) H,S0O,
- 1)NH4Ac, AcOH, H ® s _CN EtOH, 4.3 CN
1T Tolune, reflux | N2 s0°c.3h |
P — &% S -———— 4 e 2
0 © 5 07 6 N” “OH
17 25 6 1
26
+MeOH L HO _
4
5| \3 CN
2
® >N oH
1
16

Figure 11-17 : Mécanisme proposé pour I'obtention de 26, régioisomeére de la pyridine souhaitée 16
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Des analyses structurales ont été réalisées sur la pyridine obtenue afin de déterminer si
nous avions obtenu le produit souhaité 16 ou bien son régioisomére 26. Les analyses par
RMN du proton et du carbone du produit que nous avons obtenu sont plus proches de celles
décrites par Fischer pour le produit 26.M%4

Cependant, pour la pyridine souhaitée 16, nous ne disposions pas d’autres références de
RMN que celles publiées en 2011 par Ge et al.®¥ et en 2013 par Zhao et ses

collborateurs.%”

Une analyse par RMN INADEQUATE (Incredible Natural Abundance Double Quantum
Transfert Experiment) a donc été réalisée. Cette méthode utilise les couplages directs **C-
13C et permet de reconstruire le squelette carboné d’une molécule. La RMN INADEQUATE a
donc un potentiel important en termes d’analyse structurale. Toutefois, en raison de
'abondance naturelle du carbone 13 (1,108%), il faut souligner que sa sensibilité est 200 fois
inférieure & celle d'une acquisition *C classique. Nous nous sommes concentrés sur le
signal d’'un carbone tertiaire a 148,9 ppm (Figure 11-18). Ce signal aurait pu étre attribué soit
a la position 6 du produit 16, soit a la position 4 du produit 26. Or, nous observons une
corrélation directe entre ce carbone tertiaire et le carbone portant le nitrile a 99,5 ppm. Cette
corrélation est impossible dans le produit 16. Nous avons donc tranché en faveur de la

pyridine 26.

Corrélation en
Pas de corrélation en RMN INADEQUATE

RMN INADEQUATE
CH3 --— )
1489 ppm--"7 TN

_____ .99,5 ppm AN _.--995ppM 00
""" ou bien |
— ~
1489 ppm.___..7 ¢ N~ "OH Hsc” "N~ oH
16 26

Figure 11-18 : Distinction entre les produits 16 et 26 en RMN INADEQUATE
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Le spectre obtenu montre bien cette corrélation et est présenté ci-dessous (Figure 11-19)

148,9 ppm { J 99,5 ppm

Corrélation détectée en
RMN INADEQUATE

. < |
'/"\\\ C 99,§‘ppm L]

148,9(ppm AN <

7 IIII i [
HsC”~ "N~ “OH : :

50 F1[ppm]

T
100

—.xr::‘:
=5
'
T
150

—
T
200

I 160 I I ‘ I 150 I ‘ ‘ ‘ 140 I ‘ I I 130 I ‘ I ‘ 120 ‘ ‘ ‘ ‘ 110 ‘ I I IF2[Ippmi
Figure 11-19 : Spectre RMN INADEQUATE permettant de montrer la formation du produit 26

Comme nous le soupconnions, les conditions opératoires ont bien abouti au produit 26 et

non a la molécule 16 souhaitée comme précurseur du CAPIC 6.

Nous avons donc changé la méthode de préparation du CAPIC en nous inspirant de celle

utilisée lors de la mise sur le marché de la Névirapine en 1996.°"

11.2. Synthése du 4-(**C)CAPIC & partir du B-cétoester 4-(**C)27

Comme décrit précédemment, nous avons dans un premier temps cherché a éviter le
passage par le dérivé dichloré 13 illustré dans la figure 1I-6 en utilisant une méthode décrite
dans la littérature et permettant d’obtenir directement la pyridine 2,3,4 substituée 16.
Malheureusement, nos essais sont restés infructueux car nous avons obtenu l'isomére de
position 26 portant un groupement méthyle en position 6. Ce résultat est d’autant plus
embarrassant qu’il s'agit la du groupement que nous envisageons de substituer au carbone
13.

Nous avons donc pris le parti d’ajouter deux étapes de synthése pour I'obtention du
CAPIC 6, en préparant la molécule 2,6-dichlorée 13 en quatre étapes a partir du B-cétoester
27. Le produit 13 a ensuite été réduit pour donner 14 et chloré régiosélectivement pour
donner le CAPIC 6 (Figure 11-20).!
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Figure 11-20 : Ajout de deux étapes de synthése pour obtenir le CAPIC en passant par un dérivé dichloré 13

I.2.a. Choix de la position de la substitution et préparation du 4-(*3C)acétoacétate
d’éthyle

L’acétoacétate d’éthyle 27 est un produit abordable et facilement accessible dans le
commerce. Toutefois, il N’est pas commercialisé en série substitué au carbone 13. Notre
objectif étant de préparer le 4-(**C)CAPIC, nous avons Vérifié s'il était possible de préparer le
4-(*C)acétoacétate d’éthyle & partir d’'un précurseur substituée au carbone 13. Nous avons
pensé a plusieurs réactions classiques de chimie organique permettant de préparer des [-
cétoesters : la condensation de Claisen, la réaction de Blaise, et une variante de la synthese
malonique. Les avantages et les inconvénients de chacune de ces méthodes dans le cadre
de notre objectif de substitution au carbone 13 seront explicités dans les paragraphes
suivants.

e La condensation de Claisen

La méthode historique de préparation des (-cétoesters tels que I'acétoacétate d’éthyle est
la condensation de Claisen,® qui permet de former une liaison carbone-carbone en utilisant
deux esters dont 'un au moins est énolisable. Pour former l'acétoacétate d’éthyle, il faut
condenser deux molécules d’acétate d’éthyle en milieu basique. Cette synthése a été décrite
dés les années 1920.1°"%! Ejle peut étre mise en ceuvre trés simplement en chauffant par

exemple & 100 °C pendant 30 minutes de l'acétate d’éthyle avec 0,7 équivalents de
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tertiobutanolate de potassium, pour donner 27 avec un rendement de 75% comme l'ont
décrit Yoshizawa et al. en 2001.1"%% Pour obtenir le 4-(**C)acétoacétate d’éthyle 4-(*3C)27 par
cette méthode, il faudrait condenser une molécule de 2-(**C)acétate d’éthyle avec une

molécule d’acétate d’éthyle non substituée au carbone 13.

Comme Tlillustre la figure 11-21, il est impossible d’éviter la condensation de molécules non
substituées ou celle de deux molécules de 2-(**C)acétate d’éthyle. La condensation de
Claisen est une méthode trés intéressante mais elle est incompatible avec notre objectif de

substitution au carbone 13.

Y
Ho ™ Y07 o o
Acétate d'éthyle
y - H3CJ13C)J\O/\
Ha
2-(13c)27
o NaOEt j\
_meREr _
H3130J\O/\ H213g o N — 0
13 4 14 )j\
2-(13C)Acétate d'éthyle H,'3C o j )OJ\
2-(13C)Acétate d'éthyle
(7C) y Hy13¢” 13¢” Yo7 ™
2
S
j\ 2,4-(13C)27
H,13C” N0
X
H;C O/\ 0 o)
Acétate d'éthyle
- HSC)J\C)]\O/\
Ha
27
0 NaOEt j\
e _
HsC)J\O/\ HoC” Y07 | — 0
©
Acétate d'éthyle H313CJ\O/\ o o
2-("3C)Acétate d'éthyle
H313C)J\C)J\O/\
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Q
0 4-(13c)27

A

H,C

Figure 11-21 : Formation de quatre produits différents substitués au carbone 13 par condensation du Claisen de

I'acétate d’éthyle et du 2-(**C)acétate d’éthyle
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e La réaction de Blaise

La réaction de Blaise est une variante de la réaction de Réformatsky. La réaction de
Réformatsky donne un B-hydroxyester a partir d’'un a-halogénoester et d’'un aldéhyde ou
d'une cétone. Dans la réaction de Blaise, l'a-halogénoester est transformé en
organozincique qui s’additionne sur un nitrile pour former une imine, en équilibre avec
'énamine correspondante. Le [-cétoester est obtenu aprés une étape d’hydrolyse. Le
mécanisme de la réaction de Blaise est explicité dans la figure 11-22.

G)Br
® Brzn
Zn Brzn N SN
o) ~o ~o R N} (o
T G DA R I R
O/ —_— O/ —_— O/ R' O/
Bromoester l
Brzn_
7 \
O (0] NH O N @)
H.O* H,0 | L R
R')‘J\/U\O/R -« 3 R.)J\/U\O/R ¢ R')\)\O/
Cétoester u
Brzn_
7 ~
HN @]
_R
R X (0]

Figure 11-22 : Mécanisme de la réaction de Blaise

La réaction de Blaise a été utilisée récemment pour la synthese de nombreux pB-
cétoesters. En particulier, Shin et ses collaborateurs ont utilisé en 2004 une quantité
catalytique d’acide methanesulfonique pour activer le zinc in situ et additionner des
bromoesters sur huit nitriles différents. Cette catalyse leur a permis de réduire la quantité de
zinc nécessaire a la préparation du tert-butyl (S)-6-chloro-5-hydroxy-3-oxohexanoate,
intermédiaire clé dans la synthése de statines.'® En 2009, Rao et al. ont publié la
préparation de plusieurs méthylcétones a partir de B-cétoesters préparés par la réaction de

[111

Blaise.™Y Ces travaux sont illustrés dans la figure 11-23.
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Figure 11-23 : Exemples d'utilisation de la réaction de Blaise pour la préparation d’un précurseur de statine par
Shin et al.™ (a) et pour la formation d’'une dicétone par Rao et al.**! (b)

Pour préparer le 4-(*3C)acétoacétate d’éthyle 4-(**C)27 par la méthode de Blaise, il
faudrait que nous utilisions du 2-(**C)acétonitrile. Or, ce réactif est plutdt cotiteux (980 € pour
un gramme). La synthése de la 12-(**C)Névirapine nécessitant sans doute une dizaine
d’étapes, et probablement I'achat de plusieurs grammes de précurseur substitué, nous

avons décidé de poursuivre nos investigations afin d’introduire la substitution au carbone 13
avec un précurseur plus abordable.
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e La synthese malonique

Une autre méthode de préparation des [B-cétoesters est une variante de la synthése
malonique. Dans la version originale de la synthése malonique, un ester malonique est mis
en réaction avec un agent alkylant (par exemple un halogénure d’alkyle) en milieu basique
pour donner I'ester malonique alkylé qui est ensuite décarboxylé pour former un monoester.
En remplagant 'halogénure d’alkyle par un agent acylant (par exemple un acide carboxylique
activé), I'ester malonique s’additionne sur le carbonyle et donne un B-cétoester apres
décarboxylation (Figure 11-24a)."*? || est également possible d’acyler un dérivé monoacide
d’ester malonique et d’utiliser un cation métallique comme le magnésium en tant qu’agent
chélatant afin d’activer cette molécule (Figure 1l-24b)."*!

Variantes de la synthése malonique

agent
acylant
(a) o)
i ] (0] (0] (0]
T base _ R R')J\X, R R _R__H+CO,+ R
R\OJ\/U\O,R 1@ | RN R O 0 o~ ~0” 2 o~
H (0] R' (0] R'
o 0o°
R _R
(6] = (6]
L H J
(b) agent
acylant
_ Mg 9
le) e} )]\ o} o} o}
1 1 .-, A rIRZX R o H_ _H+COy+ _R
HO)J\/U\O/R -H® fe) o) _X@ HO (0] (0] (0]
H 07 R 07 R

Figure 11-24 : Variantes de la synthése malonique permettant de préparer des B-cétoesters

En ce qui concerne I'agent acylant, plusieurs types d’acides activés peuvent étre utilisés
comme les chlorures d’acides, les anhydrides d’acides, les acétylimidazoles,[“‘” etc. Par
exemple, en 1980, Matsuo et ses collaborateurs ont utilisé une variante de la synthése
malonique pour préparer des précurseurs d’acides tétramiques potentiellement anti-

bactériens.!!

En particulier, le chlorure de l'acide caprique a été condensé avec un
monoacide d’ester malonique activé par le magnésium pour donner le décanoylacétate
d’éthyle. Dans une publication plus récente, Wirtz et al. ont couplé des coumarines avec des
B-cétoesters dans le but de préparer des sondes fluorescentes.*® Afin de tester les
conditions de ce couplage, les auteurs ont au préalable préparé une variété de B-cétoesters
a partir du potassium ethylmalonate et de plusieurs acides carboxyliqgues activés par le

carbonyldiimidazole (CDI). Ces exemples sont illustrés dans la figure II-25.
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Figure 11-25 : Exemples d’acylations d’'un malonate par un acide carboxylique activé pour la préparation de -
cétoesters, intermédiaires de synthése d’acides tétramiquesms] (a) ou de sondes fluorescentes a base de
coumarines™® (b)

Nous avons utilisé la méthode de Wirtz et al.'*® pour préparer 'acétoacétate d’éthyle 27.
En effet, elle permet d’introduire la substitution au carbone 13 a partir d’acide 2-
(**C)acétique, précurseur régulierement utilisé au laboratoire et qui fait partie des moins
colteux (271,60 € pour un gramme). Les tests ont a nouveau été réalisés a partir d’acide
acétigue non substitué au carbone 13. L’activation de [lacide acétique par le
carbonyldiimidazole (CDI) et le magnésium comme agent chélatant du malonate nous ont
permis d’atteindre un rendement satisfaisant de 77%. Le produit 27 se présente sous la
forme d’'un mélange de deux tautoméres cétone et énol dans le solvant deutéré utilisé en
RMN (CDCl3). La méthode a été reproduite a l'identique pour la préparation du produit
substitué correspondant 4-(**C)27 avec un rendement de 80% (Figure 11-26).
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Figure 11-26 : Préparation de I'acétoacétate d’éthyle 27 et de son analogue substitué 4-(**C)27 a partir d’acide
acétique par une variante de la synthese malonique
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I.2.b. Formation de la pyridone 4-(**C)28 par la méthode de Guareschi-Thorpe

Les hétérocycles azotés, et plus particulierement les dérivés de pyridines, sont présents

dans de nombreux produits naturels et pharmaceutiques (Figure 11-27).1"

R Sy

Nicotine Pyridoxine (vitamine B6)  Quinine (antipaludéen)

f, L) dlb

Sulfapyridine (antibiotique) Névirapine (ant|retrOV|ra|)

Figure 11-27 : Exemples de produits actifs naturels et pharmaceutiques contenant des noyaux pyridines

Leurs méthodes de préparation ont donc été particulierement étudiées. Il existe plusieurs
manieres de préparer un noyau pyridine a partir d’'un B-cétoester, mais nous nous
attarderons sur deux des stratégies les plus connues de construction de ces hétérocycles

azotés : la synthese de Hantzsch et la méthode de Guareschi-Thorpe.

e La synthése de Hantzsch

La synthése de Hantzsch est une ancienne méthode utilisée pour construire des
dihydropyridines généralement symétriques a partir de deux B-cétoesters, d’'un aldéhyde et
d’ammoniac. Ces dihydropyridines, parfois appelées esters de Hantzsch, possédent deux

groupements électroattracteurs en positions 3 et 5.8

Il est possible dobtenir des dihydropyridines non symétriques en formant deux
intermédiaires séparément (Figure 11-28). D’'un coté, I'aldéhyde réagit avec un B-cétoester
pour donner un accepteur de Mickael par une condensation de Knoevenagel. De l'autre, un
B-cétoester différent donne une énamine par addition nucléophile d’ammoniac. Ces
intermédiaires pré-formés peuvent étre condensés pour aboutir a la dihydropyridine de
Hantzsch. Il est important de préciser que cette méthode donne une dihydropyridine qu’il est

nécessaire d’'oxyder pour aromatiser I'hétérocycle.
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1. Préparation des intermédiaires
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Figure 11-28 : Formation d’une pyridine non symétrique par la méthode de Hantzsch

La synthése de Hantzsch est toujours tres utilisée. Elle a par exemple été employée pour
la synthése de 1,4-dihydropyridines modulatrices de canaux calciques développées pour
leurs effets sur le systéme cardiovasculaire et leurs propriétés antihypertensives.*2%

Quelques structures sont proposées dans la figure 11-29.

cl Cl O,N
Cl Cl t-BuOOC” X
MeOOC COOEt EtOOC COOEt EtOO0C COOEt MeOOC COOMe
| | || ||
N N N
N H N

H
Felodipine Nemadipine B Lacidipine Nitrendipine

Figure 1I-29 : Structures de quelques dihydropyridines modulatrices des canaux calciques préparées par la
synthése de Hantzsch
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Les dihydropyridines obtenues par la méthode de Hantzsch sont également trés
intéressantes pour leurs pouvoirs réducteurs, proches de celles d’'un réducteur naturel, le
NADH. Par analogie avec le NADH, les esters de Hantzsch sont capables de catalyser
'hydrogénation stéréosélective de certains substrats insaturés (carbonyles a,B-insaturés,

imines, alcénes activés, etc.).'?

La stratégie de Hantzsch permet donc de préparer de nombreuses pyridines et
dihydropyridines hautement substituées par une grande variété de groupements esters et
alkyles. Notre cas est différent car nous souhaitons laisser libre la position 5 du noyau
pyridine. La méthode que nous avons adoptée est connue sous le nhom de synthese de

Guareschi.

¢ La synthese de Guareschi

La méthode de Guareschi permet d’obtenir des pyridones. Le mécanisme de cette
synthése, parfois appelée Guareschi-Thorpe, est explicité dans la figure 11-30. Cette
méthode débute par la condensation de Knoevenagel d'un [-cétoester avec du
cyanoacétamide en milieu basique avant de procéder a une cyclisation intramoléculaire qui

donne une pyridine apres aromatisation.
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. >
HO” N"" Yo 0~ "N” 70 RO n ©
H H N
Dipyridone

Figure 11-30 : Mécanisme de la synthése de Guareschi-Thorpe
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Comme nous l'avons développé précédemment, une variante de cette synthese avait déja
été utilisée au laboratoire pour tenter de préparer la pyridine 16. Nous avions alors mis en
réaction un B-cétoacétal avec du cyanoacétamide mais nous avions obtenu un régioisomeére
26. Cette seconde tentative a abouti au produit 28 souhaité avec le groupement méthyle bien
positionné et un rendement trés satisfaisant de 82% en partant de 'acétoacétate d’éthyle 27
(Figure 11-31).1%

CHj
N KOH, N
MeOH, 7
reﬂux 12 h
82% T e HO H o}
27 18 28

Figure 11-31 : Réaction de Guareschi réalisée au laboratoire pour la préparation de la pyridone 28

Il convient de préciser que cette réaction est encore plus efficace a grande échelle. En
engageant 20 a 40 grammes d’acétoacétate d’éthyle 27, elle donne des rendements

guantitatifs qui permettent de préparer de grandes quantités de pyridone 28.

Lors du passage en série substituée au carbone 13, nous utilisons des quantités
beaucoup moins importantes. Nous avons donc essayé d’améliorer encore le rendement de
82% que nous avions obtenu sur plus petite quantité (25 mmoles d’acétoacétate d’éthyle
27). Plusieurs conditions de réaction ont été testées sous activation micro-ondes. Leurs

résultats sont résumés dans le tableau II-2.

3 27 18 KOH Pipéridine i Temps de
Entrée . . . . Solvant  Température o 28*
(éq.) (é9.) (é9.) (éq.) réaction
1 1 1 1,17 / MeOH 100 °C 2 x 15 min 44%
2 1 1 1,17 / MeOH 100 °C 1h 15%
3 1 1 1,17 / MeOH 100 °C 1h30 18%
4 1 1 1,17 / MeOH 80 °C 2 x 15 min 49%
30 min
5 1 1 1,17 / MeOH 80 °C . . 21%
puis 15 min
30 min
6 1 1 1,17 / MeOH 80 °C ) ] 29%
puis 2 x 15 min
7 1 1 1,17 / MeOH 80 °C 45 min 12%
8 1 1 / 1,02 / 80 °C 15 min 57%

Parameétres pour tous les essais sous activation micro-ondes : pression maximale 17 Bar, puissance 300 W,
PowerMAX activé (systéme de refroidissement rapide en fin de session)
*Rendements apres purification

Tableau II-2 : Formation de la pyridone 28 au micro-onde
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Nous avons surtout modifié les températures ainsi que les temps de réactions. Nous nous
sommes apergus qua 100 °C, [lutilisation des micro-ondes génére des produits de
dégradation méme sur de courtes sessions de 15 minutes (entrée 1), faisant beaucoup
chuter le rendement. La température a donc été réduite de 20 °C (entrées 4-7).
Malheureusement, il n'a pas été possible d’éviter la dégradation des produits et les
rendements sont restés trés insuffisants. Nous observons que dans le méthanol a 80 °C,
plusieurs courtes sessions sous micro-onde donnent un meilleur rendement qu’une session
plus longue (entrées 4-7). Le meilleur rendement (57%) a été obtenu en remplacant la
potasse par de la pipéridine, base moins forte mais qui peut servir également de solvant
(entrée 8), évitant ainsi I'utilisation de méthanol.***

En raison des résultats insatisfaisants des essais réalisés sous activation micro-ondes,
nous avons décidé de nous contenter du rendement de 82% obtenu par la méthode
classique. La pyridone substituée au carbone 13 correspondante 4-(**C)28 a été préparée
par cette méthode avec un rendement de 66% (Figure 11-32).

1) KOH,
MeOH,
reflux, 12 h oN
O (o] NH, 2) HCI, pH 1
A I ey O
HaC o 0 82% SN0
H
27 18 28
Application de la méthode en série substituée
1) KOH,
MeOH, 13
reflux, 12 h CH, CN
O O NH, 2) HCI, pH 1
)L g
H313C O/\ o) 66% HO N o
H
4-("3c)27 18 4-('3C)28

Figure 11-32 : Méthode sélectionnée pour la synthése de la pyridone 4-(**C)28
I.2.c. Halogénation de la pyridone 4-(*3C)28

Les pyridones telles que 28 sont des précurseurs trés intéressants pour la formation
d’halopyridines a partir desquelles il est possible de réaliser des substitutions nucléophiles
aromatiques, a linverse du noyau pyridine «nu» peu réactif. Ainsi, il est possible de
substituer une halopyridine par une grande variété de nucléophiles (amines,*®
alcoolates,™® thiolates,™*” etc.). Les halopyridines sont également trés intéressantes pour
former des liaisons carbone-carbone ou carbone-hétéroatome, en utilisant par exemple des
réactions pallado-catalysées (couplage de Suzuki,'?® réaction de Heck,™*® de Stille,* de

[131

Negishi,**" de Sonogashira,**? etc.).
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Ces molécules sont donc d’excellents «building blocks» pour la synthése de composés
hétérocycliques. Dans notre cas, I'halogénation de la pyridone 28 a été utilisée pour pouvoir
réaliser plus tard une hydrogénation catalysée au palladium et ainsi «libérer» les positions 2
et 6 du noyau pyridine.

Deux agents de chloration a base de phosphore ont été utilisés : le trichlorure de
phosphoryle (POCI;)**¥ et le dichlorure de I'acide phénylphosphonique (PhPOCI,).!33%34 | e
mécanisme de I'halogénation par ces réactifs est identique a celui qui permet de préparer le
réactif de Vilsmeier, classiquement utilisé pour substituer des molécules aromatiques par un

groupement formyle (Figure 11-33).

Réaction de Vilsmeier-Haack

H 0 @ H
A ||:|’ !-l— HN /
N o) X/ \\Cl — ,\'N/ CI," —= g =
N cl @7 Y,

X=Cl Réactif de Vilsmeier
ou X = Ph

Chloration de la pyridone 28

P
“\>cl
X el

X=Cl
28 ou X =Ph 29

Figure 11-33 : Chloration de la pyridone 28, analogie avec la réaction de Vilsmeier-Haack
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Les résultats des essais de chloration de 28 sont résumés dans le tableau [I-3.

CN
X
SN CN
Entrée | HO” N~ Yo Agent de chloration (éq.) Température Temps de réaction _
H clI” N7 e
28
29*
(eq.)
1 1 POCI; (5,16) 90 °C 12 h 61%
2 1 POCI; (10,5) 90 °C 12 h 55% - 66%
3 1 POCI;(10,5) 90 °C 40 h 63%
4 1 PhPOCI; (5) 180 °C 4h 64%
5 1 PhPOCI; (5) 180 °C 12 h 70 - 84%
69% Conversion
130 °C . .
6 1 POCI; (4) ] 1lh incomplete (reste
micro-ondes
30% de 28)
130 °C
7 1 POCI; (4) ] 2h 81%
micro-ondes
55% Conversion
150 °C . R
8 1 POCI; (4) ] 1h incomplete (reste
micro-ondes
10% de 28)
150 °C
9 1 POCIz (4) ] 1h30 67%
micro-ondes

Parameétres pour tous les essais sous activation micro-ondes : pression maximale 17 Bar, puissance 300 W,
PowerMAX activé (systeme de refroidissement rapide en fin de session)
*Rendements apreés purification

Tableau II-3 : Résultats des essais de chloration de la pyridone 28

L’utilisation du trichlorure de phosphoryle (POCIs), réactif classique, ne nous a pas donné
de rendements satisfaisants (entrées 1-3). Méme en augmentant les quantités de POCI;
(entrées 1-2) et le temps de réaction (entrée 3), nous n‘avons pas réussi a obtenir un
rendement de plus de 66%. De meilleurs rendements ont été obtenus grace a l'utilisation du
dichlorure de l'acide phénylphosphonique (PhPOCI,). En raison de son point d’ébullition
élevé (258 °C), il est possible de chauffer le milieu a 180 °C (entrées 4-5), contrairement au
trichlorure de phosphoryle dont le point d’ébullition est de 106 °C. Au bout de 4 h de
chauffage a 180 °C avec 5 équivalents de PhPOCI, (entrée 4), le rendement (64%) est
comparable a celui obtenu au bout de 40 h de chauffage a 80 °C avec plus de 10
équivalents de POCI; (63%, entrée 3). En chauffant pendant 12 h, on peut atteindre un
rendement de 84% (entrée 5). La réaction de chloration de 28 semble donc nécessiter une
température élevée. Nous avons repris la réaction avec le trichlorure de phosphoryle au
micro-ondes dans un tube fermé afin de pouvoir chauffer a 130 °C. Au bout d’1 h 30 sous
activation micro-ondes a 130 °C, nous ne sommes pas parvenus a convertir complétement
28 en 29 (entrée 6).
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Un rendement similaire a celui obtenu par I'utlisation de PhPOCI, (81%) est atteint au bout
de 2 h a 130 °C avec 4 équivalents de POCI; (entrée 7). En chauffant plus fort toujours sous
activation micro-onde (150 °C, entrées 8-9), un rendement maximal de 67% est obtenu au
bout de 1 h 30 (entrée 9). L'aspect noir et « goudronneux » du milieu en fin de réaction nous

laisse penser que cette chute de rendement est due a des phénoménes de dégradation.

Pour le passage en série substituée, nous avons d’abord réalisé la réaction au four a
micro-ondes dans les conditions expérimentales décrites par I'entrée 7 du tableau I1I-3. Nous
avons obtenu la molécule 4-(**C)29 avec un rendement de 87%. Toutefois, en démarrant
une nouvelle session de micro-ondes, nous nous sommes apercus que le dégagement
d’acide chlorhydrique soumettait 'appareil @ une pression plus élevée qu’a I'accoutumée.
Pour des raisons de sécurité, nous avons converti le reste de pyridone 4-(**C)28 en
halopyridine 4-(*3C)29 par I'utilisation de PhPOCI, dans les conditions décrites par I'entrée 5

du tableau 1I-3, avec un rendement de 82% (Figure 11-34).

micoonde, oy P00
80 °C, 1 h3b * 180°c,12h
X CN 81% 84% X CN
" bz
HO N o Cl N Cl
H
28 29
Application des méthodes en série substituée
13 micF;c?S:fde PhPOC,. 13
CHy c %Y 180°C,12h CH,
CN 80°C,1h30 CN
| A 87% 82% | X
>
HO N e} Cl N Cl
H
4-(3C)28 4-(°C)29

Figure 11-34 : Méthodes sélectionnées pour la chloration de la pyridone 4-(**C)28 en halopyridine 4-(*3C)29
II.2.d. Transformation du substituant nitrile en amine

Aprés avoir chloré la pyridine 28 en positions 2 et 6 pour donner I'halopyridine 29, nous
nous sommes intéressés a la transformation du groupe nitrile en amine. Cette transformation
s’effectue en deux étapes en passant par un amide 30 qui subit ensuite un réarrangement de
Hofmann. L’hydrolyse du nitrile 29 en amide 30 s’effectue en chauffant 29 dans un milieu
fortement acide (acide sulfurique concentré a 80%). Le rendement de cette hydrolyse s’éleve
a 89%. La molécule 30 a ensuite été traitée par de I'hypobromite de sodium, généré in situ
par réaction entre du dibrome et de la soude, pour donner 'amine 13 avec un rendement de
93% aprés une nuit de chauffage a 65 °C (Figure 11-35).
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Ces deux étapes n’ont pas présenté de difficulté particuliere. Nous nous sommes
simplement apergus qu’il ne fallait pas dépasser la température de 65 °C durant le
réarrangement de Hofmann, sous peine de dégrader la molécule 13. Les modes opératoires
ont été reproduits a I'identiques pour préparer les molécules substituées 4-(**C)30 et 4-
(**C)13 avec de bons rendements (88% et 92% respectivement).

NaOH, Br,

H280,480% (aq.), H,0, 65 °C,
100 °C,16 h nun
89% cl 93%
29 30 13
Application de la méthode en série substituée
13cy 13¢ NaOH, Br. BcH
3 H; O 2 3
cn H280480% (aq), 3 H,0, 65 °C, NH
| A 100 °C, 16 h | AN NH, nuit | A 2
_— _—
= =
cl” >N e 88% 1 >N ¢ 92% c1” >N e
4-('3C)29 4-(3C)30 4-(13Cy13

Figure 11-35 : Préparation des molécules 4-(**C)30 et 4-(**C)13
I.2.e. Déshalogénation réductive compléte de la pyridine dichlorée 4-(*3C)13

Apres avoir obtenu la 3-amino-2,6-dichloro-4-méthylpyridine 13, I'étape suivante consiste

a préparer le CAPIC 6, intermédiaire clé de la synthese de la Névirapine.

L’hydrogénation régiosélective pallado-catalysée en présence de formiate d’ammonium
d’'un analogue de 13 non méthylé en position 4 a été décrite en 2012 avec un rendement de
87% (Figure 11-36).'*! |'utilisation du formiate d’ammonium comme source d’hydrogéne

permet en effet de s’affranchir de I'utilisation de dihydrogéne et avait déja été décrite dans

les années 1980 pour réduire des phénols polychlorés avec une certaine sélectivité.**°!

(0]
PRIC
H” >0 NH,,
Pd/C, MeOH
NH ' : NH
| X 2 23°C, 3jours | X 2
~ o ~
Cl N Cl 87% N Cl

Figure 11-36 : Hydrogénation régioselective d'un analogue de 13™3°)
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Nous avons essayé de reproduire le mode opératoire publié™*! & partir de 13 mais aucune

réaction n’a été observée (Figure 11-37).

(0]
PRI
O NHy,
Pd/C, MeOH
NH ’ : NH
X 2 23°Q 3jours A 2
— | ~
Cl N Cl N Cl
13 CAPIC 6

Figure 11-37 : Tentative d’hydrogénation régioselective de 13 pour la préparation du CAPIC

La molécule 13 a donc été complétement déshalogénée par I'utilisation de dihydrogéne
gazeux en présence de palladium sur charbon,” et chlorée régiosélectivement pour donner
le CAPIC 6. Comme nous l'avons évoqué précédemment, les halopyridines telles que 13
sont d’excellents substrats pour des réactions pallado-catalysées. Un cycle catalytique de
I'hydrogénation de 13 est proposé dans la figure 11-38."*") Le cycle débute par 'addition
oxydante de 13 sur du palladium au degré d’oxydation 0, suivie d’'une coordination
d’hydrogéne sur le métal. La troisieme étape du cycle est une B-élimination d’acide
chlorhydrique. Le CAPIC 6 est ensuite formé par élimination réductrice. Il est engagé dans
un second cycle catalytique composé des mémes étapes pour donner la molécule

déshalogénée 14.

NH
2 B-Elimination B-Elimination

® B
Cl<_1l Pz HCI H || Cl
He Pd” "N” e 2 NN
i
SN NH» N NH, SN NH,
1 2
C|\ || / Ho 1l Pz ”/CI / || H

Pd N Cl
Addition NH, Elimination
oxydante A réductrice
pZ
d° H” "N” ~cl
Elimination Addition
X réductrice oxydante
— —
cl” N7 “cl H™ N° 'H
13 14

Figure 11-38 : Cycle catalytique proposé pour la déshalogénation de la pyridine 133"
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L’optimisation de cette réaction n’a pas présenté de difficulté particuliere. A 80 °C dans un
mélange de méthanol et d’eau sous atmosphére d’hydrogéne, la molécule 13 donne 14 en
présence de palladium sur charbon en 24 h avec un rendement de 74%. En série substituée
au carbone 13, nous avons obtenu un rendement de 96% (Figure 11-39).

Pd/C, H,,
S oz N
c” N el 74% NT
13 14
Application de la méthode en série substituée
13CH, Pd/C, Hy, 13CH3
A e L
cI” N el 96% lN/
4-('3c)13 4-(13C)14

Figure 11-39 : Déshalogénation réductive de la pyridine dichlorée 13 et application de la méthode en série
substituée au carbone 13

I.2.f. Préparation du CAPIC 4-(**)C)6 par substitution électrophile aromatique

régiosélective

Apres étre passés par la déshalogénation compléte de la molécule 13 pour obtenir la 3-
amino-4-méthylpyridine 14, nous avons d( chlorer & nouveau la position 2 de 14 de facon
régiosélective pour obtenir le CAPIC 6.

La mise en ceuvre de la réaction nécessite un contrdle rigoureux de la vitesse d’addition et
de la température lors de I'addition de I'électrophile afin d’éviter une seconde substitution
électrophile aromatique en position 6 et le retour au produit 13. Cette transformation a été
décrite en présence de dichlore gazeux.® Toutefois, afin d’avoir un meilleur contréle de la
quantité de dichlore ajouté et de la vitesse d’addition ainsi que pour des raisons de sécurité,
nous avons préféré générer le dichlore in situ par oxydation d’acide chlorhydrique.®”**! La
réaction a été suivie rigoureusement par chromatographie sur couche mince et a été arrétée
dés l'apparition de produit dichloré 13. Il n’a malheureusement pas été possible de convertir
complétement la 3-amino-4-méthylpyridine 14 avant de former le produit dichloré 13
correspondant. Un bon rendement (73%) a toutefois été obtenu en utilisant 1,09 équivalents
de peroxyde d’hydrogéne a 30% dans I'eau avec de l'acide chlorhydrique comment solvant.
Le milieu réactionnel doit étre agité pendant 40 minutes a température ambiante pour obtenir
un mélange 6: 14 : 13 dans des proportions 1: 0,03: 0,1. Le CAPIC 6 majoritaire est

ensuite facilement séparé des produits 13 et 14 par colonne chromatographique.
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Ce mode opératoire a été reproduit a l'identique pour la préparation du 4-(**C)CAPIC avec
un rendement de 71% (Figure 11-40).

H,05 30%,
S aomn N
N/ 3% N/ Cl
14 CAPIC 6
Application de la méthode en série substituée
3CH, H202 30%, 13CH,
S daaomn N
| N/ 71% | N/ cl
4-("3C)CAPIC
4-(*3c)14 (4-(1)30)6

Figure 11-40 : Halogénation régiosélective de la pyridine 14 et application de la méthode en série substituée au
carbone 13

I1.2.g. Synthése du 4-(**C)CAPIC : bilan

Le CAPIC 6, intermédiaire clé de la synthése de la Névirapine 1, a été obtenu avec un
rendement global de 24% en sept étapes a partir d’acide acétique. Le 4-(**C)CAPIC a pu
étre préparé a partir d’acide 2-(**C)acétique par application des méthodes préalablement
optimisées en série non substituée avec un rendement global similaire (25%). La synthése
compléte du 4-(**C)CAPIC est résumée dans la figure 11-41.
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13CH, 13CH3 (@) 13CH,
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Pd/C, H,,
MeOH, H,0, | 96%
80 °C, 24 h
3CH, H20, 30%, 3CH,
HCI, H,0
NH » 120, NH
| X2 t.a., 40 min | X2
—_—
N7 1% N el
4-("3cy14 4-("3C)CAPIC
4-(*c)6

Figure I1-41 : Schéma général de la préparation optimisée au laboratoire du 4-(**C)CAPIC, intermédiaire clé de la
synthése de la Névirapine

A partir du CAPIC 6, la Névirapine 1 a été préparée en trois étapes.

Il. Préparation de la 12-(**C)Névirapine & partir du 4-(**C)CAPIC

Aprés avoir préparé le CAPIC 6 avec de bons rendements, nous nous sommes intéressés

a la formation de la Névirapine 1.

La littérature propose de coupler I'amine du CAPIC 6 avec le chlorure de l'acide 2-

chloronicotinique puis d’additionner la cyclopropylamine sur le produit de couplage avant de

refermer le cycle diazépinone (Figure [1-42) 93138142
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0
0 L T HN
NH No AN
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CAPIC Névirapine

Figure 11-42 : Préparation de la Névirapine 1 en trois étapes a partir du CAPIC 6
lI.1. Couplage du 4-(**C)CAPIC avec le chlorure d’acide 7

Afin d’obtenir la molécule 8 contenant les deux noyaux pyridines de la Névirapine 1, nous

avons couplé 'amine du CAPIC 6 avec un chlorure d’acide 7 dérivé de I'acide nicotinique.

Le chlorure de l'acide 2-chloronicotinique 7 est disponible dans le commerce. Toutefois,
nous avons préféré le synthétiser a partir de I'acide correspondant 31, moins co(teux, afin
de disposer d’'une quantité suffisante pour nos essais (Figure 11-43). La réaction de I'acide
31 avec un large excés de chlorure de thionyle et une quantité catalytique de
diméthylformamide a donné 7 avec un rendement de 97% sans difficulté particuliére a

condition de travailler en milieu rigoureusement anhydre !

O O
SOCl,, DMF (cat),
~ | OH reflux, 4 h = | Cl
X - >
N~ ~Cl 97% N~ ~ClI
31 7

Figure 11-43 : Préparation du chlorure de I'acide 2-chloronicotinique 714

La réaction de couplage de 7 avec le CAPIC 6 a été décrite plusieurs fois dans différents
types de solvants. Dans la premiere publication de synthése de la Névirapine parue en
1991,¥ |es auteurs travaillent dans un mélange composé de cyclohexane, de 1,4-dioxane et
de pyridine. Cette méthode a été reprise dans des brevets plus récents™°**? tandis qu’'un
brevet de 2007 propose plusieurs mélanges de solvants**¥! (mélange d’acétate d’éthyle et de
toluéne, toluéne uniguement et mélange identique a celui de 1991). Ces efforts de recherche
du solvant idéal ont confirmé nos observations depuis le début du travail de synthese des
intermédiaires menant a la Névirapine. En effet, nous nous sommes rapidement apergus que
ces pyridines présentaient des solubilités particuliéerement faibles dans la plupart des
solvants organiques. Cette propriété a été mise a profit pour isoler aisément les molécules

des bruts réactionnels, mais les rend également difficiles a mettre en réaction.
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Au laboratoire, quelques essais ont été effectués sur un analogue dichloré de 6 afin
d’optimiser cette réaction. Les conditions testées seront explicitées dans la suite du
manuscrit. Nous avons finalement choisi de réaliser la réaction de couplage de 6 et 7 dans
I'acétonitrile!*? avec un rendement de 83% pour le produit 8 et de 85% pour son analogue
substitué 4-(**C)8 (Figure Il-44). Il est toutefois important de préciser que le milieu

réactionnel a di étre agité pendant 3,5 jours a température ambiante pour une conversion

(0] H /l
NaHCO
NH 3
ﬁi[ 2 CI% MeCN, t.a., 3,5joursfﬁiN XN
+
— — o
N el cI” N 83% N © @

6 7 8
CAPIC

complete de 6.

Application de la méthode en série substituée

13

CH, o) 13¢H, &

NH, NaHCO;, H N
| N ] | A MeCN,t.a.,3,5jours| A
N

= —

N~ cl cl” N 85% NN O
4-(13C)6 7 4_(13c)8

4-("3C)CAPIC

Figure 11-44 : Synthése de 'amide 8 par couplage entre 'amine du CAPIC 6 et le chlorure de I'acide 2-

chloronicotinique 7

IIl.2. Préparation de la molécule 4-(**C)9 par substitution nucléophile

aromatique régiosélective

La stabilité des intermédiaires réactionnels générés par les substitutions nucléophiles en
positions 2 et 4 sur une pyridine non substituée explique la régiosélectivité de cette
transformation. A cela s’ajoute le role crucial des effets électroniques des substituants dans
le cas des pyridines substituées.

La molécule 8 est constituée de deux pyridines. Chacune posséde un atome de chlore
susceptible d’étre substitué par la cyclopropylamine. Nous allons expliquer la régiosélectivité
de la substitution nucléophile aromatique de la cyclopropylamine sur 8 en analysant les

substituants présents sur chaque noyau pyridine. Ce raisonnement est explicité dans la
figure 11-45.
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Figure 11-45 : Régiosélectivité de la substitution nucléophile aromatique de la cyclopropylamine sur 8 expliquée
par les effets électroniques des substituants

Le noyau A est substitué par deux groupements donneurs (inductif donneur pour le
méthyle et mésomeére donneur pour I'amide attaché par I'azote) qui enrichissent le cycle et
défavorisent donc la réaction avec un nucléophile. Au contraire, le noyau B est substitué par
un groupement mésomere attracteur (amide attaché par le carbonyle) qui appauvrit le cycle
et favorise la réaction avec un nucléophile. De plus, I'intermédiaire anionique généré par la
SNAr sur le noyau B est plus stable que celui issu d’une réaction sur le noyau A. La
formation de 9 est donc favorisée.

D’un point de vue pratique, cette réaction est toujours réalisée dans de la verrerie scellée

ou dans un autoclave.®313144

En chauffant 8 sous pression avec un exces de
cyclopropylamine pendant plusieurs jours, on obtient le produit 9 quantitativement sans
aucune trace de son régioisomére ou d'un produit de double substitution. Le mode
opératoire a été reproduit pour la préparation du produit substitué 4-(**C)9 (Figure 11-46). Le

produit brut a été engagé sans purification dans I'étape suivante pour former la Névirapine.

[>—nNH,
H = | Xylénes,
ballon scellé, N N
N N
6\/[ N 120°C, 4] 120°C, 4 jours
Vz O Cl
NT el cl v/

8

Application de la méthode en série substituée

13
13CH3 Xylenes CH; | Z |
ballon scellé, SN N N

120 °C, 4Jours |
Pz (0] NH

4-(13(:)8 4-('3c)9

Figure 11-46 : Préparation de la molécule 9 et de son analogue substitué 4-(**C)9 par substitution nucléophile
aromatique
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1.3. Fermeture du cycle diazépinone : formation de la 12-(**C)Névirapine

La derniere étape de synthése de la Névirapine s'effectue en déprotonant la
cyclopropylamine de 8 afin d’obtenir un amidure qui réalise une substitution nucléophile
aromatique intramoléculaire sur la position chlorée de l'autre noyau pyridine.”® Cette
réaction ne présente pas de difficulté particuliere. Toutefois, nous avons été particulierement
vigilants quant a la nature et a la quantité de base utilisée. En effet, la formation inattendue
d’une oxazolopyridine 32 a été décrite dans les années 1990.M%) Récemment, en 2012, cette
molécule a d’ailleurs été détectée par HPLC en faible quantité dans des échantillons de
Névirapine sous forme de suspension buvable.!'® Cette oxazolopyridine se forme par
substitution nucléophile aromatique réalisée par 'azote du groupement amide au lieu de
celui qui porte le cyclopropyle. Le mécanisme de formation du produit 32 est comparé a celui
qui génére la Névirapine dans la figure 11-47.

N32CO3
DM, reflux, 19 h SN
Y \ 7

NJ&,CI
9
32
NaH,
Diglyme,
180 °C - 190 °C,
N N
popauiitygy
pZ 67%
N™ ~ClI v/ N7 @
Névirapine 1

Figure 11-47 : Mécanisme de formation d’un produit de cyclisation alternatif décrit dans les années 199014

La substitution nucléophile qui méne a 32 a lieu lorsque la base est faible (par exemple en
utilisant du carbonate de sodium) ou que la quantité d’hydrure de sodium employée n’est pas
assez élevée. L'utilisation de diméthylformamide en tant que solvant semble également
favoriser la formation de 32. Un minimum de trois équivalents de NaH dans le diglyme est
nécessaire pour obtenir uniqguement la Névirapine 1. Par cette méthode, nous avons préparé
la Névirapine 1 avec un rendement de 60% et la 12-(*3C)Névirapine avec un rendement de
52% (Figure 11-48).
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NaH,
Diglyme,
S _135°C.3h 4 \
/

cl V/ 60%

Nevnraplne 1

Application de la méthode en série substituée

13c|-|3 NaH, Hs"
Diglyme,
N N 135 °C, 3 h @\
CI N 52%

4-(3C)9 12-(13C)NeV|rap|ne
12-(13c)

Figure 11-48 : Formation de la Névirapine 1 et de son analogue substitué 12-(13C)Névirapine par substitution
nucléophile aromatique intramoléculaire

1.4, Synthése de la 12-(*3C)Névirapine : bilan

Une méthode de synthése de la Névirapine a partir d’acide acétique a été optimisée et
nous a donné la Névirapine avec un rendement global de 12%. La 12-(*3C)Névirapine a été
obtenue en reproduisant cette procédure & partir de lacide 2-(*3C)acétique, avec un
rendement global similaire de 11% et dans des quantités suffisantes pour la préparation des

métabolites toxiques de la Névirapine. Un schéma bilan est proposé dans la figure 11-49.
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Figure 11-49 : Schéma bilan de la synthése optimisée au laboratoire de la 12-(**C)Névirapine en 10 étapes a
partir de I'acide 2-(*3C)acétique
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IV. Préparation de la Névirapine 1 sans passage par le CAPIC 6

Le CAPIC 6 est un intermédiaire récurrent dans la littérature concernant la synthése de la
Névirapine 1. Néanmoins, certaines méthodes proposent de conserver les pyridines 2,6-
dichlorées jusqu’a la fin de la synthése et d’hydrogéner la 2-chloro-Névirapine 33 pour

obtenir la Névirapine 1 (Figure 11-50).%5:9142

(0] 6]
HN HN

2-chloro-Névirapine 33 Névirapine 1
Figure 11-50 : Préparation de la Névirapine par hydrogénation catalytique de la 2-chloro-Névirapine 33

Cela permet de supprimer les étapes de transformation de 13 en 14 et de 14 en 6. De
plus, la 2-chloro-Névirapine 33 pourrait étre utile a la synthése d'un autre métabolite de la
Névirapine, la 2-hydroxy-Névirapine.*”! Parallélement & I'optimisation de la synthése de la
Névirapine passant par le CAPIC 6, nous avons travaillé a la préparation et a I'hydrogénation

pallado-catalysée de la 2-chloro-Névirapine 33.

IV.1. Couplage de la pyridine 13 avec le chlorure d’acide 7

La synthese de la 2-chloro-Névirapine differe de la méthode exposée précédemment a
partir du couplage avec le chlorure de I'acide chloronicotinique 7. En effet, au lieu
d’hydrogéner la 3-amino-2,6-dichloro-4-méthylpyridine 13 avant de la chlorer
régiosélectivement en 6 par substitution électrophile aromatique, 13 a été directement

couplée avec le chlorure d’acide 7 pour donner 34 (Figure 1I-51).
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Figure 1I-51 : Préparation de 34, précurseur de la 2-chloro-Névirapine 33, comparée a la synthése de 8

La préparation de 34 nous a permis de mettre au point les conditions de la réaction de
couplage. Comme nous I'avons vu précédemment, plusieurs solvants sont proposés dans la
littérature. Un mélange composé de cyclohexane, de 1,4-dioxane et de pyridine®*3°1%% est
fréqguemment utilisé. Un brevet de 2007 propose €galement plusieurs mélanges de
solvants!**! (acétate d’éthyle et toluéne, toluéne uniquement). Les essais qui nous ont
menés a sélectionner I'acétonitrile sont résumeés dans le tableau II-4.

Entrée | Solvant pour 7  Solubilité de 7 Solvant pour 13 Base Temps de réaction 34
1 Toluéne Insoluble Toluéne Pyridine 30 min 45%%
Toluéne + i R - a
2 ) Faible Toluéne Pyridine 1h30 28%
1,4-dioxane
Toluéne + ) R o a
3 ) Faible Toluéne Pyridine 12 h 25%
1,4-dioxane
Toluéne + ) . o a
4 ) Faible Toluéne Pyridine 27 h 56%
1,4-dioxane
5 Acétonitrile Moyenne Acétonitrile NaHCOs3 3,5 jours 96%"°

&: Conversions de 30 en 35 calculé a partir des analyses RMN des bruts réactionnels
® - Rendements aprés purification

Tableau Il-4 : Essais de couplages de la molécule 13 avec le chlorure d’acide 7
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Dans un premier temps, nous avons utilisé du toluene pour la molécule 13 ainsi que pour
le chlorure d’acide 7 avant d’additionner la suspension de 7 a la solution de 13. En
respectant les concentrations publiées®™ nous n’avons pas réussi & solubiliser le chlorure
d’acide convenablement. Cela explique probablement le mauvais résultat obtenu dans ces
conditions (entrée 1). En ajoutant du 1,4-dioxane, la solubilité est meilleure (entrées 2-4)
mais nous ne sommes pas parvenus a obtenir une conversion supérieure a 56% (entrée 4).
A cela s’ajoute de nombreuses difficultés pour isoler le produit. L’utilisation d’acétonitrile pour
solubiliser chacun des réactifs a fortement amélioré les résultats de ce couplage puisqu’un
rendement de 96% a pu étre obtenu (entrée 5). De plus, la séparation de 34 du reste du
milieu réactionnel s’effectue trés simplement en ajoutant de I'eau en fin de réaction afin de
faire précipiter 34 tout en solubilisant les autres constituants du milieu (Figure 11-52). Ces
essais nous ont également servi a mettre en place les conditions de préparation de 8 et de

son analogue substitué au carbone 13 (Figure 11-44).

(0]
NaHCO
NH 3
ﬁ\I 2 C|)5|\/j MeCN, t.a., 3,5 jours /HI \'(Q\l
—
c” >Nt o N 96%

13 7 34

Figure 11-52 : Préparation de 34

IV.2. Préparation de la molécule 35 par substitution nucléophile aromatique

régiosélective

Apres avoir préparé le produit 34 avec un excellent rendement, nous avons essayé de
réaliser une substitution nucléophile aromatique régiosélective de la cyclopropylamine sur le
noyau pyridine B afin d’obtenir le produit 35 (Figure 11-53).

G- NS
P fm,@

34
Figure 11-53 : Substitution nucléophile aromatique régiosélective de la cyclopropylamine sur la molécule 34

Comme décrit précédemment, la molécule 8 donne 9 par substitution nucléophile
aromatique de la cyclopropylamine exclusivement sur le noyau B. Le produit 34 posséde
guant a lui une position chlorée supplémentaire sur le noyau A susceptible de réagir avec la
cyclopropylamine. La réactivité de 34 est explicitée dans la figure 1l1-54 par un raisonnement

similaire & celui expliquant la régiosélectivité lors de la préparation de 9 (Figure 11-45).
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Pour commencer, il est important d’analyser les groupements présents sur chacune des
pyridines de 34. Le noyau A présente deux groupements donneurs (inductif donneur pour le
méthyle et mésomere donneur pour I'amide attaché par I'azote), enrichissant le cycle en
électrons et défavorisant la réaction avec un nucléophile. La présence de deux atomes de
chlore inductifs attracteurs pourrait toutefois apporter une |égére compensation a cela. Le
noyau B est substitué par un groupement mésomeére attracteur (amide attaché par le
carbonyle) et un par un chlore inductif attracteur, appauvrissant le cycle et favorisant la
réaction avec un nucléophile. Comme précédemment, I'intermédiaire anionique généré par
la SNAr sur le noyau B est plus stable et nous nous attendons a former le produit 35.

Mésomeére  Mésomére

donneur attracteur
) Inductif
Jgil;(;tl:fr‘?{} H /B | attracteur
. N N
Inductif | X
A
attracteur\ ' o
Cl N Cl
34
Inductif
attracteur

Figure 11-54 : Régiosélectivité de la substitution nucléophile aromatique de cyclopropylamine sur 34 expliquée par

les effets électroniques des substituants

Cependant, en faisant réagir 34 avec 4 équivalents de cyclopropylamine dans le xylene a
110 °C dans un tube scellé comme cela a été décrit dans la littérature, nous avons constaté
qu’il était difficile de le consommer entierement. De plus, un produit inattendu 36 a été
obtenu. Une analyse par chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse a
confirmé que ce produit 36 était issu de deux substitutions nucléophiles aromatiques de la
cyclopropylamine sur 34. Nous avons identifié par RMN le produit 36 illustré dans la figure
II-55. En effet, comme nous I'avons mentionné précédemment, la présence de deux atomes
de chlore inductifs attracteurs sur le noyau A pourrait avoir pour effet d’activer cette pyridine

vis-a-vis d’'un nucléophile.
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a
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34 35 36
Figure 11-55 : Mélange obtenu par substitution nucléophile de la cyclopropylamine sur 34

Il n’a malheureusement pas été possible de séparer 34, 35 et 36. Le mode opératoire a
donc été modifié pour transformer le maximum de 34 en 35 en formant le minimum de
produit secondaire 36. Les conditions testées ainsi que les compositions des mélanges

obtenus calculées par RMN sont résumées dans le tableau II-5.

Composition
Temps de du mélange
Entrée 34 (éq.) CPA*(ég.) Solvant Matériel Température )
réaction (%)
34 35 36
1 1 4 Xyléne Tube scellé 110 °C 24 h 18 73 9
2 1 4 Xyléne Tube scellé 110 °C 36 h 14 74 12
3 1 4 Xyléne Tube scellé 120 °C 24 h 17 75 8
4 1 4 Xyléne  Ballon scellé 110 °C 24 h 19 74 7
30 min +
5 1 4 Xyléne Micro-ondes 100 °C 30mn+2 83 17 O
h
6 1 4 Xyléne Micro-ondes 110 °C 5h 50 50 O
7 1 4 Xyléne Micro-ondes 110 °C 10 h 8 78 14
8 1 4 Xyléne Micro-ondes 110 °C 10h+10h O 78 22

*CPA = cyclopropylamine
Tableau II-5 : Conditions opératoires testées pour optimiser la formation du produit 35

Dans tous les cas, nous avons utilisé 4 équivalents de cyclopropylamine comme cela a été
décrit dans la littérature. Les résultats obtenus a l'issue des réactions dans un tube scellé
sont similaires a 110 °C (entrées 1 et 2) ou 120 °C (entrée 3), méme en agitant 36 h (entrée
2) au lieu de 24 h (entrées 1 et 3). Il semble que l'allongement de la durée de réaction
contribue a la formation du produit secondaire 36 et que l'augmentation de température

favorise la formation du produit souhaité. Néanmoins, les compositions des mélanges dans
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les conditions décrites dans les entrées 1 a 3 restent trés similaires et il est difficile de
conclure quant a l'influence de la température et de la durée de réaction sur la formation du
produit secondaire 36. Afin de vérifier si les difficultés rencontrées pour consommer 34
n’étaient pas dues a un probleme d’agitation au fond du tube scellé, nous nous sommes
procurés un ballon scellé (entrée 4) et avons réalisé la réaction dans les mémes conditions
gue pour I’entrée 1, avec des résultats similaires. Les effets de I'activation micro-ondes ont
ensuite été mis a profit pour essayer de consommer totalement 34 (entrée 5 - 8). De courtes
sessions a 100 °C sont tres insuffisantes pour consommer 34 (entrée 5). Il semble que 5 h
de réaction a 110 °C soient nécessaires pour convertir la moitié du produit 34 en 35. Cette
durée est considérable pour une manipulation au micro-onde. Pour aller plus loin, nous
avons tenté de doubler ce temps de réaction. Le mélange ne contient plus que 8% de produit
de départ 34 mais la proportion de produit secondaire atteint 14% (entrée 7). Pour
consommer complétement 34, nous avons dd réaliser deux sessions successives de 10 h au
micro-onde (entrée 8). La proportion de produit souhaité 35 est identique a celle obtenue
avec une seule session mais le pourcentage de produit secondaire augmente
considérablement (22%). Finalement, il semble que I'utilisation de I'activation micro-ondes ne
présente aucun intérét pour la préparation de 35. Nous avons donc choisi d’utiliser un ballon
scellé dans les conditions de I'entrée 4 afin de pouvoir préparer de plus grandes quantités de

produit avec une agitation convenable (Figure [I-56).

[>—NH2

Xylenes
ﬁI N ballon scellé, X N ﬁi X N ﬁi X N
110 °C,24 h
Pz
Melange N Cl v/ N Cl v/

34 34 35 36
19% 74% 7%

Figure 11-56 : Conditions opératoires choisies pour la préparation de 35

Comme nous l'avons décrit précédemment, la méme réaction a partir de 8 ne présente
aucune difficulté et donne 9 guantitativement sans produit secondaire (Figure II-46). Il est
d’ailleurs possible d’agiter le milieu réactionnel pendant 4 jours et d’ajouter plus de
cyclopropylamine. Les difficultés rencontrées pour la préparation de 35 expliquent en partie
notre décision de passer par le 4-(**C)CAPIC pour la préparation de la Névirapine substituée

au carbone 13.

Méme si le passage par 34 n'a pas été sélectionné pour la préparation de la 12-
(**C)Névirapine, les essais ont été poursuivis afin de vérifier si cette voie de synthése

alternative pouvait mener a la Névirapine.
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IV.3. Fermeture du cycle diazépinone : formation de la 2-chloro-Neévirapine et
hydrogénation catalytique en Névirapine

Les molécules 34, 35 et 36 n’ont pas pu étre séparées par colonne chromatographique. Le
mélange a donc été engagé dans I'étape de fermeture du cycle diazépinone en milieu
fortement basique afin de former la 2-chloro-Névirapine 33. Le mode opératoire mis au point
précédemment pour former la Névirapine 1 a partir de la molécule 9 a été reproduit a
l'identique. Toutefois la réaction fonctionne beaucoup moins bien puisqu’'un rendement
décevant de 39% a été obtenu, alors qu'on peut atteindre 60% de rendement pour la
Névirapine (Figure 11-57). Ce mauvais rendement s’explique en partie par l'utlisation d’'un
mélange contenant 34, 35 et 36, rendant la purification de la 2-chloro-Névirapine plus
délicate. Ce résultat a conforté notre choix de passer par une voie de synthese différente

pour le passage en série substituée au carbone 13.

(0]
=z NaH, HN

H SN Diglyme, Vi AN

X 135°C, 3 h \ i

—_—
O _NH o =N~ N =
cl” N7 al v/ 39% a” N A N

35 2-chloro-Névirapine 33

Figure 11-57 : Préparation de la 2-chloro-Névirapine

Pour finir, la 2-chloro-Névirapine a été mise en réaction dans du diglyme avec du
palladium sur charbon actif sous atmosphére d’hydrogene (1,2 bar) pendant 18 h a 100 °C.
Ces conditions n’ont pas suffi a hydrogéner la totalit¢ de la 2-chloro-Névirapine en

Névirapine. La pression a été augmentée a 3,5 bar sans amélioration.

Nous avons modifié la procédure d’hydrogénation de la 2-chloro-Névirapine 33 en nous
inspirant d’'une méthode publiée en 2014* permettant de réaliser cette réaction au micro-
onde sans dihydrogéne gazeux mais en utilisant de I'hydrazine, qui se décompose en
présence des certains métaux de transition en diazote et dihydrogéne. Les auteurs de ces
travaux sont parvenus a hydrogéner efficacement une série d’halogénonitroarénes, et en
particulier deux dérivés de pyridine comme le montre la figure 11-58.
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Figure 11-58 : Hydrogénation pallado-catalysée de deux halonitropyridines en présence d’hydrazine comme

source de dihydrogéne[148]

Cette procédure a été appliquée avec succes a la 2-chloro-Névirapine 33 et a abouti a la

Névirapine 1 avec un rendement de 74% apreés purification (Figure 11-59).

Pd/C 10% m/m (cat),
NH2NH2H20 (10 éq),

MeOH,
HN micro-onde, HN
7 N 120 °C, 15 min 7\ N
A A
2-chloro-Névirapine 33 Névirapine 1

Figure 11-59 : Hydrogénation pallado-catalysée de la 2-chloro-Névirapine en présence d’hydrazine comme source
de dihydrogéne

Il est donc possible d’aboutir a la Névirapine 1 par une voie alternative au passage par le
CAPIC 6.

IV.4. Préparation de la Névirapine par une voie alternative au passage par le
CAPIC : bilan

La préparation du CAPIC 6 n’est donc pas indispensable a la formation de la Névirapine 1.
Cela permet d’économiser une étape de synthése et de préparer la Névirapine avec un
rendement global de 12% sur neuf étapes comme le montre la figure 11-60.
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Figure 11-60 : Préparation de la Névirapine sans passage par le CAPIC 6

Cette méthode alternative, bien que plus rapide, présente un rendement identique a celui
obtenu par la méthode qui passe par le CAPIC 6 car I'étape de substitution nucléophile de la
cyclopropylamine sur la molécule 34 fait chuter le rendement. En outre, elle n’est pas

totalement régiosélective et il est difficile de consommer complétement 34 sans former le
produit secondaire de double substitution 36.
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La procédure illustrée par la figure II-60 n’a donc pas été sélectionnée pour la préparation
de la 12-(**C)Névirapine. Elle reste néanmoins intéressante puisque la 2-chloro-Névirapine
33 pourrait étre un précurseur de la 2-OH-Névirapine, qui est un métabolite hépatique

important de la Névirapine.™”

V. Conclusion

Deux méthodes aboutissant au CAPIC ont été testées. La préparation d’un B-cétoacétal
17 condensé ensuite avec le cyanoacétamide n’a pas été concluante puisqu’elle a produit un
régioisomeére de la pyridine souhaitée. Le remplacement de 17 par un (B-cétoester 27 a
résolu ce probléme et a donné le CAPIC puis le 4-(**C)CAPIC en sept étapes avec un
rendement de 24%. A partir du CAPIC, le Névirapine a été préparée en trois étapes. Cette
voie de synthése, appliquée en série substituée, a abouti & la 12-(**C)Névirapine avec un
rendement de 11% sur 10 étapes et dans des quantités suffisantes pour la préparation de la
12-(**C)OH-Névirapine et de son dérivé sulfate. La préparation de ces métabolites est

détaillée dans le troisieme chapitre de ce manuscrit.

Une méthode alternative au passage par le CAPIC a également donné la Névirapine avec
un rendement global de 11% sur 9 étapes de synthese. Cette procédure passe par la 2-
chloro-Névirapine et pourrait permettre de préparer la 2-OH-Névirapine, molécule que nous
n‘avons pas choisi d’étudier dans ce travail de thése mais qui fait également parti des

métabolites importants issus de la Névirapine.
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Chapitre Il

Synthése de métabolites de la 12-(**C)Névirapine

De nombreux travaux montrent que la toxicité cutanée de la Névirapine ne serait pas due
a la molécule elle-méme, mais a I'un de ses métabolites, classant ainsi cette substance dans
la catégorie des pro-hapténes. En particulier, les études d’inhibition réalisées par Jack
Uetrecht et ses collaborateurs ont montré de facon indirecte que la 12-OH-Névirapine 37,
métabolite hépatique majeur, serait impliguée dans la toxidermie induite par la Névirapine
chez le rat (Figure llI-1).

HO—12
HN

/\ /\

12-OH-Névirapine 37

Figure llI-1 : Strucure de la 12-OH-Névirapine 37, métabolite hépatique primaire de la Névirapine

La 12-OH-Névirapine migrerait vers la peau et c’est son dérivé sulfate 38 (Figure IlI-2), qui
se formerait dans la peau des rats sous l'action d’'une sulfotransférase épidermique, qui
serait susceptible de modifier les protéines endogenes et ainsi déclencher les événements
immunitaires menant a la toxidermie.

HN
74 \ ] N
12-OH-Névirapine sulfate 38

Figure 11I-2 : Strucure du sulfate de la 12-OH-Névirapine 38, métabolite secondaire de la Névirapine
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Dans ce troisieme chapitre sont détaillées les syntheses de trois dérivés de la 12-
(**C)Névirapine (Figure 11I-3) indispensables pour I'étude de I'activation métabolique de la

Névirapine dans la peau.

o
O\ -0 Hs \ .0
o o
/o (o) /O 0
13C 13¢ 13
k HN Hz HN
=N g N= =N g N=
12-(1SC)OH-NVP 12-("3C)OH-NVP sulfate 12-(*3C)OMs-NVP
12-('3C)37 12-(3C)38 12-(1%C)39

Figure 11I-3 : Dérivés de la Névirapine synthétisés dans ce travail de thése

Pour commencer, nous avons préparé la 12-(**C)OH-Névirapine 12-(**C)37. En effet,
I'utilisation de cette molécule sur les modéles d’épidermes humains reconstruits pourrait
permettre d’étudier I'étape de sulfatation enzymatique. La synthése de la 12-(**C)OH-
Névirapine sulfate 12-(*3C)38 a ensuite été optimisée. Cette molécule est indispensable pour
déterminer si le sulfate est capable de modifier in situ les protéines épidermiques. Nous
avons également préparé la 12-(**C)mésyloxy-Névirapine 12-(*3C)39, trés proche du sulfate
mais possédant une réactivité chimique supérieure. L’application de cet excellent
électrophile sur les épidermes humains reconstruits permettra de s’assurer de la réactivité

des systemes nucléophiles présents dans les modeles.

Ce chapitre s’articule en trois parties. Les deux premiéres concernent la préparation de la
12-(*3C)OH-Névirapine 12-(**C)37. Deux méthodes de préparation ont été envisagées :
l'autre permettant d’introduire le groupement alcool sur un petit intermédiaire de synthése via
une pyridine N-oxyde, l'autre par hydroxylation de la Névirapine. Le potentiel des pyridines
N-oxydes pour l'introduction de la fonction alcool sur une picoline simple pouvant étre utilisée
comme précurseur de la Névirapine est d’abord exposé. Dans un second temps, nous
détaillons plusieurs techniques d’hydroxylation de la Névirapine en 12-OH-Névirapine. Les
essais ont été réalisés en série non substituée au carbone 13. Le mode opératoire le plus
efficace a été appliqué a la préparation de la 12-(**C)OH-Névirapine 12-(**C)37. La derniére
partie de ce chapitre explicite la préparation de la 12-(**C)OH-Névirapine 12-(**C)38 et de

son analogue mésyle 12-(**C)39.
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I. Préparation de la 12-OH-Névirapine par hydroxylation d’une

pyridine N-oxyde

Cette premiere partie est consacrée aux pyridines N-oxydes. Aprés avoir fait un bref
rappel sur l'intérét, la synthése et la réduction des pyridines N-oxydes, nous exposons les
tentatives d’hydroxylation d’'une picoline simple par cette méthode.

l.1. Généralités sur les pyridines N-oxydes en chimie hétérocyclique

Comme nous I'avons vu dans le chapitre précédent, les pyridines non substituées sont des
substrats moyens pour les réactions de substitutions nucléophiles aromatiques et de
mauvais candidats pour les substitutions électrophiles aromatiques. L'atome d’azote de la
pyridine est quant a lui un nucléophile raisonnable. En effet, son doublet libre n’est pas

délocalisé sur le cycle et la pyridine est une base faible avec un pKb de 8,8.

Afin d’augmenter la réactivité¢ d'une pyridine vis-a-vis des nucléophiles et des
électrophiles, il est souvent possible de l'activer en la transformant en pyridine N-oxyde,
stabilisée par la délocalisation des électrons de l'oxygéne sur le cycle aromatique. Les
orbitales HOMO d’une pyridine N-oxyde sont donc plus énergétiques que celles de la
pyridine correspondante. Quelgues formes mésomeres limites montrant la réactivité des
positions 2 et 4 vis-a-vis des nucléophiles et des électrophiles sont illustrées dans la figure
-4.

— - r e b r —
| N ] = | Electrophile Nucléophile
o|™ ™ ~~lo ~—>-6fc. dur \ _encombré
N N N J
&N @n @n %
/ 0 L O L 0 ] y _y Electrophile
Do )
~ P
®'T‘ \ B T [ @ 7 r 7 ®'}‘ » “™Ejectrophile mou
(0] X = o
o | o< e @@ ~—>etc. ©  Nucléophile
N N N
O O (0]
L © L © J L © J

Figure llI-4 : Formes mésomeres limites de la pyridine N-oxyde et sites réactifs vis-a-vis des nucléophiles et des
électrophiles

Décrites pour la premiére fois en 1926 par Meisenheimer,**! les pyridines N-oxydes sont

toujours trés utilisées comme activatrices pour préparer des pyridines parfois hautement

substituées. 150151
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Les pyridines N-oxydes peuvent également servir d’'oxydants. Chen et ses collaborateurs
ont par exemple utilisé la pyridine N-oxyde pour transformer des halogénures benzyliques et
allyliques en aldéhydes et en cétones (figure I11-5).*%2

Base

= H 2 ®
/~ Agy0 | —_— )Q r‘N |—> /g | HBase

R" Yo Nx
\\\\~—//JQJ
©

Pyridine N-oxide
(PNO)
Exemples

PNO, Ag»0, PNO, Ag,0,
MeCN, MeCN,
Br 25°C.12h 25°C,12h 0
82% 85%

Figure llI-5 : Exemple d'utilisation de la pyridine N-oxide comme agent d’oxydation des halogénures benzyliques

et allyliques™®?

Les pyridines N-oxydes sont également de bons ligands en chimie organométallique.™*

155]

Enfin, les pyridines N-oxydes et leurs dérivés sont présents dans les structures de certains
produits & activité biologique.**® Le groupement N-oxide du minoxidil, molécule appliquée
localement contre la chute de cheveux dont nous avions discuté dans le chapitre |, permet
par exemple la sulfatation de cette prodrogue en son composé actif.*® Sa structure ainsi que
celles de deux molécules actives plus récentes, a activités anti-inflammatoire et
antibactérienne, sont présentées dans la figure 111-6.1257%8

@ O\\S//
0 ©/ 70
NO__NH HaNo_N® _NH B
2 2 2
A
\\r | \r @N/ S/S\
N > N 6
(a) o ()
Minoxidil (b) Antibactérien naturel issu
Traitement local Sulfate de minoxidil Anti-inflammatoire de I'ail ornemental
de la chute de cheveux Forme active Inhibiteur de MAP kinase Allium stipitatum

Figure I1I-6 : Exemples d’hétérocyles N-oxydés & activités biologiques : le minoxidil®*® (a), un anti-inflammatoire

expérimental™” (b), et un antibactérien naturel extrait de I'ail ornemental™® (c)
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l.2. Synthése et réduction des pyridines N-oxydes : revue de la littérature

En plus de leur réactivité particuliere qui les rend trés utiles en chimie organique et
organométallique, les pyridines N-oxydes ont 'avantage d’étre simples & synthétiser.**"
Certaines sont dailleurs disponibles dans le commerce a des tarifs raisonnables.
Classiqguement, une pyridine N-oxyde est générée par oxydation de la pyridine
correspondante. Les peracides comme l'acide métachloroperbenzoique™® (m-CPBA) et
l'acide peracétique!*®®*®" sont trés utilisés. Le diméthyldioxirane (DMDO) donne également
de bons résultats.*®? Le peroxyde d’hydrogéne (H.O,) est efficace mais il est susceptible
d’oxyder les substituants d’'une pyridine déja fonctionnalisée.*®® L’oxydation d’une pyridine
en pyridine N-oxyde par H,O, est généralement catalysée par un complexe métallique*®*°¢!
ou organométallique.™** Sharpless et ses collaborateurs ont par exemple montré en 1998
que le peroxyde d’hydrogéne associé au méthyltrioxorhénium MeReO; donnait des
rendements compris entre 80% et 99%, méme sur des pyridines substituées.’" Ces
oxydants constituent une liste non exhaustive des réactifs capables de transformer une

pyridine en pyridine N-oxyde et sont illustrés par la figure IlI-7.
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® Oxydants organiques classiques

O
cl O/OH )O]\ P O H
~OH K H™ o
O N
Acide métachloroperbenzoique . - Diméthyldioxirane Peroxyde d'hydrogene
(m-CPBA) Acide peracétique (DMDO) (H,0,)
® Oxydation par le peroxyde d'hydrogéne catalysée * Oxydation par le peroxyde d'hydrogéne catalysée
par un complexe métallique par un complexe organométallique
H/O\O/H + M] H/O\O/H + [organoM]
Peroxyde d'hydrogéne + Complexe Peroxyde d'hydrogene + Complexe
(H203) métallique (H,0,) organométallique
Exemples : Exemples :

K11 [La(PW1 1 039)2]. 1 5H20

. 00 O-~N
[PO4{WO(Oz)2}s° =l

o O
Osi.o.n 0. 20
W WS
I 170 170
0O 0 &0

/
—T—Ti—Ti—

I
0=Re=0
CHs

Figure 1lI-7 : Exemples d’oxydants pour la préparation d’'une pyridine N-oxyde & partir de la pyridine

correspondante!**%-*68:1701

Certaines pyridines N-oxydes peuvent étre synthétisées de novo sans passer par la
pyridine correspondante. Ces méthodes sont souvent basées sur des réactions de
réarrangements ou de cycloadditions précédées parfois de réactions de condensations inter-
ou intramoléculaires.”™*"? Une synthése trés efficace de pyridine N-oxyde & partir d’'un sel

de pyrylium a par exemple été publiée par Pederson et al. en 1970 (Figure [11-8)."!
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Ph C|@ Ph

Ph Ph ® NaOAc, AcOH, Ph Ph
| N HO-NH;  reflux, 5 min | X
@_ @_

Ph”” Y0~ Ph 97% Ph” >N~ Ph
1o
Sel de pyrylium O

Figure 11I-8 : Exemple de synthése de novo d’une pyridine N-oxyde & partir d’'un sel de pyrylium®*"?

Aprés avoir substitué une pyridine N-oxyde, il suffit de réaliser une étape de réduction pour
obtenir la pyridine fonctionnalisée correspondante. Les réductions catalysées par le

174-17
m! 6

palladiu ! ou le zinc™"*"® sont les méthodes les plus connues. D’autres métaux

1821 ont montré leur

comme le fer,’”? le titane,*”>¥) aluminium,™® ou le molybdénel
efficacité. Enfin, on peut mentionner les réactifs & base de phosphore trivalent (PPhs,!"®
PCl3," POCI,, '8 etc.) qui donnent de bons rendements. A nouveau, il convient de préciser
gue ces réducteurs constituent une liste non exhaustive des méthodes de transformation
d’'une pyridine N-oxyde en pydirine et que le choix du réactif dépend des autres substituants

présents sur le cycle aromatique (Figure 111-9).

X X X X
R! J— R J —— R /R2—>R1 /RZ

N ® l}l ® l}l N
o) o)
) Q
*® Réductions pallado-catalysées * Autres métaux ¢ Réactifs a base de phosphore
Pd/C, H, Ti(/-PrO)4, PHMS PPhs
0 PCI
Pd/C, 0® Zn, NH,CI 30% aq. 3
H” SO NH
4 All, POCI,
etc.
Pd/C, PHMS PHMS = Fe, AcOH
CHs | CH3 |CHs MoO,Cl,(DMF),, PPh
PA(PPhs)s, PHMS & Hyc~d.~O1d,~O4d;-CH, 2C12(DMF);, PPhy
/ | \ etc
H3C H CH3 .

n
etc.

Figure 111-9 : Exemples de réducteurs pour la préparation d’une pyridine a partir de la pyridine N-oxyde

correspondante!*”#*84

I.3. Réaction de substitutions nucléophiles aromatiques sur les pyridines N-

oxydes

Les pyridines N-oxydes peuvent étre engagées dans de nombreuses réactions chimiques

pour préparer des pyridines fonctionnalisées. On peut mentionner les substitutions

[185]

nucléophiles et électrophiles aromatiques, les réactions radicalaires, les
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cycloadditions, ¥l |es couplages métallo-catalysés,*’®'818% etc. Dans cette partie du

chapitre, nous nous attarderons sur les substitutions nucléophiles aromatiques.

Les substitutions nucléophiles aromatiques sont beaucoup plus efficaces sur une pyridine
N-oxyde qu’'a partir de la pyridine correspondante. Ces réactions sont généralement
favorisées par I'utilisation préalable d’'un électrophile réagissant avec I'atome d’oxygéne de la
N-oxyde. Quelques exemples de SNAr sont proposés dans la figure 1lI-10. L’introduction
d’'un nitrile peut par exemple se faire par substitution nucléophile aromatique de
triméthylsilanecarbonitrile (TMSCN) sur une pyridine N-oxyde (Figure lll-10a). Comme I'a
montré Fife en 1983,M°% cette réaction est plus efficace aprés avoir formé un carbamate par
addition élimination de la N-oxyde sur le chlorure de diméthylcarbamoyle (Me,NCOCI). Plus
récemment, Yin et al. ont développé une technigque permettant de transformer une variété de
pyridines N-oxydes en 2-aminopyridines (Figure 111-10b). Par analogie avec le travail de
Fife,"* un traitement préalable avec de I'anhydride paratoluénesulfonique (Ts,0) donne un
ester sulfonique, encore plus réactif que la N-oxide de départ vis-a-vis de I'amine
nucléophile. Enfin, Yamanaka et al. ont analysé la régioselectivité de la chloration d’'une
variété de pyridines 3-substituées (Figure 111-10c)."*Y Généralement, le retour & la pyridine
non oxydée se fait in situ.

X X X X
R! J— R J—R! /R2—>R1 /RZ

N ON SN N

Substitutions nucléophiles aromatiques

POCI3
FEary QL

2% N
Me,NCOCl, o ¢ el ) N
Me3SiCN, o ﬁ Melange;é(—;%(;someres
CH20|2, t.a., Cl O .
S [T -
N Pz
940/ N a N -
° N @6 (a) @CI)
i ©
(0]
® > A
— [ ®_ —»l _
tBUNHzV '}l 92% N NHtBu
Ts,0, PhCF
52_1200 3 OTS@ lDéprotection (TFA)
15min 150
"]
X
N NH,

Figure 111-10 : Exemples de réactions de subtitutions nucléophiles aromatiques sur la pyridine N-oxyde

permettant d'introduire un substituant nitrile™™ (a), une amine™*? (b) ou un halogene™™ (c)
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l.4. La réaction de Boekelheide : généralités

Décrite par Virgil Boekelheide en 1954,%% |a réaction de Boekelheide est une méthode de
préparation des hydroxyméthylpyridines a partir des picolines correspondantes, via leurs
dérivés N-oxydes. Généralement, les substitutions nucléophiles aromatiques sur les
pyridines N-oxydes sont favorisées, particulierement en positions 2 et 4. Dans la réaction de
Bockelheide, ce sont les méthyles des picolines N-oxydes qui sont rendus plus réactifs vis-a-
vis des nucléophiles, notamment s'’ils sont situés en positions 2 et 4. L’activation de la
picoline se fait donc a plus grande distance. Son mécanisme (Figure IlI-11) débute par une
addition élimination de I'oxygéne de la N-oxyde sur un anydride acétique. Un proton du
méthyle, rendu relativement acide, est ensuite facilement arraché par I'anion acétate. La
molécule posséde alors la structure idéale pour un réarrangement sigmatropique [3,3],
permettant de rétablir I'aromaticité. L’hydrolyse de I'acétoxyméthylpyridine issue de ce

réarrangement donne une hydroxyméthylpyridine.

X X o X X A
| | H | 2 | Hydrolyse |
ol — U ®|6 — — o) Al P OH
R E RS N
H
elol o\n/ 10’%{) 0 2-hydroxyméthylpyridine
(0] 30

0
\({FO\H/ Réarrangement
COD (0]

sigmatropique [3,3]
Figure 1lI-11 : Mécanisme de la réaction de Boekelheide

Généralement, la réaction de Boekelheide est mise en ceuvre en chauffant la picoline N-
oxyde en présence d’'un large excés d’anhydride acétique. Malheureusement, il a été montré
dés 1968 que cette méthode pouvait donner un mélange d’isoméres dont les structures sont
illustrées par la figure 111-12.194

(0] (0]
X X X X
Q Ac,0, reflux Ej\/ + \ﬂ/ U . EI\H/
7 bz O (@) 7 7 (@)
o N N Y,

©

Maijoritaire Minoritaires

Figure I1I-12 : Mélange d'isoméres généralement obtenus par la réaction de Boekelheide!***!

En 1995, Fontenas et al.***! ont surmonté ce probléme en remplagant 'anhydride acétique
par de I'anhydride trifluoroacétique et ont ainsi obtenu la 2-hydroxyméthylpyridine a partir de
la 2-picoline-N-oxyde avec un rendement de 95%.



Chapitre lll 103

I.5. La réaction de Boekelheide pour la préparation de la 12-OH-Névirapine

La réaction de Boekelheide est une méthode tres intéressante de préparation des
hydroxyméthylpyridine. En 1995, Grozinger et ses collaborateurs ont donc eu lidée de
préparer la Névirapine N;-oxyde 40 puis de 'engager dans une réaction de Boekelheide pour
obtenir la 12-acétoxyméthyl-Névirapine 41, qui donne la 12-OH-Névirapine 37 apres
hydrolyse (Figure 111-13).1°!

O
Réaction de HN
4 N Oxydat|on 74 N Boekelhelde 7 \ ] N
\ \ /
5 g ]

8 \\(
Névirapine 1 Névirapine Ns-oxyde
40

(0]

HO O 0)
HN ~ HN
7 \ | Ny Hydrolyse ° 7 \ | N
B
12-OH-Névirapine 12-Acétoxyméthyl-Névirapine
37 LY

Figure I1I-13 : Méthode envisagée par Grozinger et al. pour la préparation de la 12-OH-Névirapine®

La Névirapine a été traitée par du peroxyde d’hydrogéne en présence d’acide acétique.
Apres 18 heures a 95 °C, les auteurs ont obtenu un mélange complexe de plusieurs produits
d’oxydation sans parvenir & consommer toute la Névirapine de départ. Apres purification par
chromatographie sur gel de silice, quatre produits ont pu étre séparés (Figure IlI-14) : la
Névirapine de départ, la 8-OH-Névirapine Ni,Njo-dioxyde, la Névirapine Nijo-oxyde et la
Névirapine Nj-oxyde 40. La Névirapine N;-oxyde 40 nécessaire a la mise en ceuvre de la
réaction de Boekelheide a été obtenue avec un rendement de 17%.
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Névirapine 1

H,0, 30%,
AcOH, 95°C, 18 h

8-OH-Névirapine
N11N1O-dioxyde
9%

Névirapine Névirapine N;,-oxyde Névirapine N-oxyde 40

0,9% 17%

Figure 1lI-14 : Mélange d’oxydation obtenu par Grozinger et al. lors de la préparation de la Névirapine N;-

oxyde[%]

Décus par la difficulté de séparation des produits et le faible rendement, Grozinger et al.
ont tout de méme poursuivi les travaux en traitant la Névirapine N;-oxyde par de I'anhydride
acétique a 90 °C pendant 6 heures. L’ester obtenu a été saponifié et le pH a été ajusté pour
donner la 12-OH-Névirapine avec un rendement de 60% (Figure IlI-15).

HN Ac,0, AcOH HN
7 N 90°C,6h 7\ N
SN NN SN g N
5 A ~
Névirapine N;-oxyde L 0 _

40

HO O

- o
HN \\( HN
1) Na, MeOH, 3 h
7\ ) 2)AcoH o %\\ﬁ\%
=N NN 60% =N g N=

A

12-OH-I\;G7>V|rap|ne 12-acétoxymethyl-Névirapine

41

Figure 11I-15 : Préparation de la 12-OH-Névirapine par réaction de Boekelheide a partir de la Névirapine Ni-oxyde
401
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Le rendement global de cette synthése de la 12-OH-Névirapine a partir de la Névirapine
est de 10%. Les auteurs ont d’ailleurs décidé de changer de méthode pour la préparation de
la 12-OH-Névirapine a plus grande échelle.

La synthése de la 12-(**C)Névirapine ayant nécessité dix étapes de synthése et I'achat de
plusieurs grammes de précurseur substitué, nous avons tenté d’améliorer cette méthode de
préparation de la 12-OH-Névirapine.

|.6. Tentative d’hydroxylation d’un précurseur de la Névirapine

Au vu du faible rendement obtenu par Grozinger et al. pour la préparation de la Névirapine
N;-oxyde, nous avons eu l'idée de réaliser la réaction de Boekelheide plus t6t dans la
synthese. Notre objectif était de préparer une hydroxyméthylpyridine plus simple, de la
protéger, et de poursuivre par une synthese similaire a celle que nous avons développée
pour la Névirapine (Figure 11I-16). Nous avons choisi de partir de la 3-cyano-4-
méthylpyridine 42 car sa transformation en pyridine N-oxyde 43 a déja été décrite™® et que
le substituant nitrile ne pose pas de probleme avec les conditions de la réaction de
Boekelheide.

HO PO
1) Réaction de
CN CN Boekelheide CN CN
A Oxydation | N 2) Hydrolyse N Protection | A
—_— —_— —_—
— ~ ~ —
N ON N N
42 o0 1) Hydrolyse du nitrile
43 2) Réarrangement de
Hofmann
O
PO PO
o [ S S "
N N Z NH, Halogénation NH,
| N Cl N | A régioselective
— o ¢l Pz -~ —
N Cl N Cl N
1) HN—<]
2) Cyclisation (NaH)
PO o) HO 0
HN HN
7 \ | N Déprotection 7 \ i N

N N

A

12-OH-Névirapine
37

e

Figure 11I-16 : Voie de synthése envisagée pour la préparation de la 12-OH-Névirapine par la méthode de la
pyridine N-oxyde
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La 3-cyano-4-méthylpyridine 42 a été préparée sans difficulté par hydrogénation de la
molécule dichlorée 29 dont la synthése a été décrite dans le chapitre précédent et résumée
dans la figure 1I-34. La réaction de 29 avec le dihydrogéne en présence de dichlorure de
palladium (PdCl,) donne la 3-cyano-4-méthylpyridine 42 ainsi qu'une petite quantité de
pyridine réduite en énamine 44 dont la présence ne pose pas de probléme puisque I'étape

de synthése suivante est une oxydation (Figure [11-17).%%7)

H, (1,2 atm)

PdClI, (cat), NaOAc,
MeOH ta., 18 h
77%

29 42 44

Figure 11I-17 : Préparation de la 3-cyano-4-méthylpyridine 42 par hydrogénation catalytique de la molécule
dichlorée 29M°")

Le mélange des molécules 42 et 44 a ensuite été oxydé en pyridine N-oxyde 43 par du
peroxyde d’hydrogéne en milieu acide selon la méthode décrite en 1994 par Reimann et
Benend.™® La pyridine N-oxyde 43 a été obtenue avec un rendement de 70% (Figure IlI-
18).

CN CN H202 30%), ACOH, CN
N 80°C,3h |
Pz * Pz
N N 70% ®N
H )
42 44 )
43

Figure 111-18 : Préparation de la pyridine N-oxyde 43

La réaction de Boekelheide a été réalisée sur la molécule 43 dans les conditions décrites

par Reimann et Benend (Figure 111-19).%!

HO
CN Acy0, DMAP (cat), K,CO3, CN
140 °C, 5 min MeOH ta.,12h ~
Pz
N
46 ?
G) Melange Mélange
43 réactionnel brut réactionnel brut

Figure 111-19 : Tentative d’hydroxylation de la pyridine N-oxyde 43 par une réaction de Boekelheide

Malheureusement, le traitement par I'anhydride acétique a 140 °C pendant 5 minutes a
donné un mélange complexe contenant I'acétoxyméthylpyridine souhaitée 45 ainsi que

plusieurs molécules non caractérisées difficiles a éliminer. L'utilisation de I'anhydride
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trifluoroacétique au lieu de 'anhydride acétique comme l'ont suggéré Fontenas et al.'*! en
1995 n’a pas apporté d’améloration significative mais l'ajout d’'une quantité cataytige de
DMAP nous a permis d’améliorer la proportion de 45 dans le mélange. La saponification de
ce mélange par le carbonate de potassium dans du méthanol a donné un brut réactionnel qui
semble contenir 'hydroxyméthylpyridine 46 souhaitée mais que nous n’avons pas réussi a
purifier. Nous n’avons donc pas poursuivi la voie de synthése illustrée dans la figure 1lI-16.

L’hydroxylation du groupement méthyle a été réalisée directement a partir de la Névirapine.

Il. Préparation de la 12-(**C)OH-Névirapine a partir de la 12-

(**C)Névirapine

En plus des travaux de Grozinger et al. sur la synthése et I'’hydroxylation des Névirapines
N-oxydes,™ il existe dans la littérature quatre méthodes de préparation de la 12-OH-
Névirapine 37. Dans cette section du chapitre, nous évoquons d’abord les deux synthéses
les plus récentes qui ne permettent malheureusement pas de passer en série substituée au
carbone 13.M7 Dans un second temps, les deux autres procédés passant par I'oxydation
d’un dianion issu de la Névirapine!®'% sont exposés plus en détail. Nous expliquons ensuite
la méthode mise au point au laboratoire pour I'obtention de la 12-(**C)OH-Névirapine. Pour

finir, nous évoquons l'interét des oxaziridines de Davis pour I'hnydroxylation de la Névirapine.
[I.1. Méthodes récentes de préparation de la 12-OH-Névirapine

En 2000, Grozinger et ses collaborateurs ont publié les synthéses des cinq métabolites
hépatiques majeurs de la Névirapine évoqués dans le premier chapitre de ce manuscrit : les
2-OH-, 3-OH-, et 8-OH-Névirapine, et la 12-OH-Névirapine ainsi que son dérivé oxydé 4-
carboxy-Névirapine.**"! Nous nous attarderons sur les deux voies de synthése de la 12-OH-

Névirapine.

Les deux méthodes ne passent pas par la Névirapine mais elles nécessitent la préparation
de la 12-méthylthio-Névirapine 47 en cing étapes a partir de la 3-amino-2-chloropyridine 48,
illustrée par la figure 111-20. La pyridine 48 est d’abord transformée en sulfilimine 49 en
présence de diméthylsulfide et de N-chlorosuccinimide (NCS). La sulfilimine 49 est ensuite
convertie en 3-amino-2-chloro-4-méthylthiométhylpyridine 50 dans le toluéne en présence de
2-tert-butyl-4-méthylphénol (BHT). Le couplage de 50 avec le chlorure de [Iacide
chloronicotinique 7 donne la molécule 51. Aprés addition de cyclopropylamine pour donner la
molécule 52, la 12-méthylthio-Névirapine 47 est obtenue par cyclisation intramoléculaire en
milieu basique. C’est a partir de 47 que les auteurs proposent deux méthodes différentes de

préparation de la 12-OH-Névirapine 37.



Chapitre lll 108

La premiere nécessite quatre étapes supplémentaires et donne un rendement global de
0,38% sur neuf étapes de synthése. La seconde méthode n’en demande que trois et donne
un rendement global similaire (0,37% sur les huit étapes de synthése). Nous nous
intéressons ici a la préparation de la 12-méthylthio-Névirapine 47 en cinq étapes a partir de
la 3-amino-2-chloropyridine 48.

NCS
HsC”™ “CHj HsC™~ “CH,
NH CH,Cl,, N._ _CH BHT, toluene, NH
| N 2 0-5°C,1h | A \SIJ/ $ 90-95°C, 2 h | X 2
—_— —_—
N~ cl 1% N el TR 56% NT el
48 49 50
o)
Cl N
~
49%| CI” N
7
Na,COg3,
Toluéne,
90-100°C, 2 h
S 0 / - >—NH, s
He' S2pN CH2 7 HsC™ CH a
NaH, pyridine, N Xvlenes, 105 °C, H N
7 \ / N 75 85°C,1h X 3 jours | X N
-
~ N — 40/ NH 0 7 (0] Cl
N A N o . 84% N i
47 52 51
2 méthodes

4 étapes (rendement global 0,38%)
ou
3 étapes (rendement global 0,37%)

"O~cH, HN ?
37

Figure 111-20 : Méthode récente de préparation de la 12-OH-Névirapine 37 passant par un analogue soufré 474"

Malheureusement, le passage par la molécule 47 n’est pas compatible avec notre objectif
de substitution au carbone 13. Nous aurions besoin de (2,2-*C)dimétylsulfide pour introduire
l'isotope pendant la formation de la sulfilimine 49. En effet, en raison de la symétrie du
diméthylsulfide, nous aurions besoin de l'utiliser en version disubstituée. Le carbone 13
serait ensuite transféré sur la position souhaitée lors de la transformation de 49 en 50
(Figure 111-21).
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NCS
S\
H3'°C”" "3,
NH2 CH20|2, 'I?)CH3 N 1/3CH3
AN _Eo AN \S X <s
& 0-5°C.1h_ T ey, ¢ | 1eH,
NT el N NT cl
48 (3c)a9
BHT, toluéne,
90-95°C,2h
13CIH3 13CI;H3
H13C H13C
2 2 13CH2 13CH2
(130)50

12-(1SC)OH-NeV|rap|ne
12-(13C)47

Figure I11-21 : Accés a la 12-(**C)OH-Névirapine par la méthode publiée en 2000 par Grozinger et al.**"!

Or, il est difficile de se procurer le produit disubstitué (2,2-*C)dimétylsulfide qui est
d’ailleurs honéreux. Nous n’avons donc pas utilisé cette méthode pour préparer la 12-OH-

Névirapine.

[I.2. Préparation de la 12-OH-Névirapine par hydroxylation d’un dianion de la

Névirapine : travaux publiés dans la littérature

Dans la littérature, trois méthodes de préparation de la 12-OH-Névirapine 37 passent par
I'hydroxylation d’un dianion issu de la Névirapine et sont compatibles avec la substitution au
carbone 13. Ce procédé nous a particulierement intéressés car la synthése de la 12-

(**C)Névirapine avait déja été réalisée au laboratoire.

La méthode historique a été publiée par Patel et Proudfoot en 1992, quatre ans avant
la commercialisation de la Névirapine (Figure IlI-22). Dans un premier temps, les auteurs ont
eu l'idée de préparer le 5,12-dianion 53 de la Névirapine en utilisant du diisopropylamidure
de lithium (LDA) avant de fonctionnaliser la position 12 par un groupement
diméthylphénylsilyle (DMPS). Le produit silylé 54 souhaité a été obtenu avec un rendement
de maximal de 37%. Les auteurs n'ont pas pu convertir la Névirapine complétement et ont
observé la formation d’'un isomére silylé 55. L’obtention de ce mélange est expliquée par une
compétition entre deux positions de déprotonation de la Névirapine par le LDA : la position 7,
menant a un dianion 56, et la position 12, aboutissant au dianion 53. Aprés avoir purifié le

produit 12-silylé 54, la désilylation oxydante par les acides tétrafluoroborique et peracétique
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aurait alors donné la 12-OH-Névirapine 37. Malheureusement, cette réaction n'a pas

fonctionné a cause du phénoméne de protiodésilylation qui redonne la Névirapine de départ.

_ o o —
12 S o
HN LDA ';l ,\é R
7 Nt asc | () R B
—_—
Névirapine B 53 56
DMPSCI, DMPSCI,
THF, -35 °C THF, -35 °C
® Q\Si/fs O\Sl.
He 2/ HN !
b 74 \ I N
F - _
55
3 5%
G"\/
Nl %
Mécanisme a Q -, Mécanisme b
QV
£ 5%
F
_ — \

0 0 HO 0
HN / HN AcOOH 32%, HN
W SW e ran QSR

- - 12-OH-Névirapine
37

Figure 11I-22 : Tentatives de synthése de la 12-OH-Névirapine 37 par silylation de la Névirapine puis désilylation

oxydante réalisées par Patel et Proudfoot!**®

Ces travaux, bien qu’infructueux pour la synthése de la 12-OH-Névirapine, ont permis aux
auteurs de travailler sur la compétition entre les positions de déprotonation de la Névirapine.
L'anion 56 serait favorisé cinétiquement et I'anion souhaité 53 serait le produit
thermodynamique. Ces observations ont été trés importantes dans la suite de leurs travaux
car elles leur ont permis de choisir la base appropriée (le LDA) et d’optimiser la formation du
5,12-dianion 53 afin de fonctionnaliser la position 12.

Finalement, Patel et Proudfoot*® ont réussi a préparer la 12-OH-Névirapine avec un
rendement de 55% en traitant 53 par le peroxyde de molybdéne-pyridine-
hexaméthylphosphoramide 57 (MoOs.pyridine.HMPA, abrégé MoOPH) (Figure 111-23). Nous

parlerons plus en détail du MOOPH dans la prochaine section de ce chapitre.
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O
HaCy o
5
48

Névirapine

—

N

B 7] )
e 9 e 9
pa1sM |G toa1sM |25 |
(1,17 éq.), 5 (3,52 éq.), 5
THF, 0°C 7 I N thR 40 | ¢V I
—_— —_— ~ —
=N g N= N g N
- - - 53 -
1) MoOPH 57,
.| -40°Ca-30°C,
5% 1his
2) AcOH
X
| B HO~ch,
MoOPH= '\}0\20 7 X
_N_,0 0-0 =NT N ONT
—N N7 A
\ 12-OH-Névirapine
57 37

Figure 111-23 : Préparation de la 12-OH-Névirapine 37 par I'utilisation du MoOPH sur le dianion 53 formé a partir

de la Névirapine

[198]

Peu apres Patel et Proudfoot et I'utilisation du MoOPH, Grozinger et ses collaborateurs ont

publié leurs études sur les Névirapines N-oxydes évoquées précédemment dans ce

masnuscrit de thése.®™ Décus par les faibles rendements (10% de rendement pour la 12-

OH-Névirapine 37 a partir de la Névirapine via sa N;-oxyde 40), ils ont alors repris les

travaux de Patel et Proudfoot en remplagant le MoOPH, jugé trop instable, par de I'oxygene

moléculaire. La 12-OH-Névirapine 37 a ainsi été obtenue avec un rendement de 30% apres

déprotonation par le LDA et traitement par de 'oxygéne gazeux (Figure IlI-24).

(0]
HsC,, HN
Y.
A g

Névirapine

—

N

LDA 2 M (1 éq.),
THF,

] N -40°C a-30°C
—_—

H3C,,

N

N
Y.
< N

©

A

O

] N

N

_ - o _
. . |HC,, © 2
LDA 2 M (5 éq.), 12 N
THF, 5
t. <-40°C @ / N
- 53
1) Oy,
-40 °C a -20 °C,
v)
30% puista., 12 h
2)HCI2 M
HO\CHZ
HN
7 N
a9

A

12-OH-Névirapine
37

Figure 11I-24 : Préparation de la 12-OH-Névirapine 37 par |'utilisation d’'oxygene moléculaire sur le dianion 53

formé a partir de la Névirapin

el®l
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Dans la littérature, les trois méthodes de préparation de la 12-OH-Névirapine compatibles
avec l'introduction de la substitution au carbone 13 sont donc les suivantes :

-Celles de Grozinger'® : la premiére passant par la Névirapine N;-oxyde 40, avec un
rendement de seulement 10% a partir de la Névirapine, et la seconde par oxydation du
dianion 53 de la Névirapine par I'oxygéne moléculaire, pour laquelle il a obtenu un
rendement de 30%.

-Celle de Proudfoot et Patel,**® qui proposent également d’oxyder 53 mais en utilisant un
complexe a base de molybdéne, le MoOPH 57. Le rendement publié est de 55%.

Ces méthodes sont résumées dans la figure 11I-25.

1) Ac0, AcOH, ™
H,0, 30%, 0 90 °C, 6 h HO O
HN AcOH, HN 2) Na, MeOH, 3 h HN
7 \ I N 95°C, 18 h 7 \ ] N, 3)AcOH 7 \ I N
=N~ N° & 17% 5N N™ = 60% =N~ N° W&
\
A 5 A A
©
Névirapine Névirapine N;-oxyde 12-OH-Névirapine
40 37
. (a)
LDA2M (1éq.), — 4 1o,
0 THF, -40°Ca-30°C| o o 0 40°C3-20°c, HO
HN e N puis t.a., 12 h HN
LDA 2 M (5 éq.), a.,
7N\ Y <o | ¢ N J )| _2Hczm SWh
=N g N= =N g N 30% =N g N=
Névirapine - 5,12 dianion N 12-OH-Névirapine
53 37
LDA 1,5 M (1,17 éq.), _ _ N
THF, 0 °C 0 o 0 1) MoOPH 57, HO o
HN puis N -40 °C a-30 °C, HN
LDA 1,5 M (3,52 éq.), 1h15
7 N " THE -0 °C 7 I N | _2)Acon 7 I
\N g N/ \N g N/ 55% \N g N/ > (b)
Névirapine - 5,12 dianion N 12-OH-Névirapine
53 37

%

Figure 111-25 : Résumé des méthodes de préparation de la 12-OH-Névirapine compatibles avec la substitution au

carbone 13 publiées par Grozinger et al.® (a) et Patel et al.l19%8! (b)

Comme expliqué précédemment, le passage par la Névirapine N;-oxyde 10 n’a pas été
sélectionné car la préparation de cette molécule donne un rendement de seulement 17%.
Nous nous sommes donc intéressés a la préparation et a I'hydroxylation du dianion 53.
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11.3. Hydroxylation de la Névirapine et de la 12-(**C)Névirapine

I1.3.a. Le MOOPH : généralités et synthese

Pour des raisons pratiques, hous avons commencé par utiliser le MoOPH pour oxyder le
dianion 53 plutét que I'oxygene gazeux. Ce complexe peroxydique a base de molybdéne

semblait d’ailleurs donner de meilleurs résultats dans les travaux de Patel et al.*®®

que
I'oxygéne utilisé par Grozinger et ses collaborateurs.®® Dans cette section du chapitre, nous
proposons un bref rappel sur l'utilité du MoOPH en chimie organique ainsi que sur sa

synthese.

Le MoOPH 57 (peroxyde de molybdéene-pyridine-hexaméthylphosphoramide,
MoOs.pyridine. HMPA, figure IlI-26) est un réactif d’'oxydation développé par Edwin Vedejs
en 1974.%%% A Torigine, c’est Hubert Mimoun qui a publié la structure d’une série de
complexes peroxydiques du molydbéne et du tungsténe a la fin des années 1960°” et qui a

ensuite utilisé le MoOs.HMPA pour des réactions d’époxydation.?*!

Figure IlI-26 : Structure du MoOPH

Depuis, le MoOPH a été beaucoup utilisé comme source d’oxygéne électrophile pour a-

[203] [205]

hydroxyler des énolates d’aldéhydes,[zozl de cétones, d’esters,[204] de phénols,

d’amides,[ZOG]

et de nombreuses autres fonctions. Trés versatile, il peut également étre utile
pour réaliser des hydroxylations régio- et stéréosélectives. En 1986, Gamboni et al. ont par
exemple utilisé le MoOPH couplé a du sec-butylate de potassium (sec-BuOK) pour
hydroxyler un énolate d’ester dérivé du camphre. lls ont réussi a obtenir I'a-hydroxyester de
configuration S avec un rendement de 73% et un excés diastéréomérique de 98% (Figure

1-27).
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1) KHMDS 1,8 M,
sec-BuOK, THF,
-78 °C, 35 min

2) MoOPH 57,

-52 °C, 40 min R

o - o
)/\/@ 3% B
o o

Excés diastéréomérique : 98%

OH

Figure I1I-27 : Résultats obtenus par Gamboni et ses collaborateurs pour I’hydroxylation d’un ester de camphre
par le MOOPH?*

La revue Organic Syntheses a consacré un article détaillé écrit par Vedejs et Larsen sur la
synthése du MoOPH.?° Dans un premier temps, les auteurs proposent d’oxyder le trioxyde
de molybdéene VI (MoOs3) par du peroxyde d’hydrogéne en solution aqueuse puis d’ajouter
'hexaméthyphosphoramide (HMPA) afin  dobtenir un complexe intermédiaire
MoOs.H,O.HMPA. Aprés un séchage de 24 heures sous un vide poussé, la complexation de
la pyridine donne le MoOs.pyridine. HMPA (MoOPH). Au laboratoire, nous avons suivi un
protocole identique en partant de I'acide molybdique, forme monohydratée du trioxyde de
molybdéne, afin de préparer le MoOPH 57 avec un rendement global de 16% (Figure llI-
28).120%

1) Hy0, 30%,
40°C,2h H N
2) HMPA, & o-o ~y~  0—0 Pyridine, | \ Q=0
10 °C H” \ vide poussé¢ \ | \ THF, 20 °C = \
M003.H,0 ™ Mo/20+> N—P=0 —> Mo/2040> b M0/=O
Acide molybdique / A /\ ?0 % / ,11 /\ 81% | A /\
_N_ //o 0—0 (2 étapes) PN 0—0 _N_ ,/O 0—0
P P
—N N7 MoOs. HMPA —N N
\ \
MoOs5.H,0.HMPA MoOj3.pyridine. HMPA
MoOPH
57

Figure 111-28 : Synthése du complexe d’hydroxylation MoOPH

Bien conservé a l'abri de 'humidité et de la lumiére, le MoOPH a pu étre conservé

plusieurs mois a -40 °C.
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I1.3.b. Hydroxylation de la Névirapine puis de la 12-(**C)Névirapine par le MoOPH

Notre objectif a été de préparer le 5,12 dianion 53 par déprotonation de la Névirapine a
laide d’une base forte, le diisopropylamidure de lithium (LDA), avant de I'hydroxyler par le
MoOPH 57.

Dans un premier temps, nous avons suivi les conditions de Patel et al.**® (Figure 111-23)
en utilisant deux portions de LDA a une concentration de 1,45 M pour déprotoner la
Névirapine en deux fois :

-D’abord a 0 °C, pour former I'anion issu de I'amide du cycle diazépinone (atome d’azote
5),

-Puis a -40 °C, pour former 53.
Nous avons ensuite ajouté le MoOPH sans attendre et agité a -40 °C pendant 1 h 15.

A lissu du traitement, le brut réactionnel contenait un grand nombre de signaux difficiles a
interpréter (notamment dans la zone des aromatiques), nous laissant penser que ce
protocole aboutit a un mélange complexe de produits oxydés. De plus, la conversion de la
Névirapine est incomplete. Le meilleur ratio NVP : 12-OH-NVP obtenu dans ces conditions
estde 1:0,3 (Figure 111-29).

H3C

LDA 1,45 M
(1,17 éq.),
THF, 0°C

o S
N2 1N pat14sm |12 N
5 (3,52 éq.), 5
6\\& [ _mrote [ Y| e 0c_ @ [

Y

Névirapine B 53
1) MoOPH 57,
-40°C,1h 15
2) AcOH
_ HsC o HO~cy, o
Autres produits HN HN
d'oxydation 4 AN 74 AN
et de dégradation + \ / + \ /
(non caractérisés) =N g N= =N g N=
Névirapine 12-OH-Névirapine

37
Ratio 1 : 0,3

Figure I11-29 : Premiére tentative d’hydroxylation réalisée au laboratoire selon la méthode de Patel et al.!**®!
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Ce résultat nous a amenés a améliorer le mode de préparation du dianion 53 qui semblait
également préoccuper Patel et ses collaborateurs.™®® Leurs travaux ont notamment montré
qu’un autre dianion 56 pouvait se former. Le produit souhaité 53 semble se former dans des
conditions thermodynamiques a une température optimale de -40 °C. Les températures de
formations de I'anion (0 °C) puis du dianion 53 (-40 °C) et la température d’oxydation par le
MoOPH (-40 °C) ont donc été rigoureusement contrélées et nous avons décidé de ne pas
ajouter 'oxydant immédiatement mais d’attendre au minimum 30 minutes pour laisser
I'équilibre se déplacer vers la formation de 53. Nous avons également eu l'idée d’ajouter de
'hexaméthylphosphoramide (HMPA) avant de laisser le systéme évoluer vers 53 puis
d’introduire le MoOPH. En effet, le HMPA est notamment connu pour sa capacité a rendre

les énolates de lithium plus réactifs. Les résultats de nos essais sont présentés dans le

tableau Ill-1.
Entrée HMPA Formation du dianion 53% Temp§ NVP : 12-OH-NVP?
de réaction®
1 Non Agitation 30 min 3h 1:1,5
2 Oui Ajout de HMPA puis agitation 30 min® 3h 1:1,7
3 Non Agitation 30 min 3h30 1:1
4 Oui Ajout de HMPA puis agitation 30 min® 3h30 1:3,6
5 Non Agitation 30 min 4 h 1:1,3
6 Oui Ajout de HMPA puis agitation 30 min® 4 h 1:7
7 Oui Ajout de HMPA puis agitation 30 min® 5h 1:5
8 Oui Ajout de HMPA puis agitation 40 min® 4h 1:7
9 Oui Ajout de HMPA puis agitation 50 min® 4h 1:7

®Pour tous les essais : Le LDA (1,45 M) est ajouté en deux portions (1,17 éqg. & 0 °C puis 3,52 éq. & -40 °C). Le
milieu est ensuite agité 30 min.

°Le HMPA (4,69 éq.) est ajouté a -40 °C apres formation du dianion par le LDA puis le milieu est agité 30, 40 ou
50 min avant d’additionner I'oxydant.

“Temps de réaction aprés addition de I'oxydant.

“Ratio déterminé par RMN.

Tableau llI-1 : Conditions testées pour I'hydroxylation de la Névirapine

Dans un premier temps, nous avons vérifié si I'ajout de HMPA était réellement intéressant
dans cette réaction. Pour un temps de réaction de 3 h (entrées 1 et 2), nous nous sommes
apergus que méme si la conversion de la Névirapine n’est pas compléte, le rapport NVP :
12-OH-NVP est plus intéressant lorsqu’on utilise du HMPA. Au bout de 3 h 30 de réaction,
leffet du HMPA est encore plus significatif (entrées 3 et 4). La 12-OH-NVP devient
largement majoritaire au bout de 4 h de réaction (entrée 6) alors que le méme temps de

réaction sans HMPA donne un rapport bien moins intéressantde 1 : 1,3 (entrée 5).
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Comme pour les énolates de lithium, le HMPA semble rendre le dianion 53 plus réactif.
Nous avons donc décidé d'utiliser du HMPA systématiquement juste aprés avoir formé 53
par déprotonation de la NVP.

Dans un second temps, nous avons déterminé le temps de réaction idéal. Le meilleur ratio
(1 : 7) est obtenu au bout de 4 h (entrée 6). En agitant une heure de plus, on retombe a un
rapport NVP : 12-OH-NVP de 1 : 5 (entrée 7).

Pour finir, quelques essais ont été réalisés afin de vérifier si une agitation plus longue du
dianion 53 en présence de HMPA pouvait favoriser la réaction. Cependant, on n’observe
aucune différence en agitant 30 min (entrée 6), 40 min (entrée 8) ou 50 min (entrée 9). Une
agitation de 30 min a -40 °C semble suffire.

Les conditions de réactions choisies sont donc celles de I'entrée 6.

Méme si nous avons réussi a favoriser la formation de 12-OH-NVP, les analyses RMN
montrent que le brut réactionnel contient plusieurs produits d’oxydation et de dégradation et
une quantité importante de HMPA. Un travail important a donc été réalisé afin de mettre en
place une technique de purification efficace. Nous avons rencontré quelques difficultés liées
aux faibles solubitilités de la Névirapine et de la 12-OH-Névirapine. Finalement, nous avons

combiné deux techniques de chromatographie liquide sur colonne :

-Une premiére colonne de Sephadex® LH-20. Ce gel est constitué d’'un réseau de
polysaccharides et permet la séparation des molécules selon leurs tailles. Cette premiere
étape de purification nous a permis d’obtenir un mélange de Névirapine, de 12-OH-

Névirapine et d’éliminer une grande partie du HMPA.

-Une colonne sur gel de silice avec un gradient d’élution précis pour éliminer le HMPA

résiduel et séparer la Névirapine de la 12-OH-Névirapine.

L’ensemble des paramétres évoqués précédemment ainsi que la technique de purification
mise en place nous ont permis d’obtenir la 12-OH-Névirapine avec un rendement de 43%.
Cette méthode a été choisie pour le passage en série substituée. Nous avons obtenu la 12-
(**C)OH-Nevirapine avec un rendement de 52% (Figure I11-30). Malgré une attention
particuliére accordée & la purification de la 12-(**C)OH-Nevirapine, des traces de 12-
(**C)Nevirapine dans le produit ont été détectées par RMN du carbone 13. Elles restent

indétectables en RMN du proton.
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Figure 111-30 : Préparation de la 12-(**C)OH-Névirapine 12-(**C)37
I1.3.c. Hydroxylation de la Névirapine par une oxaziridine de Davis

De maniere générale, le MOOPH 57 est un agent d’oxydation des énolates. Nous avons
donc souhaité vérifier si d'autres oxydants, congus pour réaliser le méme type
d’hydroxylation que le MoOPH, étaient capables de former la 12-OH-Névirapine 37 a partir
du dianion 53.

Les N-sulfonyloxaziridines développées par Franklin Davis et ses collaborateurs a la fin
des années 1970 et dans les années 1980%%%1! ont particuliérement attiré notre
attention.

Les oxaziridines sont des hétérocycles a trois chainons contenant les atomes d’oxygéne,
d’azote et de carbone. Dans les oxaziridines de Davis, 'atome d’azote est substitué par un
groupement sulfonyle (Figure 111-31).

Figure 111-31 : Structure générale d’une N-sulfonyloxaziridine

Tout comme le MoOPH, les N-sulfonyloxaziridines sont le plus souvent utilisées en
synthése organique comme source d’oxygene électrophile. Elles sont capables de transférer
un atome d’oxygéne sur une grande variété de nucléophiles.’?*? Certaines d’entre elles sont

particulierement intéressantes pour oxyder des substrats pro-chiraux avec une grande
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stéréoselectivité. En particulier, I'a-hydroxylation stéréoselective des énolates par les
oxaziridines de Davis a été tres étudiée car les composés a-hydroxycarbonylés chiraux sont
des intermédiaires clés dans la synthése de nombreux produits a activité biologique. La (-)-
camphorsulfonyloxaziridine joue par exemple un role crucial dans la premiere synthése
totale du paclitaxel, molécule cytotoxique trés utilisée dans les traitements anti-cancéreux
(Figure 11I-32). Cette synthése totale a été publiée en 1994 par Holton et ses

collaborateurs.?*¥

o~
’—> TBSQO
' 10 étapes

LDA, O=N_

11
0 (0]

y THF, -78°C, 30 min

Et;SiO

)

Paclitaxel <_—— TBSO!

19 étapes
OH

Figure 111-32 : Etape d'a-hydroxylation par une N-sulfonyloxaziridine d’'un intermédiaire de synthése du

paclitaxel®®*?

Le mécanisme d’oxydation par les N-sulfonyloxaziridines est similaire a celui du MoOPH.
Nous avons donc voulu vérifier si, tout comme le MoOPH, les oxaziridines de Davis étaient

capables d’hydroxyler la Névirapine.

La N-sulfonyloxaziridine 58 a été préalablement synthétisée par oxydation a I'oxone de
'imine commerciale 59 dans un milieu biphasique et tamponné par le carbonate de
potassium. Le rendement de cette réaction est de 88% (Figure 111-33).12**!

K5>COg3, oxone,
Toluene, H50,

t.a., 1,5 jours
—_—
74 o,
N 88% O‘N\
6/ \\O //S\\
59 58

Figure 111-33 : Préparation de I'oxaziridine de Davis 58!
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Nous avons ensuite appliqué le protocole mis en place pour I'hydroxylation de la
Névirapine en remplacant le MoOPH 57 par I'oxaziridine de Davis 58 (Figure 11-34). Aprés
avoir formé le dianion 53 grace a l'utilisation de deux portions successives de LDA, nous
avons ajouté du HMPA et agité 30 minutes & -40 °C. L’'oxaziridine 58 a ensuite été
additionnée avant d’agiter a nouveau pendant 4 h a -40 °C. Par cette méthode, nous avons
réussi a obtenir un brut réactionnel contenant un ratio 1: 3 de Névirapine et de 12-OH-
Névirapine, des produits d’oxydation et de dégradation non caractérisés issus de la
Névirapine, ainsi que I'imine 59, forme réduite de 58.

_ _1)LDA145M  _ ° _
o} o] (3,52 éq.), o
"2 hn atasm  |HGe 2)TI-||-|I\|/:I’PX10TOI-(|:F "5 X
5 (1,17 éq.), 5 ) ) 5
@ BRI O W AIEEELIEGW D
B g " B g " B g "
Névirapine - - B 53 -
O—-N
\E\\
o ©
58
f THF, -40 °C, 4h
_ HaC o HO~cy, o
Autres produits HN HN
d'oxydation 7 N 4 AN
+ et de dégradation + \ / + \ /
N< (non caractérisés) =N~ N7 N\F =N N° T
IS A A

59 Névirapine 12-OH-Névirapine

37
Ratio 1 : 3

Figure 111-34 : Hydroxylation du dianion 53 issu de la Névirapine par la N-sulfonyloxaziridine 58

Nous avons effectué quelques essais en changeant le mode d’addition. En effet, I'ajout de
la solution d’anion ou de dianion sur une solution d’oxaziridine 58 est plus habituel dans la
littérature. Le temps de réaction a également été augmenté pour essayer d’améliorer la
conversion de la Névirapine, mais aucune différence significative dans la composition du brut
réactionnel n’a été observée. De plus, nous ne sommes pas parvenus a mettre en place une
technique de purification efficace. L’oxaziridine de Davis 58 est donc capable de réaliser
'hydroxylation du dianion 53 de la Névirapine, mais l'utilisation du MoOPH 57 comme

oxydant reste plus intéressante.
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II.4. Synthése de la 12-(**C)OH-Névirapine : bilan

La préparation de la 12-OH-Névirapine est I'étape de synthése qui a présenté le plus de
difficultés, en particulier lors de la purification du produit. Nous n’avons pas pu appliquer les
méthodes récentes publiées en 2000 par Grozinger et al. en raison de leur incompatibilité
avec notre objectif de substitution au carbone 13. Nous avons donc hydroxylé le dianion 53
issu de la Névirapine préparée au laboratoire. L'étape de préparation de 53 est déterminante
pour la réussite de la réaction. Comme I'ont montré Patel et Proudfoot,*°® |la formation de 53
semble entrer en compétition avec la formation d’autres dianions menant a des produits
d’oxydation différents de la 12-OH-Névirapine 37. Un contrble rigoureux de la température
pendant toute la réaction et I'agitation du dianion avant I'étape d’oxydation a permis de faire
évoluer le systéme vers la formation du dianion 53 souhaité. L’ajout de HMPA a la solution
de 53 a amélioré considérablement la conversion de la Névirapine. La N-sulfonyloxaziridine
58 est capable d’hydroxyler 53, mais le MoOPH 57 est un agent d’oxydation plus efficace
dans ces conditions. Aprés avoir optimisé le mode opératoire ainsi que la technique de
purification en combinant deux types de chromatographies, nous avons obtenu la 12-OH-
Névirapine 37 avec un rendement de 43%. La 12-(*3C)OH-Névirapine a été obtenue avec un
rendement de 52%. Des traces résiduelles de 12-(**C)Névirapine ont été détectées dans le
spectre RMN du carbone 13 du produit. Les synthéses de ces molécules sont résumées
dans la figure 111-35.

1) LDA 1,45 M (1,17 éq.), 0 °C OH
2) LDA 1,45 min (3,52 éq.), -40 °C 0
HN 3) HMPA (4,59 &q.), -40 °C, 30 min HN
7 { ] N\ 4)MoOPH 57 (1,14 &q.), -40 °C, 4 h 7 ) I N\
= N = 43% = N =

N A N
Névirapine 1 12-OH-NVP

37

Application de la méthode en série substituée

1) LDA 1,45 M (1,17 éq.), 0 °C OH
H,'3C O 2)LDA 1,45 min (352 éq.), 40 °C  H,'3C O

HN 3) HMPA (4,59 €q.), -40 °C, 30 min HN
7 { I N\ 4)MoOPH 57 (1,14 éq.), -40 °C, 4 h 74 { I N
=\ g N= 52% =N g N=
13 £ .
12-("3C)Névirapine 1 12-( C)OI1—|3-NeV|rap|ne
12_(13c)1 12-( C)37

Figure 111-35 : Bilan de la préparation de la 12-OH-Névirapine 37 et de son analogue substitué
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lll. Préparation de la 12-(**C)OH-Névirapine sulfate et de son

analogue mésyle

Aprés avoir préparé le métabolite hépatique primaire 12-OH-Névirapine 37 et son
analogue substitué au carbone 13, nous nous sommes intéressés a la synthese du
métabolite épidermique secondaire 12-(**C)OH-Névirapine sulfate. Nous avons également
préparé la 12-(**C)mésyloxy-Névirapine afin de I'utiliser comme autre électrophile modéle.
Dans cette section du chapitre, nous nous intéressons a la préparation de ces deux
molécules a partir de la 12-(**C)OH-Névirapine.

I.1. Synthése de la 12-(**C)OH-Névirapine sulfate

La 12-OH-Névirapine sulfate a été préparée pour la premiére fois par le groupe de Jack
Uetrecht et la synthése a été publiée par Chen et al. en 2008 (Figure 111-36). Les auteurs
proposent de traiter la 12-OH-Névirapine par le complexe de pyridine et de trioxyde de
soufre (pyridine.SO3) dans du diméthylformamide (DMF) a 0 °C. La 12-OH-Névirapine

sulfate a été obtenue aprés une nuit d’agitation suivie d’'une purification par extraction en

phase solide.
O@
1l
7 N-8-0° O;‘Szo
OH —=/® !
O o 0
HN 1,1 €q. HN
g { i AN DMF, 0°C,12h 7 ) i AN
=N~ N7 = Rendement non publie =N g NZ
37 38

Figure 111-36 : Synthése de la 12-OH-Névirapine sulfate 38 publiée par Chen et all’d

215]

qui
n’‘ont pas réussi a obtenir le sulfate 38. Le groupe mené par Antunes a donc préféré travailler

Le mode opératoire a été repris la méme année par Antunes et ses collacorateurs,!

avec la 12-mésyloxy-Névirapine 39. Les autres laboratoires travaillant sur le métabolisme de
la Névirapine font référence a la publication de Chen et al.,!"*%*® d’autres ont eu la possibilité

de recevoir la 12-OH-Névirapine sulfate de synthése par Uetrecht.*"!

Au laboratoire, nous avons commencé par appliquer le mode opératoire de Chen et ses
collaborateurs. La 12-OH-Névirapine 37 n’a pas pu étre convertie complétement en sulfate
38. Nous avons alors modifié les conditions expérimentales en utilisant 6 équivalents de
pyridine.SO;z et en poursuivant I'agitation trois jours a température ambiante pour consommer
complétement I'alcool 37.
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Nous nous sommes également posé la question de la nature du contre-ion de la 12-OH-
Névirapine sulfate qu’aucune publication ne mentionne. A lissue de la sulfatation par le
complexe pyridine.SO3, le contre-ion est un pyridinium, ce qui est inhabituel en milieu
biologique. Nous avons donc réalisé un échange avec le cation sodium grace a un traitement
par de I'hydrogénocarbonate de sodium (NaHCO3). Le protocole mis au point au laboratoire
a abouti a la 12-OH-Névirapine sulfate de sodium 38 avec un rendement de 59%. La nature
du contre-ion a été confirmée par microanalyse. La 12-(**C)OH-Névirapine sulfate de sodium
a été obtenue avec un rendement de 46% (Figure 1lI-37). Des traces résiduelles de 12-
(**C)Névirapine ont été détectées dans le spectre RMN du carbone 13 correspondant.

0 ®
1) 74 \N_g_O@ ©®  Na
—/® 1 0

\
=0
. 0=3
OH 0 €q. 0 0
HN DMF, t.a., 3 jours HN
74 \ / N 2)NaHCO3;5% aq. J \ / N
=N g N= 59% =\ g N=
12-OH-NVP 12-sulfoxy-NVP
37 38
Application de la méthode en série substituée
©]
AT
1) / N—S—Oe O@ Na
—/® 1 \_0o
O:S’
OH 6 éq. \O
1307 O /
H, °C DMF, t.a., 3 jours H,'3C

0
HN HN
e\g\ I N\ 2)NaHCO35% aq. a ) i N
=N g N= 46% =N g N=
12-(13C)OH-NVP 12-(3C)sulfoxy-NVP
12-('3C)37 12-("3C)38

Figure 111-37 : Préparation de la 12-OH-Névirapine sulfate 38 et de son analogue substitué 12-(**C)OH-
Névirapine sulfate
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1.2. Synthése de la 12-(**C)mésyloxy-Névirapine

En plus de la Névirapine, de son métabolite hépatique primaire «alcool» et du métabolite
secondaire «sulfate» supposé toxique, nous avons préparé la 12-mésyloxy-Névirapine 39
afin de l'utiliser comme électrophile modéle. Sa structure est proche du sulfate mais sa
réactivité est supérieure. L'application de ce mésylate benzylique sur les épidermes humains
reconstruits permettra de s’assurer de la réactivité des nucléophiles présents dans les
modeéles. De plus, la 12-mésyloxy-Névirapine 39 présente moins de probleme de solubilité
en phase organique que le sulfate 38, le rendant plus facile a utiliser pour les tests de

réactivité.

Nous avons dans un premier temps suivi la méthode publiée par Antunes et al.”** qui
propose de traiter la 12-OH-Névirapine 37 par 0,81 équivalents de chlorure de
méthanesulfonyle (MsCl) dans un milieu basifié par 0,81 équivalents de triéthylamine. Dans
ces conditions, I'alcool 37 n’est pas totalement converti et nous avons obtenu un mélange de
12-mésyloxy-Névirapine 39 et de 12-chloro-Névirapine 60 qui se formerait a partir du

mésylate lors de I'étape d’hydrolyse (Figure IlI-38).

HyC
=0
OﬁS
OH 0 cl

MsCI (0,81 éq.) 0 0 0
y NEt; (0,81 éq.) y HN N y HN N y HN N

\ THF 0 °C, 30 min \ / . \ / . \ /

12-OH-NVP 12-OH-NVP 12-OMs-NVP 12-CI-NVP

37 37 39 60

Mélange (96% du brut)
25 1 1

Figure 111-38 : Résultats obtenus au laboratoire pour la synthése de la 12-mésyloxy-Névirapine 39 par la méthode

d’Antunes et al.?*®

En augmentant la quantité de triéthylamine utilisée (deux portions représentant 1,5
équivalents chacune) et de chlorure de méthanesulfonyle (1,5 équivalents), la 12-OH-
Névirapine 37 a pu étre entierement consommée et nous avons obtenu un mélange 1 : 0,3
de 12-mésyloxy-Névirapine 39 et de 12-chloro-Névirapine 60. Aprés purification le produit 39
a été aobtenu avec un rendement de 50%. Le méme mode opératoire a abouti a la 12-
(**C)mésyloxy-Névirapine avec un rendement de 52% (Figure 111-39). Comme pour I'alcool et
le sulfate, des traces résiduelles de 12-(**C)Névirapine ont été détectées dans le spectre

RMN du carbone 13 correspondant.



Chapitre IlI 125

H3q
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Figure 111-39 : Préparation de la 12-mésyloxy-Névirapine 39 et de son analogue substitué 12-(**C)mésyloxy-
Névirapine

IV. Synthése de métabolites de la 12-(**C)Névirapine : conclusion

La 12-(**C)OH-Névirapine 12-(*3C)37 a été préparée a partir de la 12-(**C)Névirapine
grace a un agent d’hydroxylation a base de molydéne, le MoOPH. Cette réaction nécessite
un contréle rigoureux de la température et un ajout d’hexaméthylphosphotriamide afin
d’augmenter la réactivit¢ du dianion 12-(**C)53 intermédaire. || n'a pas été possible de
convertir complétement la 12-(**C)Névirapine et un mélange complexe de produits oxydés a
été obtenu. La purification de ce produit reste donc longue et délicate mais nous avons
réussi a obtenir un rendement de 52%. Il serait intéressant de poursuivre les investigations
afin d’introduire la fonction alcool sur une pyridine intermédiaire plus simple comme nous
'avons tenté a partir de la 3-cyano-4-méthylpyridine 42.

Une partie de 'alcool 12-(*3C)37 a été transformée en 12-(**C)OH-Névirapine sulfate avec
un rendement de 46%. Le produit 12-(*3C)37 nous a également permis de préparer le 12-

(**C)mésyloxy-Névirapine avec un rendement de 52%.

Les structures des molécules présentées dans ce chapitre sont rappelées dans la figure
[11-40.
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Chapitre IlI
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Figure 111-40 : Dérivés de la Névirapine substitués au carbone 13 synthétisés dans ce travail de thése
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reconstruits
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Chapitre IV
Réactivité de la 12-(**C)Névirapine et de ses dérivés dans

des épidermes humains reconstruits

Le dernier chapitre de cette thése est consacré a I'étude des interactions entre la 12-
(**C)Névirapine et ses dérivés avec des épidermes humains reconstruits et en particulier a
I'activation métabolique de la Névirapine dans la peau. Nous nous intéressons notamment a
la formation possible de la 12-OH-Névirapine sulfate, métabolite supposé toxique, et a sa
capacité a modifier les protéines épidermiques. Dans un premier temps, des études in
chemica ont permis d’analyser la réactivité de la 12-(**C)mésyloxy-Névirapine, analogue du
sulfate, vis-a-vis de plusieurs acides aminés. La 12-(**C)Névirapine et ses dérivés ont
ensuite été appliqués sur les modéles d’épiderme humains reconstruits EpiSkin® dans le but

d’étudier leur comportement in stu.

Ce chapitre s’articule en cinq parties. Nous évoquons d’abord le développement des
modeles d’épidermes humains reconstruits, puis I'histoire et les principes physiques de la
RMN HRMAS, avant de revenir sur les études antérieures combinant ces deux techniques.
Les résultats des tests de réactivité de la 12-(**C)mésyloxy-Névirapine vis-a-vis de plusieurs
acides aminés sont ensuite exposés. La fin de ce chapitre expose les résultats des études
par RMN HRMAS de la réactivité de la 12-(*3C)Névirapine et de ses dérivés dans les

épidermes humains reconstruits EpiSkin®.

I. Les épidermes humains reconstruits

Comme nous l'avons expliqué précédemment, la formation d’'un complexe antigénique
stable entre un hapténe et les protéines épidermiques pourrait étre I'étape cruciale dans le
déclenchement d'une toxidermie médicamenteuse. Certaines molécules, appelées pro-
hapténes, ne sont pas toxiques en tant que telles mais le deviennent aprés transformation(s)
enzymatique(s) au sein de I'épiderme. La Névirapine ferait partie de cette catégorie. Afin de
mieux comprendre la bioactivation des pro-hapténes dans la peau et leurs interactions avec
les nucléophiles biologiques, différents modéles d’étude ont été développés depuis les

années 1930.
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l.1. Modéles d’études des mécanismes d’interactions haptene-protéine : un peu

d’histoire

Historiguement, les premiers travaux sur les interactions hapténe-protéine se sont
appuyés sur l'utilisation de l'aniline comme nucléophile modéle en paralléle d’études chez
'animal. Landsteiner et al. ont ainsi observé un lien entre la réactivit¢ des molécules
étudiées et la formation d’un complexe antigénique chez I'animal.”*¥# Ay fil du temps, les
modéles utilisés ont cherché a se rapprocher des conditions d’interactions entre les
hapténes et les protéines. Ainsi, dans les années 1980 ont été réalisées des études de
réactivité avec des acides aminés comme la lysine, la cystéine et la glycine.”®” Des petits
peptides modéles ont également été utilisés.”*! Enfin, dans les années 1990, ce sont les
protéines et notammant I'albumine sérique humaine qui ont été mises en réaction avec des

sensibilisants cutanés électrophiles.???

Parallelement aux études in chemica en solution se sont développées des techniques de
culture cellulaire visant a reconstruire des épidermes aussi proches que possible de
'épiderme humain. Dans les années 1960, un premier modéle constitué de couches de
kératinocytes cultivés a partir d’explants de peau a vu le jour.”?® Cest en 1975 qu'a
véritablement commencé I'histoire des épidermes humains reconstruits avec les travaux de
Rheinwald et Green.®™ En faisant proliférer des kératinocytes humains sur une trame de
fibroblastes nourriciers, ils ont obtenu le premier épiderme reconstruit sous forme de
lambeaux, mais sans couche cornée fonctionnelle. En 1983, un modéle possédant une
couche cornée fonctionnelle a été mis au point par culture de kératinocytes sur un derme
inerte servant de support.?¥ La couche cornée a été obtenue par exposition a I'air. Trois ans
plus tard, un épiderme reconstruit a été cultivé sur un support dermique possédant des
fibroblastes et capable de produire du collagéne et d’autres molécules de la matrice

[225

extracellulaire.?” Depuis 1993, il existe des modéles d’épidermes reconstruits contenant

également des mélanocytes indispensables a I'étude de la pigmentation cutanée et des

effets des rayonnements ultraviolets.”?® En 1997, les cellules de Langerhans ont été

intégrées dans la composition de certains modéles d’épidermes humains reconstruits.#2"228

Aujourd’hui, la culture de cellules de peau s’est démocratisée.”?” Le développement des

modéles a connu un véritable essor au debut des années 2000, notamment afin de faire face

au 7°™ amendement & la Directive Cosmétique Européenne qui interdit toute

commercialisation de produits cosmétiques dont les ingrédients ont été testés sur les

x.2% Les progrés techniques permettent de reconstruire des épidermes dont la

animau
structure, la composition, I'apparence et les fonctionnalités sont hautement similaires a celles

de la peau humaine.?
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l.2. Les principaux modéles d’épidermes humains reconstruits

Plusieurs modéles d’épidermes humains reconstruits ont été mis au point et certains
d’entre eux sont commercialisés. lIs difféerent principalement par leurs propriétés structurales
et par le support sur lequel les épidermes sont fixés.”*¥ Dans les prochains paragraphes,
nous nous attardons brievement sur deux des modeles les plus connus, les modéles
EpiDerm® (MatTek Corporation-Ashkand, USA) et SkinEthic® (Episkin, France). Le troisiéme
modéle, EpiSkin® (Episkin, France), qui a été choisi pour nos études, est présenté plus en

détail.

Le modéle EpiDerm® a été mis sur le marché dés 1993. Une version «full thickness»
composé de keratinocytes humains et d’'un derme contenant des fibroblates est également
disponible. La compagnie MatTek décrit EpiDerm® comme un modéle multicouche

hautement différencié formé d’'une culture de kératinocytes humains normaux.

Le modéle SkinEthic® est reconstitué¢ au contact de l'air par culture de kératinocytes
humains normaux pendant 17 jours. Les cellules, bien différenciées, reposent sur un support
inerte de polycarbonate. Le modéle possede une couche cornée ainsi que les différentes
strates constituant I'épiderme humain naturel. Les épidermes humains reconstruits
SkinEthic® ont été étudiés au laboratoire de Dermatochimie.®2*32% Nous présenterons les
travaux réalisés sur ce modéle dans une partie ultérieure de ce manuscrit. Ces épidermes
présentent I'avantage d’étre commercialisés en grand format (4 cm?) mais doivent étre

décollés de leur support sous I'action d’'une enzyme, la dispase II.
.3. Le modéle EpiSkin®
1.3.a. Présentation du modeéle EpiSkin®

Pour nos études, nous avons choisi de travailler avec le modéle d’épiderme humain
reconstruit EpiSkin®. Cet épiderme repose sur une matrice de collagéne bovin de type |
recouverte d’'un film de collagéne humain de type IV mimant le derme. L’épiderme est
reconstitué a partir de kératinocytes de sujets adultes ayant subi des opérations de chirurgie
esthétique, puis déposé sur la matrice de collagéne. Morphologiquement, les épidermes
humains reconstruits EpiSkin® possédent toutes les couches des épidermes humains natifs
(Figure IV-1). La couche cornée est cependant plus épaisse.
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Figure IV-1 : Coupes histologiques d'un épiderme humain (a) et du modéle EpiSkin® (b)***

Le modéle EpiSkin® est disponible en deux formats : le format large (1,07 cm?) que nous
utilisons au laboratoire, et le format étroit (0,38 cm?).

1.3.b. Applications

A Tlinstar des modéles EpiDerm® et SkinEthic®, les épidermes humains reconstruits
EpiSkin® peuvent étre mis en contact avec des xénobiotiques afin de réaliser des tests
d'irritation,”*®! de corrosion,”™” ou encore de phototoxicité.**® IIs servent également pour
acquérir des données sur le transport de molécules a travers I'épiderme. Les applications
font 'objet de validations par le Centre Européen pour la Validation de Méthodes Alternatives
(European Centre for the Validation of Alternative Methods — ECVAM). Les protocoles

validés sont d’ailleurs proposés par EpiSkin®.

La présence dans ces modéles des systemes enzymatiques de phase | et de phase Il du
métabolisme cutané a été démontrée. En 2009, les niveaux d’expression de 61 enzymes ont
été étudiés par quantification de I'expression de leurs ARN messagers, et comparés avec

ceux des enzymes dans des échantillons ex vivo de peau humaine.

Les profils
d’expression ont été similaires avec quelques exceptions, notamment celui des enzymes a
cytochromes P450 qui semblent moins exprimées. Plus récemment, en 2014, les activités
apparentes de plusieurs enzymes ont été déterminées grace a l'utilisation de substrats
fluorescents dans des épidermes humains reconstruits, et notamment dans le modele
EpiSkin®.?*! Les résultats montrent que les modéles sont similaires & la peau humaine en
terme de métabolisme des xénobiotiques (Tableau IV-1). Trois classes d’enzymes ont été
étudiées et clairement identifiées dans les modéles : les oxydoréductases, les transférases
et les hydrolases. Cette caractéristique des modéles est cruciale dans notre étude qui

repose sur la bioactivation de la Névirapine dans I'épiderme.
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- - Cytochromes P450 (CYP450) 1A1/1B1, 2B6/2E1, 3A5/ 3A7...
Alcool / Aldéhyde déshydrogénases
EC 1 | Oxydoréductases (ADH / ALDH) ECLLLI/EC1213
Peroxydases EC 1.11.x
Catéchol-O-méthyl transférases (COMT) EC2.1.1.6
N-acétyltransférases (NAT) EC 2.3.1
EC 2 Transférases Glucuronosyltransférases (UGT) EC 2.4.1.17
Glutathion S-transférases (GST) EC 2.5.1.18
Sulfotransférases (SULT) EC 2.8.2.x
EC 3 Hydrolases Estérases (ES) EC 3.1.x

Tableau IV-1 : Systemes enzymatiques actifs identifiés dans les épidermes humains reconstruits' >

II. La RMN HRMAS, une technique d’analyse de choix

La RMN HRMAS (High-Resolution Magic Angle Spinning) est une technique dérivée de la
RMN du solide développée a l'origine pour suivre des réactions chimiques et étudier des
structures semi-solides. Pour cela, I'échantillon tourne a une fréquence de rotation élevée en
formant un angle de 54,7 ° avec le champ magnétique principal (Figure 1V-2).

A B,

o

54,7°

MAS

Figure IV-2 : Echantillon en rotation a I'angle magique par rapport au champ magnétique principal B,

En RMN HRMAS, il est possible d’obtenir des spectres de haute qualité, proche de celle

obtenue par RMN en phase liquide homogéne.

Dans cette partie, nous faisons un bref rappel sur I'histoire de cette technique avant de
passer a son aspect théorique. Différentes applications de la RMN HRMAS sont ensuite

évoquées.
[I.1. Un peu d’histoire

La RMN HRMAS a vu le jour dans les années 1950. En 1959,“% Andrew et al. ont étudié
par RMN du sodium 23 l'effet de l'inclinaison d’un tube rempli de chlorure de sodium. Pour

des angles allant de 50 ° a 100 °, ils ont mesuré la largeur du signal correspondant.
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Pour la premiere fois, un affinement maximal du signal a été observé pour un angle

o

d’inclinaison trés précis de 54,7 °, appelé angle magique. Cet effet s’explique par
I'élimination de l'interaction magnétique dipble-dipdle, également appelée couplage dipolaire.
Parallélement aux travaux d’Andrew et al., Lowe a montré la présence de bandes de rotation
latérales sur des spectres acquis en RMN du fluor 19 a partir d’échantillon de fluorure de
calcium ou de téflon tournant & 'angle magique.®* Ces bandes latérales, caractéristiques
d’'une anisotropie résiduelle (inhomogénéités de champ), peuvent étre supprimées en
augmentant significativement la vitesse de rotation de I'échantillon. En 1975, Doskocilova et
al. ont démontré, sur un systeme hétérogéne modélisé par un solvant contenant des billes
de verre, qu’une vitesse de rotation élevée associée a linclinaison a I'angle magique
supprimait les différences de susceptibilités magnétiques dues a la nature du systéme.?®*d
L’ensembe de ces expériences a montré l'effet «magique» de la rotation a 54,7 ° a grande
vitesse d’'un échantillon hétérogéne sur les couplages dipolaires, les inhomogénéités de
champ et les différences de susceptibilités magnétiques. Elles ont apporté la preuve que la
RMN HRMAS avait la capacité de moyenner ces mécanismes d’élargissement des raies afin

d’acquérir des spectres de qualité sur des échantillons hétérogénes.
[I.2. Principes de base de la RMN HRMAS

Dans un milieu liquide homogéne, I'environnement autour d’'une molécule est isotrope. En
d’autres termes, I'environnement est identique dans toutes les directions de I'espace. Seuls
les déplacements chimiques et les couplages indirects (appelés couplages scalaires J) ne
sont pas moyennés. Par opposition, dans un solide, les mouvements des molécules sont
faibles, parfois inexistants, et le milieu est anisotrope. En plus des déplacements chimiques
et des couplages scalaires, d’autres paramétres ne sont pas moyennés. En particulier,

plusieurs phénomeénes sont a 'origine d’'une augmentation de la largeur du signal :

-Les interactions dipolaires. Elles proviennent du couplage dans I'espace des moments

magnétiques de deux noyaux.

-Les différences de susceptibilités magnétiques. Elles caractérisent la capacité d’'un

matériau a s’aimanter sous I'effet d'un champ magnétique.

-L’anisotropie de déplacement chimique. Lorsqu’'une molécule posséde différentes
orientations dans I'espace, comme c’est le cas dans un milieu anisotrope, un méme noyau
ne va pas étre influencé de maniére identique par le champ magnétique local. Un méme spin
va donc subir différentes constantes d’écran en fonction de son orientation par rapport a
'environnement. Ainsi, le signal obtenu est élargi car il correspond a une somme d’'un

ensemble de signaux.
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-Les interactions quadripolaires. Elles concernent les noyaux de spin supérieur a 2 et sont

liées a la distribution du nuage électronique de I'atome.

La RMN HRMAS a la faculté de moyenner ces mécanismes d’élargissement grace a la

rotation rapide de I'échantillon a I'angle magique.
I1.3. Applications de la RMN HRMAS

Afin de pouvoir étudier un solide par RMN HRMAS, celui-ci doit tout de méme posséder un
certain degré de liberté. Ainsi, cette technique est particulierement adaptée a l'analyse de
solides mous : résines, gels, polymeéres, catalyseurs, aliments, plantes, tissus biologiques,
etc. La liste d’applications de la RMN HRMAS est longue. Nous proposons ici quelques

exemples.

11.3.a. La RMN HRMAS en chimie

En chimie, la RMN HRMAS trouve son plus grand intérét pour I'étude de la synthése de
molécules sur support solide. Cette technique de synthése repose sur l'utilisation d'une
résine solide sur laquelle sont greffées, généralement de facon covalente, les molécules qui
doivent réagir. Des syntheses multi-étapes peuvent étre réalisées, comme si le chimiste
ajoutait des maillons a une chaine. Or, pour analyser les molécules intermédiaires par RMN
en phase liquide, celles-ci doivent étre détachées de la résine. Afin de contourner ce
probléme, Stéver et al. ont proposé dés 1989 d'utiliser la RMN HRMAS.?**! Les auteurs ont
montré que I'on pouvait obtenir des spectres RMN de haute résolution de I'éphédrine greffée
a une résine de polystyréne gonflée dans du chloroforme deutéré. Depuis cette premiere
expérience, la RMN HRMAS a permis d’étudier de nombreux composés fixés a des résines

244245 Dans un exemple récent, Posset et al. ont mis & profit la RMN HRMAS pour

insolubles.
caractériser les intermédiaires réactionnels d’une réaction de Sonogashira avec le catalyseur

ancré sur un support solide & base de silice.?*®

I1.3.b. La RMN HRMAS en biologie

La RMN HRMAS a été utilisée pour I'analyse d’échantillons biologiques variés et parfois

trés complexes.

Dans un premier temps, des produits biologiques membranaires ont été étudiés en
suspension aqueuse.?*"?* Ces travaux ont été trés importants pour I'analyse des systémes
membranaires et notamment pour commencer a comprendre 'agencement des polyosides,

des lipides et des peptides constitutifs ou associés & une membrane cellulaire. %%
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Les expériences sur les membranes ont ouvert la porte aux travaux de RMN HRMAS sur
des systéemes plus complexes comme les cellules et les tissus. Les composés membranaires
ont ainsi pu étre étudiés non plus en suspension aqueuse mais directement a la surface des

bactéries.?%

La RMN HRMAS a également été utilisée pour caractériser in situ des métabolites
présents dans plusieurs types cellulaires. On peut par exemple citer I'étude des métabolites
de la glie dans des cellules isolées & partir de cerveaux de rats®? ou encore les travaux

publiés par Humpfer et al. sur les cellules sanguines humaines.®?

En 1996, Cheng et al. ont étendu I'utilisation de la RMN HRMAS a des tissus biologiques
en réalisant des spectres de nodules lymphatiques.?®*" En raison de la forte teneur en acides
gras des échantillons, les auteurs ont utilisé une séquence CPMG (Carr-Purcell-Meiboom-
Gill) qui a atténué les signaux en fonction de leurs temps de relaxation et leur a permis
d’obtenir des spectres monodimensionnels du proton bien résolus. Leurs études ont
d’ailleurs permis de caractériser des cellules malignes présentes dans les nodules. En 1997,
les mémes auteurs ont mis en évidence un lien entre 'analyse qualitative et quantitative des
tissus par RMN HRMAS et leur histopathologie.™ En particulier, en étudiant la maladie de
Pick (maladie neurodégénérative), ils se sont apercus que le taux de N-acétylaspartate était
lié a la dégénérescence. La RMN HRMAS leur a également permis de montrer une
différence de temps de relaxation entre les métabolites des régions atteintes et ceux des

régions saines.

Les travaux de Cheng et al. ont été suivis par de tres nombreuses recherches sur les
tissus biologiques par RMN HRMAS. Des travaux sur divers tissus et organes ont vu le jour.
Le cerveau, la prostate, le foie, les reins, le cceur, l'utérus, I'ceil, le sein ou les muscles ont vu
leur métabolome étudié par RMN HRMAS.®® Ainsi, cette technique est trés utile en
métabolomique, science qui analyse I'ensemble des métabolites présents dans une cellule

01257

ou un tiss I En particulier, la RMN HRMAS associée a la métabolomique est un outil

précieux pour la recherche en cancérologie!®®#° et peut méme servir d’outil de diagnostic

des cancers. 250261

II.3.c. La RMN HRMAS en agronomie et en agroalimentaire

La caractérisation des produits agroalimentaires est un autre exemple d’application de la
RMN HRMAS. En effet, de nombreux produits agroalimentaires sont des solides mous qui se
prétent donc parfaitement a cette technique. La détermination de la composition des produits
par RMN HRMAS permet parfois de déterminer une origine géographique, de vérifier une

étape de production ou étre utilisée pour un contrble de qualité.
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Dés 1989, l'analyse de graines de tournesol et de haricot par RMN HRMAS a permis de
déterminer leurs compositions lipidiques.'*®? Plus récemment, en 2007, l'origine de pains
italiens a pu étre identifiée en associant la RMN HRMAS avec d’autres outils analytiques
comme la spectrométrie de masse.”® La RMN HRMAS a également été utilisée pour
déterminer le niveau d’hydratation de granules d’amidon, propriété liée a la qualité de
certaines céréales.”® Des produits animaux comme la viande d’agneau,?®® de boeuf,?*® ou
encore le saumon fumé®”! ont vu leur profil métabolique étudié par RMN HRMAS. Les
fromages italiens ont également été tres étudiés, notamment le célebre parmigiano reggiano
dans les années 2000%*® et la mozzarella di bufala campana plus récemment.** En 2000,
une étude sur la composition de la pulpe et du jus de mangue a permis de suivre les

modifications biochimiques survenant lors du mirissement des fruits.?"

La RMN HRMAS peut aussi permettre d’étudier les pesticides dans les sols en permettant
par exemple de travailler avec des prélévements hydratés comme les argiles.?” En 2006,
I'équipe toulousaine de RMN Biomédicale a analysé par RMN HRMAS du phosphore 31 et
du proton les métabolites d’un ver de terre, ce qui a permis de conclure sur la dispersion du
glyphosate dans les sols,?”? herbicide actuellement trés controversé et dont I'autorisation fait

débat au niveau européen.

Qu’elles soient appliquées a la chimie, la biologie, la médecine ou I'agroalimentaire, ces
nombreuses études montrent que la RMN HRMAS est une technique polyvalente et

innovante.

lll. Les épidermes humains reconstruits associés a la RMN HRMAS

pour I’étude des interactions haptéenes-protéines

Depuis plusieurs années, le laboratoire de Dermatochimie développe [I'utilisation de
molécules substituées au carbone 13 en association avec la résonance magnétique
nucléaire pour I'étude, au niveau moléculaire, des interactions entre les molécules toxiques
et les biomolécules telles que les protéines. Récemment, cette aproche a été étendue a

I'étude par RMN HRMAS des épidermes humains reconstruits SkinEthic®.!

IIl.1. Etude du modele d’épiderme humain reconstruit SkinEthic® en RMN
HRMAS

En 2013, le laboratoire de Dermatochimie s’est intéréssé a l'analyse de plusieurs

échantillons d’épidermes humains reconstruits SkinEthic® par RMN HRMAS.
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Dans un premier temps, il a été montré que la centrifugation et le changement de
température altéraient peu leur qualité. Cette stabilité des échantillons au cours de I'analyse
est indispensable pour garantir des études fiables et reproductibles. En effet, il avait déja été

montré que d’autres tissus pouvaient étre affectés par les analyses HRMAS. 273274

Deuxiemement, le modele d’épiderme a été caractérisé par RMN HRMAS. Les
composants des épidermes humains reconstruits observables en RMN HRMAS ont été
attribués en croisant les données provenant des tables de déplacements chimiques de la
littérature avec des expériences de corrélations homonucléaires ‘H-'H (DIPSI) et
hétéronucléaires 'H-*C (HSQC) (Figure IV-3). Une vingtaine d’acides aminés a été
repertoriée dans I'épiderme. Il convient de préciser qu’'un filtre CPMG est habituellement

utilisé afin d’atténuer les signaux dus aux macromolécules.
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Figure IV-3 : Spectre HSQC de I'épiderme humain reconstruit « blanc » obtenu par RMN HRMAS!™
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Pour nos études sur la Névirapine, nous avons choisi le modele d’épiderme humain

reconstruit EpiSkin® qui est plus simple d’utilisation.

Au laboratoire, des expériences de RMN HRMAS 1D et 2D ont déja été réalisées sur
plusieurs échantillons d’épidermes humains reconstruits SkinEthic® et EpiSkin® et les
résultats ont été trés semblables. Les changements de température et les effets de la force
centrifuge due a la rotation des échantillons a grande vitesse n’ont pas été significatifs. La
caractérisation par RMN HRMAS du modeéle EpiSkin® (résultats non publiés) montre qu'il est

hautement similaire & I'épiderme SkinEthic®.

lIl.2. Etude de [linteraction entre des haptenes et les épidermes humains
reconstruits en RMN HRMAS

Pour aller plus loin, le laboratoire de Dermatochimie a développé un protocole en plusieurs
étapes permettant de suivre par RMN HRMAS la réactivité des hapténes dans les épidermes
humains reconstruits. Les molécules cibles substituées au carbone 13 sont d’abord
synthétisées. Elles sont ensuite appliquées sur les épidermes humains reconstruits, en
solution dans un solvant servant de véhicule pour la pénétration dans I'épiderme. Aprés
incubation a 37 °C, les épidermes sont congelés a -80 °C. Des échantillons sont préparés a

froid et les données sont agcuises en RMN HRMAS & 4 °C.1

Le premier hapténe analysé selon cette méthode est le dodécanesulfonate de
(**C)méthyle (Figure IV-4). La présence d’adduits avec les protéines épidermiques a été
confirmée par l'apparition de nouvelles corrélations sur les spectres 2D HSQC, en

comparaison avec les taches de corrélation existant déja dans un épiderme «blanc».
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Figure IV-4 : Etude de la réactivité du dodécanesulfonate de (**C)méthyle avec le modéle RHE de SkinEthic® par
RMN HRMAS
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Les travaux de 2013 constituent une preuve de concept de I'utilisation de la RMN HRMAS
sur les épidermes humains reconstruits comme nouveau modeéle d’étude des interactions
hapténes-protéines. Depuis, d’autres hapténes ont été testés selon le méme protocole avec

succes.?%

l1l.3. Etude de l’activation métabolique et de la réactivité de pro-haptenes dans
des épidermes humains reconstruits en RMN HRMAS

Comme nous l'avons mentionné précédemment, il a été montré que les modeéles
d’épidermes humains reconstruits possédaient un matériel enzymatique comparable a celui
d’'un épiderme natif. lls seraient donc théoriquement capables de transformer des pro-
hapténes non toxiques en hapténes. Ainsi, entre 2013 et 2015, I'activation métabolique dans
des épidermes humains reconstruits de trois familles de pro-hapténes a été étudiée par RMN
HRMAS.?*! La transformation de ces pro-hapténes a permis de confirmer la présence et
lactivité dans les épidermes humains reconstruits de plusieurs enzymes comme les

peroxydases et les mono-oxygénases a cytochromes P450.

Plus récemment, c’est la bioactivation de l'alcool cinnamique qui a été analysée.f
Molécule odorante tres utilisée en parfumerie, l'alcool cinnamique est un allergéne bien
connu. La théorie communément admise permettant d’expliquer ce potentiel allergisant est
son oxydation par une alcool deshydrogénase épidermique en un aldéhyde réactif vis-a-vis
des nucléophiles de la peau (Figure IV-5).

WOH Alcool deshydrogénase O/MO

Alcool cinnamique Aldéhyde cinnamique
Pro-hapténe

Figure IV-5 : Voie d’activation communément admise de I'alcool cinnamique dans I'épiderme

Contrairement a cette théorie, I'incubation de I'alcool cinnamique substitué au carbone 13
avec des épidermes humains reconstruit suivie de l'analyse des échantillons par RMN
HRMAS n’a pas mis en évidence la formation de cinnamaldéhyde. Les métabolites détectés
par cette technique pourraient correspondre a la formation d’autres espéces réactives
comme un époxy-alcool et un sulfate allylique (Figure IV-6). Le protocole d’étude des
épidermes humains reconstruits par RMN HRMAS a donc permis de proposer des voies

métaboliques alternatives pour 'activation de 'alcool cinnamique dans la peau.
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Figure 1V-6 : Utilisation du protocole de RMN HRMAS sur les épidermes humains reconstruits pour I'étude de

I'activation métabolique de I'alcool cinnamique

A la lumiére de ces travaux, nous proposons dans ce travail de thése d’aller plus loin en
étudiant, dans des épidermes humains reconstruits, l'activation métabolique de la
Névirapine. Cet antirétroviral n’est pas appliqué sur la peau mais peut subir une activation

métabolique primaire dans le foie avant de déclencher de graves toxidermies.

IV. Réactivité de la 12-(**C)mésyloxy-Névirapine en phase liquide

En 2010, Antunes et ses collaborateurs®”® ont synthétisé et caractérisé des adduits entre
la 12-mésyloxy-Névirapine et des nucléophiles biologiques. La 12-mésyloxy-Névirapine, plus
soluble et plus réactive que le sulfate, permet de greffer la Névirapine a plusieurs types de
nucléophiles. Nous avons complété la base de données publiée par Antunes et al.?”® avec
une méthodologie différente en mettant en réaction dans un tube RMN la 12-(*3C)mésyloxy-
Névirapine avec des acides aminés nucléophiles. Les informations ainsi récoltées en phase
liquide faciliteront l'interprétation des spectres de RMN HRMAS acquis a partir des modéles

d’épidermes humains reconstruits incubés avec la Névirapine et ses dérivés.

IV.1. Acides aminés sélectionnés et protocole expérimental

Les acides aminés ont été sélectionnés pour leur réactivité vis-a-vis des xénobiotiques.
Cing acides aminés possédant un groupement nucléophile soufré, oxygéné ou aminé ont été

choisis : la cystéine (cys), la lysine (lys), la tyrosine (tyr), 'arginine (arg), et l'histidine (his)
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(Figure IV-7). Les extrémités N-terminales des acides aminés sont acétylées. Selon leurs
solubilités dans le solvant d’essai, les acides aminés N-acétylés ont été testés soit dans leur
version acide carboxylique, soit sous leur forme estérifiée. Les acides aminés ont d’abord été
testés en milieu aqueux. Pour la tyrosine, nous avons complété les études par des tests
dans le DMSO deutéré.

NH,
9 o SH
Lysine )J\N oL )]\N OR Cystsine
" H
(0]
R = H, N-Ac-Cys-OH
N-AC‘LyS-OMe etR = CH3’ N_AC_CyS_OMe
(0] X
)J\ )ﬁ(OR
N
(0]
N=A OH
~ NH
1 (0]
Histidine )J\N OH )J\N OR Tyrosine
H
O H I
HoN.___NH
N-Ac-His-OH R =H, N'AC-Tyr-OH
Arginine NH et R = CH,yCHj, N-Ac-Tyr-OEt
O
H
(0]
N-Ac-Arg-OMe

Figure IV-7 : Acides aminés sélectionnés pour les études de réactivité en solution de la 12-(**C)mésyloxy-

Névirapine

Pour les tests en milieu aqueux, I'acide aminé a été solubilisé dans un tampon phosphate
(pH 7,4). D’autre part, la 12-(**C)mésyloxy-Névirapine a été mise en solution dans
'acétonitrile deutéré (CDsCN). Ce mélange de solvants organique et aqueux se veut plus
proche des phénoménes observés dans les épidermes humains reconstruits qu'un solvant
organique seul. Juste avant la premiére analyse, 300 pL de chaque solution ont été prélevés
et mélangés avant de transférer ce milieu réactionnel dans un tube RMN. Les concentrations
des deux solutions ont été calculées afin de mettre en réaction dix équivalents d’acide aminé
pour un équivalent de 12-(**C)mésyloxy-Névirapine.



Chapitre IV 141

En ce qui concerne la tyrosine, des analyses complémentaires ont été réalisées dans le

DMSO deutéré pour des raisons de solubilité.

Un premier spectre RMN a été réalisé aprés 15 minutes (durée de la préparation du tube
et des acquisitions) puis au bout de 2 heures, 6 heures, 24 heures, 4 jours, et un mois. Au
bout d’'un mois, une expérience bidimensionnelle HSQC *'H-*C a été effectuée puis le
contenu du tube RMN a été repris et analysé par LC-MS afin de confirmer et compléter les
données (Figure 1V-8).

\
0=87°
/O (@)
H,'3C
HN %
Acides aminés
oz b
=N N" "N cp,eN/PBS
A ou DMSO-d6 RMN 1D '3C
12-(13C)Mésyloxy-Névirapine (15 min, 2 h, 6 h, 24 h, 4}, 1 mois)
RMN 2D HSQC
1 moi LC-MS
(1 mois) (ESI/ APCI)

Figure 1V-8 : Protocole expérimental mis en place pour I'analyse de la réactivité en solution de la 12-
(**C)mésyloxy-Névirapine

IV.2. Réactivité de la 12-(**C)mésyloxy-Névirapine en milieu aqueux
IV.2.a. Comportement de la 12-mésyloxy-Névirapine en I'absence d’acide aminé (tube
témoin)

Dans un premier temps, le comportement de la 12-mésyloxy-Névirapine dans le mélange
CDs;CN [/ tampon phophate a été étudié en série non substituée au carbone 13. Nous
souhaitions évaluer la vitesse d’hydrolyse de la molécule en 12-hydroxy-Névirapine (Figure
IV-9).

=0
o=%
(0] o OH 0
HN H,0 (tampon phosphate, pH = 7,4), HN HsC
CD3;CN \
SWh : SWHEE: -
12-OMs-NVP 12-OH-NVP

Figure 1V-9 : Hydrolyse de la 12-mésyloxy-Névirapine (12-OMs-NVP) dans le tube RMN
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En effet, une hydrolyse trop rapide nous aurait empéchés d’étudier sa réactivité vis-a-vis
de nucléophiles différents de I'eau. La 12-mésyloxy-Névirapine a été solubilisée dans le
mélange de solvant et des spectres RMN au bout de 15 minutes, 2 heures, 6 heures et 24
heures ont été réalisés (Figure 1V-10).

12-OMs-NVP + CD3CN / tampon phosphate. t =24 h

R » |

12-OMs-NVP + CD3CN / tampon phosphate. t=6 h

1

2-OMs-NVP + CD3CN /

j

|

tampon phosphate. t=2 h

|

12-OMs-NVP + CD3;CN / tampon phosphate. t = 15 min

12-OH-NVP
12-OMs-NVP —>| (-CH,0H, 61,0 ppm)
} | (-CH,OMs, 67,5 ppm)

n ] J

‘ {I ‘ ‘
T T T T T T T T T T T T T

T o ] : o N ! ! ! |
160 140 120 100 80 60 40 20 [ppm]

Figure IV-10 : Suivi cinétique de I'hydrolyse de la 12-mésyloxy-Névirapine (12-OMs-NVP) par RMN **C

L’hydrolyse du mésyle s’observe facilement par la disparition progressive du signal a 67,5
ppm au profit de I'apparition du signal correspondant a la molécule hydrolysée en 12-OH-

Névirapine, moins déblindé, a 61,0 ppm.

On observe qu’au bout de 24 heures dans ce milieu, il reste une quantité significative de
12-mésyloxy-Névirapine dans le tube RMN. Il est donc possible de travailler dans le mélange

CDsCN / tampon phosphate pour nos études de réactivité.

IV.2.b. Réactivité de la 12-(**C)mésyloxy-Névirapine avec les acides aminés en milieu

aqueux
« Réactivité de la 12-(**C)mésyloxy-Névirapine avec la cystéine

La 12-(**C)mésyloxy-Névirapine a été mise en réaction avec l'ester méthylique de la N-
aceétylcystéine. En bloquant le carboxylate de l'acide aminé, notre objectif était de former
uniquement des adduits avec la chaine latérale soufrée qui est la seule fonction nucléophile
restante (Figure IV-11).
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{SH} {SH:
o) U 0 S
T O
A LRy L e
v O o]
N-Ac-Cys-O~ N-Ac-Cys-OMe

Figure IV-11: Structures de la N-acétylcystéine, de son ester méthylique et groupements réactifs possibles
(entourés en pointillés)

La 12-(**C)mésyloxy-Névirapine est trés réactive vis-a-vis de la N-Ac-Cys-OMe (Figure
IV-12). En effet, il n’a fallu que le temps de préparation du tube et de I'acquisition RMN (15
minutes environ) pour consommer entiérement la 12-(**C)mésyloxy-Névirapine. Un adduit
(**C)61la se forme immédiatement, donnant des signaux dans la zone de déplacement
chimique attendue pour une liaison **CH,-S (32,1 ppm et 32,3 ppm). Le produit d’hydrolyse
(12-(**C)OH-NVP) a 60,7 ppm est également détecté dés les premiéres acquisitions. Au bout
de 4 jours, on observe 'apparition d’un signal faible (32,4 ppm) témoignant de la présence
d’une autre liaison *CH,-S appartenant a un adduit (**C)61b.

12-("3C)OMs-NVP + N-Ac-Cys-OMe, t = 4 jours

("3c)1b

(32,4 ppm)

«
3 .. |

12-("3C)OMs-NVP + N-Ac-Cys-OMe, t = 15 min
("*c)e1a
(32,1 et 32,3 ppm)
12-("3C)OH-NVP T

(60,7 ppm) ° . .
| |

: . T T . : . T T T : . T T . : . . . . : . T . . :
70 80 50 40 30 [ppm]

Figure IV-12 : Réactivité de la 12-(**C)mésyloxy-Névirapine (12-(**C)OMs-NVP) vis-a-vis de I'ester méthylique de

la N-acétylcystéine (les signaux correspondant a I'acide aminé non modifié sont indiqués par un rond bleu )

Dans nos études de réactivité en phase liquide, nous nous sommes apergus que les
adduits formés donnaient souvent des signaux «doublés» en RMN du carbone 13. En 2010,
Antunes et ses collaborateurs” ont fait la méme observation. Les auteurs ont montré que

ce phénoméne était di a la présence de deux conforméres en équilibre.
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La figure IV-13 représente I'équilibre conformationnel proposé par Antunes et al. dans le
cas d’un adduit avec le tryptophane.

[275]

Figure IV-13 : Equilibre conformationnel proposé par Antunes et al. pour expliquer la présence de signaux

RMN «doublés» correspondant aux adduits formés entre la 12-mésyloxy-Névirapine et le tryptophane

A I'échelle de temps de la RMN, la présence de deux conforméres est détectée a
température ambiante par des déplacements chimiques légérement différents. A 65 °C
(température de coalescence), les auteurs n’observent plus qu’un seul signal correspondant

a la moyenne des signaux des deux conforméres détectés a température ambiante.

Dans nos tests de réactivité, nous observons en moyenne une différence de 0,1 ppm entre

les deux signhaux, ce qui correspond aux résultats publiés par Antunes et ses collaborateurs.

En ce qui concerne le produit (**C)61a, nous envisageons une réaction de substitution
nucléophile de la chaine latérale soufrée de la N-acétylcystéine sur la 12-(**C)mésyloxy-

Névirapine. La molécule (**C)61b pourrait étre un produit d’hydrolyse de (**C)61a.
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Les structures proposées pour les produits (**C)61a et (**C)61b sont présentées dans le
tableau IV-2.

. 1 5 *H (ppm) .
Adduit 0 °C (ppm) 113 Structure proposée
(HSQC "H-°C)
O
)\\NH
o}
32,1 S~
Pc)6la 3,55 — 4,12 © 3cH

(0]
32,3* 7/ 2HN
74 \ ] N

Y

)\\NH

0
S~
(*c)61b 32,4 Non détecté OH ~ ¢y

o]
2HN
<\ iN/

Tableau IV-2 : Caractérisations par RMN des composés (**C)61a et (°*C)61b

*Présence de deux conforméres

Le mélange réactionnel a été analysé par LC-MS. Les ions moléculaires correspondants,
leurs rapports m/z et leurs temps de rétention sont présentés dans le tableau IV-3.

m/z
lon moléculaire Temps de rétention (min)
(ESI/APCI)
[(FC)61a+ H' 443 2,75
[(°C)61b + H] 429 2,55

Tableau IV-3 : Résultats LC-MS : analyses des ions moléculaires issus des adduits (**C)61a et (**C)61b

Les rapports m/z des ions moléculaires détectés confirment la présence de (**C)61a et de
son produit d’hydrolyse (**C)61b dans le milieu.
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Un test de réactivité a également été réalisé vis-a-vis de la N-acétylcystéine non estérifiée.
La 12-(**C)mésyloxy-Névirapine est complétement consommée au bout de quatre jours
(Figure IV-14).

12-("3C)OMs-NVP + N-Ac-Cys-OH, t = 4 jours

("3c)61b ??

(32,2 et 32,4 ppm) ]

EN
i il

(**c)e1c 12-('3C)OMs-NVP + N-Ac-Cys-OH,t=6 h
(63,3 et 63,4 ppm)

. 12-("3C)OH-NVP
\ (60,9ppm) . .
| |

12-("3C)OMs-NVP + N-Ac-Cys-OH, t = 15 min

12-("3C)OMs-NVP
(67,5 ppm)

v . o o

70 60 50 40 30 [ppm]

Figure IV-14 : Réactivité de la 12-(**C)mésyloxy-Névirapine (12-(**C)OMs-NVP) vis-a-vis de la N-
acétylcystéine (les signaux correspondant a I'acide aminé non modifié sont indiqués par un rond bleu °)

BN

Nous observons dés 6 heures a 60,9 ppm la formation par hydrolyse de la 12-
(**C)hydroxy-Névirapine (12-(**C)OH-NVP). Un second signal se trouvant dans la méme
zone de déplacement chimique (63,3 ppm et 63,4 ppm) témoigne de la présence d’un adduit
(**C)61c sous la forme de deux conforméres. Une autre espéce minoritaire donne deux
signaux dans la zone de déplacement chimique correspondant aux liaisons *CH,-S (32,2

ppm et 32,4 ppm).

La N-acétylcystéine non estérifiee posséde deux groupements nucléophiles: Ile

carboxylate et le thiol (Figure IV-15).

Figure IV-15 : Structure de la N-acétylcystéine et groupements réactifs possibles (entourés en pointillés)

En ce qui concerne le produit (**C)61c, nous envisageons une réaction du carboxylate sur
la 12-(**C)mésyloxy-Névirapine. Pour I'espéce minoritaire a 32,2 ppm et 32,4 ppm, une

substitution nucléophile du groupement thiol sur la 12-(**C)mésyloxy-Névirapine pourrait
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aboutir & I'adduit (**C)61b qui a déja été observé dans le test précédent. Cet adduit en
particulier reste hypothétique car nous n’avons qu’un déplacement chimique de référence
(32,4 ppm). Les structures des adduits envisagés sont représentées dans le tableau IV-4.

5 *H (ppm)

Structure proposée
(HSQC *H-C)

Adduit 5 °C (ppm)

63,3 0-
*c)6lc 5,18 — 5,28 SH ""PCH,

(@]
63,4*
74 \ ] AN

A

)\\NH

0]
32,2

S~ 0
13 13
(Pc)e1b ? a0 40 3,69 —3,95 OH CHz

Tableau IV-4 : Caractérisations par RMN des composés (*°C)61c et (*°C)61b

*Présence de deux conforméres

Le milieu réactionnel a été analysé par LC-MS. Les adduits (*C)61c et (**C)61b proposés
ont une masse identique de 428,47 g.mol™, mais un seul ion moléculaire [M+H]" possédant
un rapport masse sur charge (m/z) de 429 a été détecté. Il semblerait qu'un seul de ces deux
produits se trouve dans le mélange. D’aprés le temps de rétention du produit détecté en LC-
MS (2,76 minutes), il ne s’agirait pas de (**C)61b dont le temps de rétention serait de 2,55
minutes (Tableau IV-3). Nous pensons donc que I'adduit (*3C)61b n’est pas présent dans le
mélange. Or, un signal correspondant & une liaison **CH,-S est visible sur les spectres RMN
a 32,2 et 32,4 ppm.

D’autres ions moléculaires ont été détectés par LC-MS dans des quantités faibles avec
des rapports m/z plus élevés. Les m/z font penser aux produits (**C)61d, (**C)6le, et
(**C)61f.
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La N-acétylcystine, formée par oxydation a partir de deux molécules de N-acétylcystéine,
a également été détectée. Les ions moléculaires, leurs rapports m/z et les temps de
rétention des adduits (**C)61c-f sont présentés dans le tableau IV-5.

3 ) m/z Temps de i
lon moléculaire Structure proposée

(ESI/APCI) rétention (min)
(0]
)\\ NH

\\(O
\
S

H CH, HN
49

A

[(*C)61c + H] 429 2,76

Oﬁ/ HN
HO NH \\\(
. \
[(*C)61d + H] 590 2,60 o)\L & Owgy 9
S HN

O\
S 3¢
[(*C)6Le + H' 694 3,02 13¢f], "N
ﬁ

G

13
Cha HN

13 + O O
[("C)61f + H] 855 3,00 )\(NH \\\
(]

S’S CHZHN

A

Tableau IV-5 : Résultats LC-MS : analyses des ions moléculaires issus des adduits (**C)61c-f
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Comme nous l'avons mentionné précédemment, le produit (**C)61b ne semble pas se
former lors de la réaction de la 12-(**C)mésyloxy-Névirapine avec la N-acétylcystéine.
Pourtant, nous avons détecté par RMN une liaison *CH,-S & 32,2 et 32,4 ppm. Parmi les
structures proposées dans le tableau IV-5, la seule possédant une liaison *CH,-S est
(**C)61e. Les signaux RMN & 32,2 et 32,4 ppm pourraient donc étre dus a cet adduit et non
a (**C)61b comme nous le soupgonnions au départ.

 Réactivité de la 12-(**C)mésyloxy-Névirapine avec la lysine

La solubilité de la N-acétyllysine dans le milieu CD3CN / tampon phosphate a été testée.
Visuellement, la solution semblait homogéne mais lors de I'aquisition RMN, il n’a pas été
possible de réaliser les opérations de «shim» de fagon a obtenir des signaux bien résolus et
un spectre exploitable. En observant le milieu réactionnel aprés quelques minutes de repos,
deux phases bien distinctes apparaissent dans le tube RMN. Les phases organiques
(CDsCN) et aqueuse (tampon phosphate) ne sont pas miscibles en présence de N-
acetyllysine.

Les tests de réactivité vis-a-vis de la N-acétyllysine ont donc été réalisés avec son ester
méthylique (N-Ac-Lys-OMe) (Figure IV-16).

12-("3C)OMs-NVP + N-Ac-Lys-OMe, t = 4 jours

; L A | U
12-(13C)OMs-NVP + N-Ac-Lys-OMe, t =6 h

("3c)62b
(62,7 et 62,8 ppm)
N | I 1 I {l
12-('3C)OMs-NVP + N-Ac-Lys-OMe, t = 15 min
12-(13C)OMs-NVP
(67,5 ppm) 12-('3C)OH-NVP ("3c)62a
(61,0 ppm) (41,8 ppm)
A . ° ‘~__ . . . oo
! o l ~ {

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
T0 60 50 a0 30 [ppm]

Figure IV-16 : Réactivité de la 12-(**C)mésyloxy-Névirapine (12-(**C)OMs-NVP) vis-a-vis de I'ester méthylique de

la N-acétyllysine (les signaux correspondant a I'acide aminé non modifié sont indiqués par un rond bleu ¢)

La 12-(**C)mésyloxy-Névirapine réagit rapidement avec la N-Ac-Lys-OMe puisque dés la
premiére aquisition, on observe I'apparition d’'une nouvelle espéce (**C)62a donnant un
signal dans la zone de déplacement chimique attendue pour une liaison **CH,-N (41,8 ppm).

La 12-(**C)OH-Névirapine, produit d’hydrolyse du mésyle, se forme rapidement.
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Un second adduit (**C)62b est détectable au bout de six heures sous la forme de deux

conforméres a l'origine de deux signaux a 62,7 ppm et 62,8 ppm.

Le tableau IV-6 présente les structures proposées pour les molécules (**C)62a et (**C)62b.
Le produit (**C)62a pourrait étre formé par substitution nucléophile de la chaine latérale
aminée de la lysine sur la position benzylique activée de la 12-(**C)mésyloxy-Névirapine.
Pour le produit (**C)62b, le déplacement chimique observé en RMN *3C serait en accord
avec un adduit de type *CH,-O. Il pourrait étre issu d’une réaction de transestérification
entre la N-Ac-Lys-OMe et la 12-(**C)OH-Névirapine libérée par hydrolyse du mésyle.

5 *H (ppm)
(HSQC *H-C)

o} ((
(**c)62a 41,8 4,58 — 4,88

1
A
P

NH
/\/\\\ L
62,7 H2N /

(*C)62b 4,78 — 4,97 H,13C 0

62,8* HN

Tableau IV-6 : Caractérisations par RMN des composés (*°C)62a et (*°C)62b

Adduit 5 °C (ppm) Structure proposée

*Présence de deux conforméres

Les analyses LC-MS ont permis de valider la présence de (**C)62a dans un mélange
réactionnel contenant également la 12-(**C)OH-Névirapine (Tableau IV-7). L'ion moléculaire

issu de I'adduit proposé (**C)62b n’a pas été détecté.

m/z
lon moléculaire (ESVAPCI) Temps de rétention (min)
[(°C)62a + H]" 468 2,16

Tableau IV-7 : Résultats LC-MS : analyse de I'ion moléculaire issu de I'adduit (**C)62a
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e Réactivité de la 12-(**C)mésyloxy-Névirapine avec I'histidine

Selon le méme protocole, la 12-(**C)mésyloxy-Névirapine a été mise en réaction avec la N-
acétylhistidine. Pour des raisons de solubilité, nous n’avons pas testé son dérivé estérifie.
Comme pour la cystéine et la lysine, nous avons observé dés la premiére acquisition (15
minutes) une espéce (**C)63a dans la zone attendue pour une liaison **CH,-O (63,1 ppm)
(Figure IV-17). Une deuxiéme molécule (**C)63b est détectable par RMN au bout de deux
heures et ses signaux RMN '*C augmentent avec le temps (47,0 ppm et 47,1 ppm). Le
produit (**C)63b semble se présenter sous la forme de deux conforméres avec deux
déplacements chimiques |égérement différents. Enfin, un troisiéme adduit (**C)63c
comporterait deux carbones substitués au carbone 13. Il fait son apparition au bout de deux
heures et est bien visible au bout de six heures. La molécule (**C)63c donne des signaux
«doublés», ce qui nous laisse penser a nouveau a la présence dun équilibre
conformationnel dont le basculement serait plus lent que I'échelle de temps de la RMN a la

température d’acquisition (25 °C).

————————————————————————————— y i h i ("*c)e3¢
1 (Pcesc L (*c)B3b || | (46,95
: (62,99 N N ; ‘ 12-("3C)OMs-NVP + N-Ac-His-OH, t = 4 jours
|(1%C)63a 63.03 ) " Al et 47,02 ppm) :
(e et 63,03 ppm) |} [ ; :
N ' L y
s 1] S
************************ N | i
””” 12-("3C)OMs-NVP + N-Ac-His-OH, t =6 h
13,
(3c)63a  12-("*C)OH-NVP (°C)63b

(63,1 ppm) (61,0 ppm) (47,0 et 47,1 ppm)

i I ’ I I

12-("3C)OMs-NVP + N-Ac-His-OH, t = 15 min
12-(13C)OMs-NVP

(67,5 ppm)
T

70 60 50 40 30 [ppm]

Figure IV-17 : Réactivité de la 12-(**C)mésyloxy-Névirapine (12-(**C)OMs-NVP) vis-a-vis de la N-

acétylhistidine (les signaux correspondant a I'acide aminé non modifié sont indiqués par un rond bleu ¢)

Le tableau IV-8 donne les structures proposées pour les trois adduits (**C)63a-c. Le
produit (**C)63a serait issu d’une réaction de I'extrémité carboxylate de I'acide aminé sur la
12-(**C)mésyloxy-Névirapine 12-(**C)39. L’adduit (**C)63b correspondrait & une réaction de
substitution nucléophile entre la 12-(**C)mésyloxy-Névirapine et 'un des atomes d’azote du
noyau imidazole. Enfin, le produit minoritaire (**C)63c pourrait étre constitué de N-

acétylhistidine doublement substituée par la 12-(**C)Névirapine.
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Chapitre IV
5 *H (ppm
Adduit 5 °C (ppm) (?p 13) Structure proposée
(HSQC 'H-C)
&
N HN O
= A
HN\)\\\‘
(*C)63a 63,1 5,095, 28 O-13¢y

OW@N 0
47,0 —-13

*c)63b 5,15 - 5,38 HO CHa

47,1%
' 7 \ ] N

46,95 o N
:\
47,02* MN\‘BCH 0
5 0 2HN
(*c)63c 62,99 Non détectable 0 3oy
63,03* NH 7 N

Tableau IV-8 : Caractérisations par RMN des composés (13C)63a-c

*Présence de deux conforméres

Les adduits (**C)63a et (**C)63b ont la méme masse molaire (462,47 g.mol™?). Les
analyses LC-MS du milieu réactionnel montrent la présence d’un seul produit qui génére un
ion moléculaire [M+H]* possédant un rapport m/z de 463. La molécule (**C)63c a également

été détectée. Le tableau IV-9 donne les temps de rétention ainsi que les rapports m/z des

ions moléculaires issus de ces adduits.

m/z
lon moléculaire Temps de rétention (min
(ESI/APCI)
*C)63a+ H] ou [(°C)63b + H] 463 2,16
[(
[(°C)63c + H] 728 2,61

Tableau IV-9 : Résultats LC-MS : analyses des ions moléculaires issus des adduits (**C)63a-c
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e Réactivité de la 12-(**C)mésyloxy-Névirapine avec l'arginine

Le troisieme nucléophile aminé testé est I'arginine. Comme avec la N-acétyllysine, le
mélange N-acétylarginine / 12-(**C)mésyloxy-Névirapine dans I'acétonitrile deutéré et le
tampon phosphate aboutit & une séparation de phases au bout de quelques minutes. Nous
avons donc utilisé I'ester méthylique de la N-acétylarginine (N-Ac-Arg-OMe).

Un adduit (**C)64a est détecté par RMN **C dés les premiéres quinze minutes de réaction
(Figure IV-18). L'intensité du signal associé (41,7 ppm) augmente régulierement au cours du
temps. La zone de déplacement chimique correspond & la formation d’une liaison **CH,-N.
Une autre molécule (**C)64b donne deux signaux dans la zone de déplacement chimique
des liaisons *CH,-O (62,6 ppm et 62,7 ppm) et nous observons le signal du produit
d’hydrolyse  12-(**C)OH-Névirapine. La 12-(**C)mésyloxy-Névirapine est entiérement
consommeée au bout de 24 heures.

12-("3C)OMs-NVP + N-Ac-Arg-OMe, t = 24 h

s I J 1]

12-("3C)OMs-NVP + N-Ac-Arg-OMe, t = 6 h

("3c)e4b
(62,6 et 62,7 ppm)

-~ J Ji ]

12-("3C)OMs-NVP + N-Ac-Arg-OMe, t = 15 min

12-('3C)OMs-NVP
(67,5 ppm) 12-(13C)OH-NVP (1°C)64a
EN (61,0 ppm) (41,7 ppm)

| - ] o L1

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
70 60 50 40 30 [ppm;

Figure IV-18 : Réactivité de la 12-(**C)mésyloxy-Névirapine (12-(**C)OMs-NVP) vis-a-vis de I'ester méthylique de

la N-acétylarginine (les signaux correspondant a I'acide aminé non modifié sont indiqués par un rond bleu ¢)

Le produit (**C)64a pourrait étre issu d’une réaction de la chaine latérale de 'acide aminé
sur la 12-(**C)mésyloxy-Névirapine. Ladduit (**C)64b pourrait se former par
transestérification entre la N-Ac-Arg-OMe et la 12-(**C)OH-Névirapine. Les structures

proposées pour les adduits (**C)64a et (**C)64b sont représentées dans le tableau IV-10.
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. 1 5 *H (ppm) .
Adduit 0 ~°C (ppm) 113 Structure proposée
(HSQC 'H-**C)
\
o O
(0]
iy
My .
H
NH
13 HN\(
(°C)64a 41,7 4,55 - 4,90
HN\13CH (0]
ZHN
NH
HzN\(
HN
o 0
62,6 )L
(**c)64b 4,63 —4,95 N Y
62,7* \13CH

(0]
2HN
Tableau IV-10 : Caractérisations par RMN des composés (**C)64a et (**C)64b
*Présence de deux conformeéres

Les produits (**C)64a et (**C)64b ont une masse molaire de 495,55 g.mol™* et 481,52

g.mol™?, respectivement. lls n'ont pas été détectés en LC-MS.
e Réactivité de la 12-(**C)mésyloxy-Névirapine avec la tyrosine

La 12-(**C)mésyloxy-Névirapine a également été mise en réaction avec la N-
acétyltyrosine. Nous n’avons pas testé son ester éthylique dans le mélange CD3;CN / tampon
phosphate car il n’y est pas soluble. Nous présentons dans une partie ultérieure de ce
chapitre des études de réactivité avec la N-acétyltyrosine et avec son ester éthyliqgue (N-Ac-
Tyr-OEt) dans le DMSO deutéré.

Dés les premiéres minutes de réaction, un nouveau produit (**C)65 apparait, donnant des
signaux a 62,8 et 62,9 ppm (Figure 1V-19). La encore, nous envisageons la présence de
deux conformeres. L’adduit continue a se former sur quatre jours. Le produit d’hydrolyse (12-

(**C)OH-NVP) est également observé & 61,0 ppm.
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12(13C)OMs-NVP + N-Ac-Tyr-OH, t = 4 jours
(*3c)65
(62,8 et 62,9 ppm) 12-("3C)OH-NVP

. 61,0
. \l ((’ ppm)
> . . .
L

| i |

12('3C)OMs-NVP + N-Ac-Tyr-OH, t=6 h

. | | |

12('3C)OMs-NVP + N-Ac-Tyr-OH, t = 15 min

12-("3C)OMs-NVP
(67,5 ppm)

N

70 60 50 40 30 ppm,

Figure IV-19 : Réactivité de la 12-(**C)mésyloxy-Névirapine (12-(**C)OMs-NVP) vis-a-vis de la N-acétyltyrosine
en milieu aqueux (les signaux correspondant a I'acide aminé non modifié sont indiqués par un rond bleu *)

En ce qui concerne I'adduit (**C)65, deux structures au moins peuvent correspondre au
déplacement chimique obtenu car la N-acétyltyrosine posséde deux groupements

nucléophiles possibles (Figure IV-20).

N-Ac-Tyr-O~

Figure IV-20 : Structure de la N-acétyltyrosine et groupements réactifs possibles (entourés en pointillés)

En effet, puisque l'acide aminé n’est pas protégé a l'extrémité C-terminale, on peut
s’attendre & une réaction du carboxylate sur la 12-(**C)mésyloxy-Névirapine comme nous
'avons observé pour certains acides aminés précédemment étudiés. Le carbone 13 de la
liaison **CH,-O formée donnerait un signal dans la zone de déplacement chimique observée
(62,8 ppm et 62,9 ppm). Néanmoins, d’aprés les simulations RMN, une réaction de la 12-
(**C)mésyloxy-Névirapine avec la partie phénol de 'acide aminé serait également & l'origine
d’une liaison *CH,-O dont le carbone 13 peut donner un signal dans la méme zone. Les

deux structures proposées sont présentées dans le tableau IV-11.
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Adduit 5 *°C (ppm) 8 *H (ppm) Structure proposée

O OH
O
any
N
H

(0]
13 62,8 oubien O
(TC)65 5,00 - 5,27 /O o /O o
62,9 H,'*C HN H;°G HN
A0 D

Tableau IV-11 : Caractérisation par RMN du composé (13C)65

*Présence de deux conforméres

Les deux adduits possédent la méme masse moléculaire de 488,51 g.mol™. En LC-MS, on
détecte bien un ion moléculaire [(**C)65 + H]" de rapport m/z égal a 489. La molécule (**C)65
associée possede un temps de rétention de 2,83 minutes. Ces données valident la formation
d’'un adduit avec la N-acétyltyrosine mais ne nous permettent pas de trancher entre les deux

structures proposées dans le tableau IV-11.
IV.3. Réactivité de la 12-(**C)mésyloxy-Névirapine en milieu organique

Pour aller plus loin dans nos études de réactivité de la 12-(**C)mésyloxy-Névirapine vis-a-
vis de la tyrosine, nous avons réalisé des tests en milieu organique. En effet, les études en
milieu aqueux ne nous ont pas permis de déterminer la structure de I'adduit (**C)65 (Tableau
IV-11). Nous avons envisagé la formation d’'un adduit soit avec I'extrémité C-terminale de
l'acide aminé, soit avec sa chaine latérale phénol. Afin d’obtenir des références de
déplacements chimigue pour chacun de ces adduits, nous avons comparé les résultats
obtenus en mettant en réaction la 12-(**C)mésyloxy-Névirapine avec la N-acétyltyrosine
d’'une part, et avec I'ester éthylique de cet acide aminé d’autre part. En effet, tandis que la N-
acétyltyrosine posséde deux groupements nucléophiles, la protection de la fonction acide
carboxylique permet d’étudier uniquement la réactivité de la chaine latérale phénol de cet
acide aminé (Figure IV-21).
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+ OH |
0}
O
P -
H
)
N-Ac-Tyr-OH N-Ac-Tyr-OMe

Figure IV-21 : Structures de la N-acétyltyrosine, de son ester éthylique et groupements réactifs possibles
(entourés en pointillés)

Nous avons donc utilisé le DMSO qui solubilise bien les deux versions de cet acide aminé

afin de pouvoir comparer les données.
IV.3.a. Comportement de la 12-mésyloxy-Névirapine dans le DMSO deutéré

Pour commencer, nous avons étudié la réactivité de la 12-mésyloxy-Névirapine dans le
DMSO deutéré en I'absence d’acide aminé. La molécule a été solubilisée dans le solvant
deutéré et des analyses par RMN ont été réalisées au bout de quinze minutes, deux heures,
six heures, un jour et quatre jours. Les spectres obtenus au bout de quinze minutes, six

heures et quatre jours sont présentés dans la figure IV-22.

12-OMs-NVP + DMSO-d6, t = 4 jours

67

S L

12-OMs-NVP + DMSO-d6, t =6 h

66 12-OH-NVP
(71, 8 ppm) (-CH,0H, 58,9 ppm)
] B
o [ N
12-OMs-NVR + DMSO-d6, t = 15 min
12-OMs-NVP
(-CH,OMs, 66,3 ppm)
T

150 100 50 ppm)

Figure IV-22 : Réactivité de la 12-mésyloxy-Névirapine (12-OMs-NVP) vis-a-vis du DMSO deutéré
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Au bout de six heures, un nouveau produit 66 est détecté dans le mélange (71,8 ppm)
ainsi que le produit d’hydrolyse (12-OH-NVP, 58,9 ppm). Aprés quatre jours, le milieu
réactionnel contient la 12-mésyloxy-Névirapine, un peu de produit d’hydrolyse, le produit 66
et une nouvelle molécule 67 (190,7 ppm). Le rapport entre les trois produits 39, 37, 66 et 67
dans le mélange au bout de quatre jours est de 1: 0,39 : 1,19 : 0,14. Afin de caractériser les
molécules 66 et 67, des analyses plus poussées (DEPT 135, HSQC *H-*C, HMBC *H-*C)
ont été effectuées.

La molécule 66 donne un signal caractéristique dans la zone de déplacement chimique
correspondant aux liaisons CH,-O (71,8 ppm). Il pourrait s’agir d’'un adduit formé avec le
DMSO deutéré utilisé comme solvant (et donc en large exces). En effet, le DMSO posséde
un caractére nucléophile par son atome d’oxygéne. On peut donc envisager une réaction de
substitution nucléophile comme l’illustre la figure IV-23.

HsC CD;
2 £=0 D,/
DsC” " CDs 5 o)
1 HN Substituti éophil o HsG
upstitution nuclieopnile \
7\ T - 200 W
or o™
i SNTONTONE NS NT N 3
/S\
A A
Solvant deutéré 12-mésyloxy-Névirapine 39 66

Figure IV-23 : Réaction envisagée entre la 12-mésyloxy-Névirapine et le DMSO deutéré utilisé comme solvant

Les analyses RMN 1D montrent des signaux tres proches pour 66 et la 12-mésyloxy-
Névirapine. En deux dimensions, les taches de corrélation sont superposées. Nous
souhaitions surtout observer une corrélation entre les protons du CH, benzyliqgue (multiplet
entre 5,37 ppm et 5,60 ppm) et les carbones portant les atomes de deutérium. Ces atomes
sont séparés par quatre liaisons et deux hétéroatomes, la corrélation n’est pas visible en

HMBC. |l est difficile de confirmer cette structure qui reste donc hypothétique.

En ce qui concerne la molécule 67, nous avons supposé la formation de la 4-formyl-
Névirapine aprés avoir repéré les signaux typiquement déblindés des aldéhydes en RMN du
carbone 13 (190,7 ppm) et du proton (10,62 ppm). Ces deux signaux sont effectivement
corrélés dans l'analyse HSQC. Les signaux attribués au produit 67 en RMN du proton

correspondent d’ailleurs a ceux qui ont été publiés en 1995 par Grozinger et al.*

pour la 4-
formyl-Névirapine. Des corrélations ont été détectétes en RMN bidimensionnelle
hétéronucléaire 'H-*C a longue distance (HMBC). Elles valident la structure de 67 et sont

illustrées dans la figure 1V-24.
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(a)

10,67 ppm |:|‘

8,40 ppm §H N A

4-formyl-Névirapine 67 4-formyl-Névirapine 67

Figure IV-24 : Corrélations observées en HMBC entre les protons du cycle pyridine et le carbonyle de la 4-formyl-
Névirapine 67 (a) et entre le proton aldéhydique de 67 et les carbones du cycle pyridine (b)

L’ensemble des analyses confirme donc l'oxydation dans le DMSO deutéré de la 12-

mésyloxy-Névirapine en 4-formyl-Névirapine 67.

Pour expliquer la formation de I'aldéhyde 67, un mécanisme réactionnel passant par 66 et
analogue a ceux des oxydations réalisées en présence de DMSO (oxydation de Kornblum

par exemple) peut étre proposé (Figure IV-25).

D
/D‘NIBase

I _5=0 D,c-&77 D
DsC” CDs © o o o)
I AN Substituti léophil HN HsC
upstitution nucieopniie \
Wb AW
K_)(Ia + O \O
Y N N N N )
DsC ® CD;
Solvant deutéré  12-mésyloxy-Névirapine 39 66
D
3
D3C—g#~ D
H
o= o S 0
HN HN
74 N 74 N
DsC__CD,H + \ / \ /

AT "AC
4-formyl-Névirapine 67

Figure IV-25 : Proposition de mécanisme pour la formation de la 4-formyl-Névirapine 67
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IV.3.b. Réactivité de la 12-(**C)mésyloxy-Névirapine avec la tyrosine dans le DMSO
deutéré

La 12-(**C)mésyloxy-Névirapine a été mise en réaction avec dix équivalents de N-
acetyltyrosine dans le DMSO deutéré. La réaction a été suivie régulierement par RMN
pendant un mois. La figure IV-26 montre les analyses RMN °C réalisées au bout de quinze

minutes, un jour, une semaine et un mois.

12('3C)OMs-NVP + N-Ac-Tyr-OH, t = 1 mois

12('3C)OMs-NVP + N-Ac-Tyr-OH, t = 7 jours

12('3C)OMs-NVP + N-Ac-Tyr-OH, t = 24 h

4-("3C)67
(190,7 ppm)
. (*3c)66
(71,8 ppm) .

N Lo

s .

12('3C)OMs-NVP + N-Ac-Tyr-OH, t = 15 min

12-("3C)OH-NVP
12-("3C)OMs-NVP | (58,9 ppm)
(66,3 ppm)

v

. - - - . - - - . - - - . - - - . - - - - - : : -
180 160 140 120 100 30 80 [ppm

Figure IV-26 : Réactivité de la 12-(**C)mésyloxy-Névirapine (12-(**C)OMs-NVP) vis-a-vis de la N-acétyltyrosine

en milieu organique (les signaux correspondant a I'acide aminé non modifié sont indiqués par un rond bleu ¢)

Nous avons observé I'apparition de I'adduit (**C)66 (71,8 ppm) dés les deux premiéres
heures de réaction. Il ne semble pas stable car il n’est plus détectable au bout de deux
semaines. La 4-(*3C)formyl-Névirapine 4-(*3C)67 (190,7 ppm) se forme réguliérement au
cours du temps, tout comme le produit d’hydrolyse 12-(**C)hydroxy-Névirapine (12-(**C)OH-
NVP, 58,9 ppm). Aucune réaction n'a été observée avec l'acide aminé. Aprés deux
semaines dans ces conditions, la 12-(**C)mésyloxy-Névirapine est complétement

consommeée. Les analyses RMN n’évoluent plus, méme aprés un mois de réaction.
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Les analyses LC-MS confirment la présence, au bout d’'un mois de réaction, de la 12-
(**C)OH-NVP et de la 4-(**C)formyl-Névirapine 4-(**C)67. Le tableau IV-12 donne le temps
de rétention de I'aldéhyde 4-(**C)67 ainsi que que le rapport m/z de I'ion moléculaire détecté

en spectrométrie de masse.

m/z
lon moléculaire Temps de rétention (min)
(ESI/APCI)

[4-(°C)67 + H]” 282 1,66

Tableau IV-12 : Résultats LC-MS : analyse de I'ion moléculaire issu de la 4-(**C)formyl-Névirapine 4-(**C)67

Le méme protocole a été appliqué a l'ester éthylique de la N-acétyltyrosine avec des
résultats identiques. Aucune réaction avec 'acide aminé n’est observée. Au bout d’'un mois,
le milieu réactionnel contient 'aldéhyde 4-(**C)67, le produit d’hydrolyse, et 'acide aminé

utilisé en excés (10 équivalents).
IV.4. Conclusion

L’hypothése de travail se base sur la sulfatation enzymatique de la 12-OH-Névirapine en
12-OH-Névirapine sulfate, métabolite supposé toxique par formation d’adduits antigéniques

avec les protéines de la peau.

Nous avons décrit dans cette section du chapitre la réactivité en phase liquide de la 12-
(**C)mésyloxy-Névirapine vis-a-vis de certains acides aminés, choisis pour leurs propriétés
nucléophiles. Analogue de la 12-(**C)OH-Névirapine sulfate, le mésyle posséde une
réactivité supérieure. Il nous a donc permis de greffer des acides aminés a la 12-
(**C)Névirapine afin d’établir des références de déplacements chimiques pour différents

types d’adduits. La présence de la plupart de ces adduits a été confirmée par LC-MS.

Les acides aminés non estérifiés réagissent par leurs groupements acides carboxyliques.
Certains adduits sont détectés en RMN du carbone 13 sous la forme de deux conformeres.
Dans le DMSO deutéré, la 12-(**C)mésyloxy-Névirapine est oxydée en 4-(**C)formyl-
Névirapine. La tyrosine et son ester éthylique ont été testés dans ce milieu organique mais
aucune réaction n'a été observée. Ces analyses complétent les travaux publiées par
Antunes et ses collaborateurs?”® sur la formation d’adduits entre la 12-mésyloxy-Névirapine
et des nucléophiles modéles. Les tableaux IV-13 et IV-14 présentent la base de données
ainsi élaborée. Elle permet de faciliter I'interprétation des spectres de RMN HRMAS acquis a
partir des modéles d’épidermes humains reconstruits incubés avec la 12-(**C)Névirapine et

ses dérivés.
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Acide aminé Produit Solvant RMN d'°C-12 (ppm) & *H (ppm)
N-Acétylcystéine (**c)6ic CDsCN /PBS :33 f* 5,18 - 5,28
N-Acétylhistidine (**C)63a CDsCN/PBS 63,1 5,09 - 5,28

VA

O
O

o)
>_
HN

N-Boc-histidine |4N \ DMSO-d6 62,0 5,17 -5,34

"

HN NVP
Synthétisé par Antunes et al.?"®
. N 2,
N-Acétylarginine (**c)64b CDsCN/ PBS :2 76* 4,63 — 4,95
H,N YNH
HN

Arginine DMSO-d6 50,3 3,57 - 3,88

NVP/A\H ©

OH

Synthétisé par Antunes et al.?”®

Tableau 1V-13 : Caractérisations RMN d’adduits formés entre la Névirapine (NVP) et des acides aminés, liés par
leurs extrémités N-terminales ou C-terminales
*Présence de deux conformeéres

O
HN

/\ /\

A

NVP =
N
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Nucléophile Produit Solvant RMN 5 **C-12 (ppm) d *H (ppm)
32,2
(13C)61b CDs;CN/PBS 32 ’4* 3,69 — 3,95
N-Acétylcystéine Egalement synthétisé
par Antunes et al.?”® 325 301.421
Acétone-d6 32,3* ' 7]
(Antunes et al [275]) (Antunes et al.“"™)
Ester méthylique de la 13 32,1
N-acétylcystéine *c)6la CDsCN/PBS 323 3,55-4,12
Ester méthylique de 2c)62a CD:CN / PBS 41,8 4,68 — 4,97
la N-acétyllysine
. 47,
N-Acétylhistidine (**c)63b CDsCN / PBS 47 f* 5,09 - 5,28
ster méthylique de 13
E ) . (TC)64a CD3;CN/PBS 41,7 4,55 -4,90
la N-acétylarginine
O
) or 28,0
Tryptophane AN\ HaN DMSO-d6 o6 2" 4,13 - 4,46
NVP ’
Synthétisé par
Antunes et al.”"™
OH
HZN//, (e}
HN (0]
. 30,5 3,75-3,77
Glutathion o DMSO-d6 30,7+ 417 - 421

/E NVP
O

Synthétisé par
Antunes et al.?™®

Tableau 1V-14 : Caractérisations RMN d’adduits formés entre la Névirapine (NVP) et des nucléophiles modéles,

liés par leurs chaines latérales
*Présence de deux conformeéres
O
HN

74
NVP = \__ \
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V. Etude par RMN HRMAS de la réactivité de la 12-(**C)Névirapine et
de ses dérivés dans des épidermes humains reconstruits

Dans la section précédente, nous avons mis a profit la réactivité en phase liquide de la 12-
(**C)mésyloxy-Névirapine vis-a-vis de certains acides aminés afin d’établir une base de
données de déplacements chimiques correspondant a différents types d’adduits. Dans cette
partie, nous proposons d’aller plus loin en nous approchant au maximum du devenir
épidermique in vivo de la Névirapine, de la 12-OH-Névirapine et de son sulfate. Le systéme
12-(**C)Névirapine / épiderme humain reconstruit a donc été analysé en RMN HRMAS. La

base de données établie en phase liquide permet de faciliter I'interprétation des spectres.

Nous évoquons d’abord le mode opératoire utilisé, de la réception des modéles EpiSkin®

au laboratoire jusqu’a I'acquisition des données en RMN HRMAS. Les résultats des analyses
du systéme 12-(**C)Névirapine / EpiSkin® par RMN HRMAS sont ensuite exposés.

V.1. Mode opératoire

V.1l.a. Manipulation des épidermes humains reconstruits

Le protocole employé pour la manipulation des épidermes humains reconstruits EpiSkin®

s'inspire de celui publié en 2013™ qui avait été développé pour la manipulation des
épidermes reconstruits SkinEthic® (Figure IV-27). Les épidermes humains reconstruits sont
remis en culture dés leur réception au laboratoire et aprés 24 heures a 37 °C dans une étuve
a CO,, les molécules substituées au carbone 13 sont appliquées a leur surface. Les peaux
sont remises a incuber le temps souhaité, rincées a I'eau et congelés a -80 °C. Les inserts
de RMN HRMAS sont préparés par carrotage de la peau congelée (-30 °C) et 'analyse se
faita 4 °C.
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Préparation des épidermes

Réception des épidermes
humains reconstruits (J13)
au laboratoire

¢ Traitement des épidermes
Remise en culture Application des molécules
24 heures, 37 °C —» | substituées au carbone 13
dans une étuve a CO, a la surface des épidermes

f

Incubation a 37 °C
le temps souhaité
(étuve a COy)

'

Lavage des épidermes

al'eau
¢ RMN HRMAS
e o Préparation des échantillons
C lat -80 °C
ongelation a - (inserts) & -30 °C

f

Intégration des inserts
dans les rotors HRMAS

{

Analyse par RMN HRMAS
a4-°C

Figure IV-27 : Protocole général pour la manipulation et I'analyse des épidermes humains reconstruits
V.1.b. Acquisitions RMN HRMAS

Les acquisitions RMN HRMAS sont réalisées au service de RMN de la Faculté de Chimie
de Strasbourg, a une fréquence proton de 500,03 MHz. Le spectrométre est équipé d’une
sonde HRMAS de 4 mm triple résonance (*H, **C et *P). L’échantillon est maintenu & 4 °C
par un flux d’air asséché, maintenant ainsi une certaine stabilité métabolique de I'échantillon
pendant I'analyse. L’échantillon est mis en rotation a 3502 Hz afin de garder les bandes

latérales de rotation loin de la région spectrale d’intérét.

Nous avons réalisé des expériences 2D de type HSQC H-*C. Ces expériences sont

constituées de plusieurs ségquences :

1. Séquence 1D 'H «one pulse», couplée & une présaturation de I'eau inspirée de la
méthode du Watergate.

2. Séquence 1D 'H CPMG, également couplée a une présaturation de l'eau. Cette
séquence filtre les signaux correspondant aux lipides et aux macromolécules contenus dans
I'épiderme, permettant ainsi une meilleure observation des signaux d’intérét.

3. Séquence 2D 'H-'*C hétéronucléaire HSQC.
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4. Séquence 1D 'H CPMG avec présaturation de I'eau. Ce spectre CPMG permet de

contrbler la qualité de I'échantillon.
V.2. Comportement du modéle EpiSkin® en présence de DMSO

Insolubles dans 'acétone et dans la plupart des solvants organiques a la concentration de
0,4 M, la 12-(**C)Névirapine, la 12-(**C)OH-Névirapine et son sulfate ont été appliquées sur
les épidermes humains reconstruits en solution dans le DMSO.

Le DMSO est un trés bon solvant avec un pouvoir de pénétration cutanée élevé.”’® || est
d’ailleurs réguliérement utilisé comme véhicule pour faire pénétrer des substances dans des

cultures cellulaires de peau, notamment dans des épidermes humains reconstruits. 2327278l

Cependant, il a été montré qu’il pouvait induire des modifications des cellules de la peau.?™

Nous avons donc préparé un échantillon témoin en appliguant 30 uL de DMSO sur
I'épiderme avant une incubation de 24 heures a 37 °C. La peau a ensuite été décollée de
son support et rincée abondamment a 'eau milliQ. Des études réalisées au laboratoire ont
montré que ce ringage était nécessaire pour éliminer I'excés de DMSO n’ayant pas pénétré

dans I'épiderme et perturber le moins possible I'acquisition des données.?**

La figure IV-28 permet de comparer qualitativement le profil métabolique de I'échantillon

traité par le DMSO avec I'échantillon «blanc».

EpiSkin + DMSO + ringage, t =24 h

DMSO
472,74 ppm

| Lactate

(1,33 ppm) X |
L»WMMJWM MJMK

s

_ ki Ly

EpiSkin non traité, t = 24 h

Glycine .
Alanine
(3,56 ppm) (1,48 ppm)

\

GPCho Choline
(3,24 p{:ﬂ)(3,21 ppm
|

s -
S L b Ln

T
1 epm]

Figure IV-28 : Spectres 1D 'H de I'épiderme non traité et de 'épiderme incubé avec du DMSO
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Par comparaison avec les données publiées en 2013 sur les interactions de I'acétone avec
les épidermes humains reconstruits SkinEthic®“ le DMSO semble influencer davantage le
métabolome du modéle EpiSkin®. Les modifications clairement visibles sont une
augmentation des signaux issus du lactate (1,33 et 4,13 ppm), de la choline (3,20 ppm) et de
la glycérophosphocholine (GPCho, 3,23 ppm), tandis que les signaux dus a la glycine (3,56
ppm) et a 'alanine (1,48 ppm) diminuent.

La figure 1V-29 montre la superposition du spectre issu de I'expérience 2D HSQC de
I'échantillon blanc non traité (en bleu) avec celui obtenu a partir de I'échantillon traité par le
DMSO (en rouge).
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Figure IV-29 : Spectre 2D HSQC 'H-1BC de I’épiderme traité par le DMSO superposé au spectre de I'épiderme
non traité

Le spectre montre une saturation de la tache de corrélation due au DMSO (2,74 / 41,4
ppm). Malgré un ringage abondant permettant d’éliminer le solvant n’ayant pas pénétré dans
I'épiderme, une quantité importante de DMSO reste visible sur le spectre. Cette observation
confirme le pouvoir de pénétration élevé de cette molécule. Par effet de saturation, certains
métabolites de I'épiderme ne sont plus détectés. Ce phénoméne doit étre pris en compte
dans l'interprétation des résultats de RMN HRMAS.
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V.3. Application de la 12-(*3C)Névirapine et de ses dérivés sur les épidermes
humains recontruits

Aprés avoir analysé par RMN HRMAS un échantillon «blanc» non traité et vérifié I'effet du
DMSO sur les épidermes humains reconstruits, nous avons appliqué la 12-(**C)Névirapine,
la 12-(**C)OH-Névirapine, la 12-(**C)OH-Névirapine sulfate et la 12-(**C)mésyloxy-
Névirapine sur les épidermes humains reconstruits.

Afin de réaliser un suivi cinétique du devenir de chaque molécule dans la peau, nous
avons préparé plusieurs échantillons avec des temps d’incubations différents (Tableau IV-
15).

Molécule Solvant Temps d’'incubation
12-(°C)Névirapine
( 33 P DMSO, 0,4 M, 30 pL 8h,24h,48 h
(12-(°C)NVP)
12-(**C)OH-Névirapine
13 DMSO, 0,4 M, 30 pL 1h,8h,24h,48h
(12-(°C)OH-NVP)
12-(**C)OH-Névirapine sulfate
13 DMSO, 0,4 M, 30 pL 1h,8h,24h
(12-(""C)OH-NVP sulfate)
12-(**C)mésyloxy-Névirapine ]
Acétone / DMSO (9 /1), 0,4 M, 30 pL 1h,8h,24h

(12-(*3*C)OMs-NVP)

Tableau 1V-15 : Solvants, concentrations, volumes et temps d’incubations utilisés pour I'incubation des molécules
substituées au carbne 13 avec les épidermes humains reconstruits

Toutes les molécules ont été appliquées a une concentration de 0,4 M avec un volume de
30 pL. Hormis la 12-(**C)mésyloxy-Névirapine, les molécules ont été solubilisées dans le
DMSO. La 12-(**C)mésyloxy-Névirapine a pu étre mise en solution dans un mélange
d’acétone et de DMSO.

V.3.a. Etude par RMN HRMAS du comportement de la 12-(**C)Névirapine dans les
épidermes humains reconstruits

La 12-(**C)Névirapine a été appliquée sur les épidermes humains reconstruits en solution
dans le DMSO (Figure IV-30). Afin de suivre son éventuelle activation métabolique dans
I'épiderme, nous avons préparé trois échantillons avec des temps d’incubations différents : 8
heures, 24 heures et 48 heures.
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Figure IV-30 : Protocole mis en place pour I'’étude de I'activation métabolique de la 12-(13C)Névirapine dans les

épidermes humains reconstruits

Nous nous sommes apercus que la 12-(**C)Névirapine en solution dans le DMSO & 0,4 M
ne pénétrait pas correctement dans I'épiderme, malgré la capacité élevée de ce solvant a
faire pénétrer les substances qu'il solubilise. La 12-(*3C)Névirapine semble précipiter sur
I'épiderme tandis que le DMSO y entre en grande partie, laissant une certaine quantité de
12-(*3C)Névirapine sous la forme d’une poudre blanche mouillée par le solvant & la surface
de I'épiderme. La pénétration de la 12-(**C)Névirapine semble cependant s’améliorer au
cours du temps.

En raison de cette mauvaise pénétration, la quantit¢é de 12-(**C)Névirapine dans
I'épiderme est plus faible que nous le souhaitions. Les expériences hétéronucléaires *H-*C
en deux dimensions (HSQC) font tout de méme apparaitre des taches de corrélation
correspondant & la molécule, ce qui confirme qu’une partie de la 12-(**C)Névirapine est
entrée dans I'épiderme.

En ce qui concerne le profil métabolique, le spectre 1D *H CPMG de I'épiderme non traité

et ceux des échantillons traités a la 12-(**C)Névirapine montrent peu de différences.

La figure IV-31 présente les superpositions des spectres issus des expériences 2D des
échantillons incubés avec la 12-(**C)Névirapine pendant 24 heures (Figure 1V-31a) et 48
heures (figure IV-31b) avec celui de I'épiderme blanc. Les spectres obtenus a 8 heures et

24 heures ne montrent aucune évolution.
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Figure IV-31: Spectres 2D HSQC 'H-Bc (superposés au blanc) de I'épiderme aprés 24 heures d’'incubation avec
la 12-(**C)Névirapine (12-(**C)NVP) (a) et aprés 48 heures d'incubation (b)

Dans I'épiderme, la 12-(**C)Névirapine semble subir peu de modification.
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Au bout de 48 heures, une nouvelle tache de corrélation apparait (2,40 et 18,3 ppm) dans
une zone trés proche de la corrélation due & la position substituée de la 12-(**C)Névirapine
(2,39 et 19,7 ppm). Ces déplacements chimiques nous indiquent que le méthyle benzylique
de la Névirapine (position substituée au carbone 13) n’est pas modifi€. Nous émettons deux
hypothéses pour expliquer la présence de ce signal.

Premierement, nous savons que, dans le foie, la Névirapine peut étre prise en charge par
plusieurs CYP450 pour aboutir & des métabolites hydroxylés. En particulier, les 2-, 3-, et 8-
OH-Névirapine sont des métabolites hépatiques connus. lls ont été caractérisés par RMN et
les déplacements chimiques en solution des méthyles benzyliques correspondants sont

proches de ceux de la Névirapine (Figure 1V-32).[80:147.280]

2,22 /18,2 ppm 2,13

(DMSO-dg) (a) (CDCly) (
2,33/17,6 ppm HO
DMSO-d
74 \ / N Sous famil e( 6) / \
o=y % szG
74 \ / N
2-OH-NeV|rap|ne 3-OH-Névirapine
NeV|rap|ne 1
CYP3A4
CYP2B6
CYP2D6
2,30
(DMSO-dg) (c) 0
HN

/\ /\80H

B g "
8-OH-Névirapine

Figure 1V-32 : Métabolites hépatiques différents de la 12-OH-Névirapine et déplacements chimiques décrits en
solution par Antunes et al.®” (a), Klunder®® (b) et Grozinger et al.**" (c).

Nous pouvons proposer une prise en charge de la Névirapine par des CYP450
épidermiques qui aboutirait a des métabolites semblables. Pour verifier cette hypothése, il
serait intéressant de réaliser une extraction a partir des échantillons d’épidermes puis une
analyse LC-MS avant d’envisager de substituer d’autres positions de la Névirapine au
carbone 13.

La seconde hypothése repose sur une modification du groupement cyclopropylamine. Le
métabolisme oxydatif des cyclopropylamines a été beaucoup étudié car ce groupement
inhibe I'activité de certaines enzymes a CYP450.1%%
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Par analogie avec les travaux publiés dans la littérature sur d’autres molécules
cyclopropylaminées,!”®>7¢78282 |3 Névirapine pourrait étre prise en charge dans I'épiderme par
un sytéme enzymatique d’oxydoréduction (CYP450, monoamines oxydases, peroxydases...)

2831 at/ou

pour donner de petites molécules électrophiles d’'une part (cyclopropanone
acroléine), et la Névirapine N-déalkylée d’autre part (Figure IV-33). Les analyses RMN de la
Névirapine N-déalkylée en solution ont été publiées dans la littérature et les déplacements
chimiques du méthyle benzylique (2,28 et 17,8 ppm), proches de ceux de la Névirapine (2,33
et 17,6 ppm), pourraient également correspondre au signal détecté dans les épidermes (2,40

et 18,3 ppm).[284

2,33/17,6 ppm 2,28/17,8 ppm
(DMSO-dg) 0 (DMSO-dg) o
HN Oxydation enzymatique HN
7 \ / N\, (CYP450, MAO, peroxydase...) Vi N
>—=0 et/ou =0 + \ /
~ N — o :/_ ~ N —
N N ! N H N
A Cyclopropanone Acroléine Névirapine N-déalkylée
Névirapine 1

Figure IV-33 : Transformation métabolique proposée pour le groupement cyclopropylamine de la Névirapine

Afin d’étudier le devenir de la cyclopropylamine dans les épidermes humains reconstruits,
une substitution au carbone 13 de ce groupement devra étre envisagée (positions 13 et/ou
14 de la Névirapine) (Figure 1V-34) afin de détecter par RMN HRMAS la formation de

cyclopropanone et/ou d’acroléine dans les épidermes humains reconstruits.

HN Oxydation enzymatique
g \ / N (CYP450, MAO, peroxydase...) 1
> 13c= t/ H'°C=0
— N _ LC (0] et/ou Yy ”
N ) N
13
CH 13
/\ 1-(3C)Cyclopropanone  1-('3C)Acroléine
13-("3C)Névirapine N
Névirapine
N-déalkylée
HN Oxydation enzymatique
J N\, (CYP450, MAO, peroxydase...) H.13C —0 —0
- 2 etlou _q3./ et/ou —
— \ N / _ I%O =13CH H213C_/_ ?
N N
Z\?’ 2-("3C)Cyclopropanone  2-('3C)Acroléine 3-(13C)Acroléine
CH,
14-("3C)Névirapine o
Névirapine
N-déalkylée

Figure 1V-34 : Propositions de substitutions au carbone 13 pour I'étude de I'activation métabolique du

groupement cyclopropylamine de la 12-(**C)Névirapine
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Nous ne détectons pas de 12-(**C)OH-Névirapine (4,81, 62,3 ppm). La 12-(**C)Névirapine
ne serait donc pas hydroxylée en position 12 dans les épidermes humains reconstruits

(Figure 1V-35), ce qui corrobore I'hypothése selon laquelle le métabolite alcool se formerait

dans le foie.

OH
H,13C O h,13¢” 0

HN Epidermes humains HN
it
é\ﬁ\ I N rec%rw s e\g\ I N

12-("3C)Névirapine 12-("3C)OH-Névirapine

Figure IV-35 : Réaction d’hydroxylation de la 12-(*3C)Névirapine, non observée dans les épidermes

V.3.b. Etude par RMN HRMAS de linteraction de la 12-(**C)OH-Névirapine avec les

épidermes humains reconstruits

Selon I'hypothése proposée par Sharma et al.,® la 12-OH-Névirapine serait produite &
partir de la Névirapine dans le foie et diffuserait a travers I'organisme jusqu’a I'épiderme pour
y étre sélectivement activée en 12-OH-Névirapine sulfate par une sulfotransférase
épidermique. Afin de vérifier cette hypothése, la 12-(**C)OH-Névirapine a été appliquée sur

les épidermes humains reconstruits (Figure 1V-36)
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Activation métabolique ?

Figure IV-36 : Protocole mis en place pour I'étude de I'activation métabolique de la 12-(**C)OH-Névirapine dans
les épidermes humains reconstruits
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Nous avons remarqué, lors de lapplication de la 12-(**C)OH-Névirapine sur les
épidermes, que sa pénétration cutanée était meilleure que celle la 12-(**C)Névirapine méme

si une petite quantité de résidu solide reste a la surface de I'épiderme.

Les spectres HSQC obtenus aprés incubation de la 12-(**C)OH-Névirapine dans les
épidermes humains reconstruits pendant 1 heure et 48 heures sont présentés dans les
figures IV-37a-b. Nous n'observons pas de différence entre 1 heure, 8 heures et 24 heures.

Comme nous l'avons fait pour la 12-(**C)Névirapine, ces spectres ont été superposés avec

celui de I'échantillon non traité.
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Figure IV-37 : Spectres 2D HSQC 'H-1c (superposés au blanc) de I'épiderme aprés 1 heure d’'incubation avec la
12-(*C)OH-Névirapine (12-(**C)OH-NVP) (a) et aprés 48 heures d’'incubation (b)

La 12-(**C)Névirapine est présente en faible quantité dans le produit appliqué sur les

épidermes, la tache de corrélation correspondante (2,39 et 19,7 ppm) est donc détectée.

Au bout de 48 heures, une nouvelle tache de corrélation (4,82 et 62,1 ppm) apparait, trés
proche du signal di & la 12-(**C)OH-Névirapine (4,81 et 62,3 ppm), nous indiquant qu’une
transformation pourrait avoir lieu & une position différente de celle qui a été substituée au
carbone 13. Ce résultat n’est pas sans rappeler celui obtenu avec la 12-(**C)Névirapine. Par

analogie, nous émettons deux hypotheses.

Dans un premier temps, comme nous I'avons mentionné précédemment, il a été montré
lors des études de métabolisme que la Névirapine subissait des hydroxylations dans le foie
pour donner les 2-, 3- et 8-OH-Névirapine. Nous proposons une transformation métabolique

similaire dans les épidermes humains reconstruits & partir de la 12-(**C)OH-Névirapine
(Figure IV-38).
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Figure IV-37 : Métabolites hypothétiques issus de la 12-(**C)OH-Névirapine

Afin de vérifier cette hypothése, les positions 2, 3 et 8 de la 12-OH-Névirapine pourraient

étre substituées au carbone 13.

Nous pouvons également suggérer une transformation du groupement cyclopropylamine

similaire & celle évoquée pour la Névirapine, aboutissant & la 12-(**C)OH-Névirapine N-
déalkylée (Figure IV-39).

13 ,OH
H,°C

HN Oxydation enzymatique HN
a \ / N (CYP450, MAO, peroxydase...) J N
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N A N N H N

12-("3C)OH-Névirapine
N-déalkylée

0 OH 4
2

12-("3C)OH-Névirapine Cyclopropanone Acroléine

Figure IV-39 : Transformation métabolique proposée pour le groupement cyclopropylamine de la 12-(**C)OH-
Névirapine

Comme nous l'avons vu dans le cas de la Névirapine, nous suggérons une substitution au
carbone 13 de la 12-OH-Névirapine au niveau du groupement cyclopropylamine afin
d’étudier cette voie métabolique.

Aucune activation de la fonction alcool n’a été observée. En particulier, la 12-(**C)OH-
Névirapine sulfate (5,22, 67,9 ppm) n'‘a pas été détectée dans les épidermes humains
reconstruits (Figure IV-40).
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Figure 1V-40 : Réaction de sulfatation de la 12-(13C)OH-Névirapine, non observée dans les épidermes

Les travaux de Sharma et al.®™ reposent sur la sulfatation de la 12-OH-Névirapine dans

I'épiderme, mais nos résultats ne confirment pas cette hypothése.

V.3.c. Etude par RMN HRMAS de P’interaction de la 12-(**C)OH-Névirapine sulfate avec

les épidermes humains reconstruits

La réactivité de la 12-(**C)OH-Névirapine sulfate vis-a-vis des épidermes humains
reconstruits a également été analysée par RMN HRMAS. Nous souhaitions vérifier si ce
métabolite, supposé toxique, était capable de former des liaisons covalentes avec les
nucléophiles de la peau (Figure IV-41). La 12-(*3C)OH-Névirapine sulfate a été incubée avec

les épidermes humains reconstruits pendant 1 heure, 8 heures et 24 heures.
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Figure IV-41 : Protocole mis en place pour I'étude de la réactivité de la 12-(**C)OH-Névirapine sulfate dans les

épidermes humains reconstruits
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Visuellement, la pénétration cutanée du sulfate est meilleure que celles de la 12-

(**C)Névirapine et de l'alcool. Nous n’avons pas observé de résidu solide a la surface des

épidermes.

Les spectres HSQC obtenus pour les trois temps d’incubation sont présentés dans la

figure IV-42.
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Figure IV-42 : Spectres 2D HSQC 'H-Bc (superposés au blanc) de I'épiderme aprés 1 heure d’'incubation avec la
12-(**C)OH-Névirapine sulfate (12-(**C)OH-NVP sulfate) (a), aprés 8 heures d'incubation (b) et aprés 24 heures
d’incubation (c)

La 12-(**C)Névirapine est présente en faible quantité dans le produit appliqué sur les
épidermes, le signal correspondant (2,39 et 19,7 ppm) est donc présent dans les deux
premiers spectres. A 24 heures, il est possible que la Névirapine ait diffusé vers le milieu de

culture ou ait été métabolisée.

Une nouvelle tache de corrélation apparait au bout de 24 heures dans une zone
relativement blindée (0,98 et 11,4 ppm). Son intensité augmente a 48 heures. Il est peu
probable que ce signal soit issu de la position de type benzylique que nous avons substituée
au carbone 13 car elle est habituellement déblindée. Nous attribuons donc cette tache de
corrélation soit a une position non substituée d'un dérivé de la Névirapine, soit a un

métabolite de la peau qui se formerait en quantité suffisante pour étre détecté.

Les déplacements chimiques de cette tdche de corrélation sont caractéristiques d’'une
chaine carbonée aliphatique. Dans la structure de la Névirapine et de ses dérivés, le
groupement cyclopropyle est la seule chaine aliphatique. Les signaux obtenus en RMN 'H
des protons CH, du cycle, situés dans un cbne de blindage, ont des déplacements
chimiques faibles qui pourraient éventuellement correspondre a la corrélation détectée

(environ 0,30 ppm et 0,90 ppm pour la Névirapine et ses dérivés).
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Cependant, en RMN du **C, les signaux sont plus blindés (entre 8 et 9 ppm) (Figure IV-
43) que la tache de corrélation détectée (11,4 ppm). Il est donc peu probable que le signal
provienne de ce groupement.

o
2
o
/O O
H,'3C

HN

N

N
0,46 et 0,94 ppm 4&
9,50u 9,8 ppm |

(DMsO-de) ~.___A

(0]

12-(3C)OH-Ngvirapine sulfate

Figure 1V-43 : Déplacements chimiques du groupement cycloproylamine (-CH,) de la 12-(13C)OH-Névirapine
sulfate obtenus en phase liquide

Dans les tables de déplacements chimiques disponibles dans la littérature,?®>?% |eg

données RMN de l'acide 2-aminobutyrique sont trés proches du signal détecté dans les
épidermes (Figure IV-44).

O
o7 ~\/\HJ\OH
0,97 /11,1 (a)
0,97 /11,2 (b) NH»

(D20)
Acide 2-aminobutyrique

Figure 1V-44 : Déplacements chimiques en phase liquide (D,O) de 'acide 2-aminobutyrique publiés dans les
bases de données Human Métabolome Database®® (a) et Biological Magnetic Resonance Data Bank®®®! (b)

Une production importante de cet acide aminé dans I'épiderme pourrait étre a I'origine de
ce signal. Cependant, nous ne pouvons expliquer un tel comportement de I'épiderme.
L’origine de la corrélation a 0,98 et 11,4 ppm reste pour I'heure inconnue.

Aucun adduit avec les nucléophiles de I'épiderme n’est observable. De fagon surprenante,
la 12-(*3C)OH-Névirapine sulfate n’est pas non plus hydrolysée en alcool dans la peau. En
effet, méme aprés 48 heures d'incubation, aucune trace de 12-(**C)OH-Névirapine
(corrélation attendue a 4,81 et 62,3 ppm) n’est détectée (Figure 1V-45).
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Figure IV-45 : Réactivité envisagée de la 12-(**C)OH-Névirapine sulfate dans les épidermes, non observée

La formation de 12-(**C)OH-Névirapine sulfate dans la peau et sa réactivité vis-a-vis des
protéines épidermiques est I'hypothése la plus défendue dans la littérature pour expliquer la
toxicité de la Névirapine. Or, nous n’avons détecté aucune interaction entre cette molécule et
les épidermes humains reconstruits. Elle semble dailleurs plutét chimiquement stable
puisque son produit d’hydrolyse n’a pas été observé, méme aprés 24 heures dans un milieu
contenant pourtant beaucoup d’eau. La stabilité du sulfate va a I'encontre des hypothéses de
Sharma et al.®*#! basées sur une forte réactivité de ce métabolite.

V.3.d. Etude par RMN HRMAS de linteraction de la 12-(**C)mésyloxy-Névirapine avec

les épidermes humains reconstruits

La 12-(**C)mésyloxy-Névirapine, qui est un électrophile modéle plus réactif que le sulfate,
a été étudiée afin de confirmer que la réactivité¢ de dérivés activés de la 12-(*3C)OH-
Névirapine pouvait étre observée par RMN HRMAS dans les épidermes humains
reconstruits. La 12-(**C)mésyloxy-Névirapine a donc été appliquée sur les épidermes avec
des temps d’incubations identiques a ceux choisis pour le sulfate : 1 heure, 8 heures et 24
heures (Figure IV-46).
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Figure IV-46 : Protocole mis en place pour I'étude de la réactivité de la 12-(**C)mésyloxy-Névirapine dans les

épidermes humains reconstruits

La 12-(**C)mésyloxy-Névirapine pose beaucoup moins de problémes de solubilité que la
Névirapine, l'alcool et le sulfate. Lors des essais de réactivité en phase liquide, nous avons
observé une certaine réactivité de la 12-(**C)mésyloxy-Névirapine avec le DMSO. Nous
avons donc réduit au maximum la proportion de DMSO dans le solvant utilisé pour
I'application sur les épidermes humains reconstruits. |l a été possible d’utiliser un mélange 9
/ 1 d’acétone et de DMSO. Visuellement, la 12-(**C)mésyloxy-Névirapine en solution dans ce

mélange de solvant semble bien pénétrer dans I'épiderme.

Les spectres HSQC obtenus au bout de 1 heure, 8 heures et 24 heures sont présentés

dans la figure IV-47.
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Figure IV-47 : Spectres 2D HSQC 'H-Bc (superposés au blanc) de I'épiderme aprés 1 heure d’incubation avec la
12-(**C)mésyloxy-Névirapine (12-(**C)OMs-NVP) (a), aprés 8 heures d'incubation (b) et aprés 24 heures
d’incubation (c)

Le signal correspondant & la 12-(**C)Névirapine (2,39 et 19,7 ppm) est présent dans les
spectres a 1 heure et 8 heure car cette molécule est présente dans le produit appliqué sur
les épidermes. A 24 heures, en raison du phénoméne de diffusion ou d’une prise en charge

par le métabolisme, la 12-(*3C)Névirapine n’est plus détectée.

Apres une heure d’incubation, nous observons une tache de corrélation intense
correspondant a la 12-(**C)mésyloxy-Névirapine (deux tAches de corrélation dues & un
systéme AB: 5,57 et 69,8 ppm, 557 et 69,8 ppm). L’intensité de ce signal est plus
importante que celle des sighaux obtenus pour les autres molécules substituées appliquées
sur les épidermes. Cela confirme notre premiere impression sur une meilleure pénétration
dans I'épiderme de la 12-(**C)mésyloxy-Névirapine. Au bout de 8 heures, la quantité de 12-
(**C)mésyloxy-Névirapine a beaucoup diminué et & 24 heures, le produit n’est plus détecté.
Comparée a la 12-(**C)OH-Névirapine sulfate, la 12-(**C)mésyloxy-Névirapine semble donc

bien plus réactive dans I'épiderme.

Au bout d’une heure d’incubation, la 12-(**C)OH-Névirapine (4,81 et 62,3 ppm), produit

d’hydrolyse de la 12-(**C)mésyloxy-Névirapine, est présente dans la peau (Figure IV-48).
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Figure IV-48 : Hydrolyse de la 12-(**C)mésyloxy-Névirapine observée dans les épidermes humains reconstruits

La 12-(**C)OH-Névirapine connait ensuite une évolution particuliere. A 8 heures et 24
heures, deux autres corrélations trés proches de celle issue de cet alcool sont détectées. Au
moins deux autres produits seraient des dérivés de la 12-(**C)OH-Névirapine dans lesquels
la postion 12 ne serait pas modifiée. Cette observation est en adéquation avec les résultats

obtenus lors de I'application de la 12-(**C)OH-Névirapine sur les épidermes.

Une nouvelle tdche de corrélation apparait au bout d'une heure dans une zone
relativement blindée (0,98 et 11,4 ppm). Ce produit correspond a celui qui avait été observé
au bout de 24 heures lors de I'étude de la 12-(**C)OH-Névirapine sulfate. Son intensité est

gualitativement la méme dans les trois spectres.

Enfin, trois signaux sont détectés dés 1 heure d’incubation (4,05 / 34,1 ppm, 3,87 / 33,8
ppm et 3,80 / 34,3 ppm). Ces nouvelles tadches de corrélation traduisent la formation
d’adduits entre la 12-(**C)mésyloxy-Névirapine et les épidermes humains reconstruits. Ces
produits présentent des déplacements chimiques caractéristiques des adduits formés entre
la 12-(**C)mésyloxy-Névirapine et les nucléophiles soufrés (cystéine, glutathion) identifiés en
RMN liquide. La 12-(**C)mésyloxy-Névirapine, par opposition au sulfate, est donc capable de

modifier les résidus soufrés endogenes des épidermes humains reconstruits (Figure 1V-49).

4,05/ 34,1 ppm
3,87 /33,8 ppm
H5;C o 3,80 /34,3 ppm
g7~ 549/69,8 ppm o .
o° \O . \S .
H13C<-- O 13C‘ O
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74 N 74 N
@ / 0
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2-("°C)Mésyloxy-Névirapine X = Glutathion, Cystéine...

Figure IV-49 : Formation d’adduits entre la 12-(**C)mésyloxy-Névirapine et des résidus soufrés présents dans

I'épiderme
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VI. Conclusion

Les travaux de Sharma et al.,B®4

proposent que la Névirapine soit métabolisée dans le
foie en 12-OH-Névirapine, molécule non réactive qui diffuserait vers I'épiderme ou elle serait
transformée en 12-OH-Névirapine sulfate, capable de modifier les protéines épidermiques et

de déclencher une toxidermie.

Nos travaux montrent que la 12-OH-Névirapine ne se formerait pas dans les épidermes
humains reconstruits, ce qui corrobore I'hypothése de sa formation dans le foie. Cependant,
plusieurs observations ne permettent pas de confirmer 'hypotése de Sharma et al..[t*2

Premiére observation : aucune activation de la 12-(**C)OH-Névirapine en sulfate n’a été
détectée.

Pourtant, d’autres transformations métaboliques peuvent étre observées. En effet, les
épidermes humains reconstruits ont la faculté de métaboliser la 12-(**C)Névirapine et la 12-
(**C)OH-Névirapine. Ces molécules subiraient certaines transformations n’affectant pas la
position substituée au carbone 13, nous n’avons donc pas de certitudes a propos de la ou
des réaction(s) mise(s) en jeu. Cependant, deux hypothéses au moins peuvent étre émises.
Par analogie avec le métabolisme hépatique de la Névirapine, la 12-(**C)Névirapine et la 12-
(**C)OH-Névirapine pourraient étre prises en charge par un ou plusieurs CYP450 pour
donner un ou des métabolite(s) hydroxylé(s) en positions 2, 3 et/ ou 8 (Figure IV-50).

R
137 0 13
RSN Hy "
R
2\N N /

HO A \/\ /\

R = H, 12-("3C)Névirapine
R = OH, 12-("3C)OH-Ngvirapine

CYP

R
H,'3C o

HN
=N g N~ ?

Figure IV-50 : Voies métaboliques d’hydroxylation proposées pour la 12-(**C)Névirapine et son dérivé alcool
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Nous proposons €galement une voie métaboligue impliguant le groupement
cyclopropylamine. En effet, certaines molécules cyclopropylaminées peuvent étre N-
déalkylées par des systémes d’oxydoréduction (CYP450, monoamines oxydases,
peroxydases...) qui libérent en paralléle de I'acroléine et/ou de la cyclopropanone (Figure
IV-51). Ces dérives trés électrophiles pourraient alors réagir avec les résidus nucléophiles
des protéines épidermiques.

1307 0 130 o)
H2 c . . H2 C

{jl—i\N Oxydation enzymatique HN
7 \ / N, (CYP450, MAO, peroxydase...) J N\

> >—0 etlou =0 + \ / ?

N A N N H N

R = H, 12-("3C)Névirapine Cyclopropanone Acroléine
R = OH, 12-("3C)OH-Ngvirapine

Figure IV-51 : Voie métabolique proposée pour le groupement cyclopropylamine de 12-(13C)Névirapine et de son

dérivé alcool

Deuxiéme observation : de facon surprenante, la 12-(**C)OH-Névirapine sulfate n’interagit
pas avec les épidermes humains reconstruits. Alors que ce sulfate benzylique devrait étre
particulierement activé, aucune réaction d’hydrolyse et aucune autre réactivité n’est
observée. Des essais en solution réalisées au sein du laboratoire canadien de Jack Uetrecht
ont d’ailleurs montré que le sulfate était relativement stable, méme en présence de bases

telles que la lysine ou 'ammoniac.?®”!

Troisieme observation : les épidermes humains reconstruits sont capables de réagir avec
un dérivé activé de la Névirapine. En effet, la 12-(**C)mésyloxy-Névirapine forme des adduits
avec certains nucléophiles soufrés de I'épiderme. L’observation d’adduits est essentielle car
elle valide la faculté des épidermes humains reconstruits a réagir avec un dérivé activé de la
Névirapine. L’absence d’interaction de la 12-(*3C)OH-Névirapine sulfate avec les épidermes

résulte donc de la faible réactivité de cette molécule.
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Conclusion générale et perspectives

Souvent réduite a son réle de barriére physique, la peau est un organe métabolique a part
entiere. En effet, elle est équipée de nombreux systemes enzymatiques de détoxication
ayant pour but de transformer les xénobiotiques en substances facilement éliminables.!?
Malheureusement, il peut arriver que les métabolites ainsi générés soient plus réactifs que la
molécule initiale et conduisent a des pathologies telles que les toxidermies
médicamenteuses. A I'heure actuelle, il n’existe aucun traitement curatif. Seuls l'interruption
du traitement et les soins locaux peuvent soulager les patients qui gardent souvent des
séquelles psychologiques importantes.® En ce sens, il est important de pouvoir évaluer le
potentiel toxique des médicaments en comprenant les mécanismes a lorigine des
toxidermies. Cela reste un véritable défi car leur nature imprévisible rend les essais chez

’'hnomme quasiment impossibles et les modeéles animaux sont rares.

I. Problématique de these

La Névirapine (Figure 1) est un médicament antirétroviral qui inhibe la transcriptase
inverse du VIH de type 1. En association avec d’autres antirétroviraux, elle est trés prescrite
aux patients victimes du virus du SIDA, notamment pour limiter le risque de transmission de

la mére a I'enfant.

HN
/\ /\

Figure 1 : Structure de la Névirapine

Malgré ses bénéfices thérapeutiques, la Névirapine peut provoquer de graves effets
secondaires hépatiques. Elle provoque également des Iésions cutanées chez 9% des
patients. Si la plupart des effets secondaires cutanés sont modérés, 16% des patients
atteints souffrent de graves toxidermies qui mettent en jeu leur pronostic vital.®® Ces effets

indésirables médicamenteux, rares et imprévisibles, sont appelés réactions idiosyncratiques.

Les mécanismes immunitaires a I'origine des réactions idiosyncratiques sont pour I'heure
méconnus. Des preuves indirectes montrent que la plupart de ces réactions ne seraient pas
induites par le médicament lui-méme, mais par un ou plusieurs métabolite(s) généré(s) par le

métabolisme des xénobiotiques.® Ces molécules sont nommées pro-hapténes.



Conclusion générale et perspectives 189

Les premiers travaux consacrés a la toxidermie induite par la Névirapine ont été réalisés
dans un modéle animal développé dés le début des années 2000.%%®1 Cependant, & I'échelle
moléculaire, les deux étapes clés impliguées dans Tlinduction d'une toxidermie
médicamenteuse par un pro-hapténe seraient la bioactivation de la molécule et la formation
d’'un compléxe antigénique entre 'hapténe ainsi généré et une protéine épidermique. La
compréhension des mécanismes réactionnels qui régissent ces phénomenes passe donc

par la chimie.

Il existe peu de protocoles permettant d’analyser a I'échelle moléculaire la bioactivation
d’un médicament dans la peau humaine et de mettre en évidence l'interaction des molécules
potentiellement toxiques avec I'épiderme. Depuis le début des années 2010, le laboratoire
de Dermatochimie travaille sur un nouveau modéle d’étude des interactions hapténes-
protéines basé sur l'utilisation d’épidermes humains reconstruits associés a la RMN HRMAS.
La technique a été utilisée avec succes pour étudier le devenir dans la peau de plusieurs
allergénes de contact.*5?33%4 Dans le travail de thése ici présenté, le protocole épiderme
humain reconstruit / RMN HRMAS a été appliqué pour la premiére fois a I'étude d’un
médicament administré par voie orale et qui n’entre pas en contact avec la surface de la
peau. Cette substance subit des transformations métaboliques de phase | dans le foie avant

de rejoindre I'épiderme.

Il. Hypothese de travail et objectifs

L’hypothése principale de ce travail de thése est basée sur des résultats issus d’études in
vivo réalisées chez le rat et in vitro sur des homogénats de peau humaine.®8384 | 5
Névirapine, prise par voie orale, serait métabolisée dans le foie par un cytochrome P450 en
un intermédiaire hydroxylé, la 12-OH-Névirapine. Ce métabolite primaire non réactif pourrait
diffuser jusqu’a I'épiderme pour y étre sélectivement pris en charge par une sulfotransférase.
La 12-OH-Névirapine sulfate ainsi formée serait suffisamment réactive pour alkyler les
protéines épidermiques et déclencher la réponse immunitaire a I'origine des toxidermies

(Figure 2).
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Figure 2 : Hypothése de travail
La Névirapine se préte donc parfaitement aux objectifs de ce travail de thése qui ont été :

- D’étudier par RMN HRMAS l'activation métabolique du principe actif d’'un médicament et

d’'un de ses métabolites primaires hépatiques dans des épidermes humains reconstruits,

- D’analyser les interactions entre les métabolites éventuellement générés et les

épidermes humains reconstruits.

[I. Chimie

L’étude du devenir des substances appliquées sur les épidermes humains reconstruits par
RMN HRMAS nécessite I'utilisation de molécules substituées au carbone 13, idéalement au
niveau de la position supposée réactive.®” La 12-(**C)Névirapine, la 12-(**C)OH-Névirapine
et la 12-(*3C)OH-Névirapine sulfate ont donc été synthétisées. Un quatriéme dérivé, la 12-
(**C)mésyloxy-Névirapine, a également été préparé afin de disposer d’un électrophile
modele analogue au sulfate mais avec une réactivité supérieure (Figure 3).

o@ H,C
\ O \ O
0"\ o=\
o JOH o 0 o 0
H°C H°C HPC H,13¢
2800 2800 28R @\
A A A
12-("3C)Névirapine 12-("3C)OH-Névirapine 12-("3C)OH-Névirapine sulfate -(1aC)OMs-Nevirapine

Figure 3 : Molécules synthétisées dans ce travail de thése
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Une méthode de synthése efficace de la 12-(**C)Névirapine & partir d’un petit précurseur
substitué au carbone 13 a été développée. En ce qui concerne les métabolites alcool, sulfate
et mésyle préparés a partir de la 12-(**C)Névirapine, les rendements restent moyens mais
les quantités synthétisées ont permis de réaliser des études par RMN HRMAS. Globalement,
les principales difficultés rencontrées dans les syntheses sont liées a la purification et a la
faible solubilité de ces molécules. Nous travaillons actuellement a I'amélioration de la

synthese et de la purification de la 12-OH-Névirapine.

IV. Résultats obtenus en RMN HRMAS

Nous n’avons pas observé la formation de 12-(**C)OH-Névirapine a partir de la 12-
(**C)Névirapine dans les épidermes humains reconstruits. Nous pouvons confirmer que cette

molécule est un métabolite primaire formé dans le foie.

L’application de la 12-(**C)OH-Névirapine sur les épidermes n’a pas abouti & I'observation
de 12-(**C)OH-Névirapine sulfate. L’activation du métabolite primaire hépatique de la

Névirapine n’a donc pas été détectée dans les épidermes.

Cependant, les épidermes humains reconstruits semblent avoir la capacité de métaboliser
la 12-(**C)Névirapine et la 12-(**C)OH-Névirapine. En effet, I'incubation de ces molécules
avec les épidermes humains reconstruits nous a permis d’observer I'apparition de
métabolites par RMN HRMAS.

Nous soupconnons la prise en charge de la Névirapine et de ses dérivés par des
systémes enzymatiques d’oxydoréduction aboutissant a des transformations n’affectant pas
la position 12 des molécules. Comme cela a été montré dans le foie, une hydroxylation par
des cytochromes P450 des positions 2, 3 et 8 est envisageable.’®® Le groupement
cyclopropylamine est également connu pour inactiver certains cytochromes P450%Y et agit
comme un inhibiteur suicide d’autres enzymes comme les monoamines oxydases ou les
alcools déshydrogénases.’! Le mécanisme précis de la bioactivation métabolique des
cyclopropylamines n’est pas totalement élucidé. Il aboutirait a la libération de carbonyles a,B-

insaturés comme l'acroléine et/ou & la formation de cyclopropanone (Figure 4).12%%
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Acroléine Cyclopropanone

Figure 4 : Transformations métaboliques proposées dans les épidermes humains reconstruits pour la Névirapine
et la 12-OH-Névirapine

L’acroléine en tant qu’accepteur de Mickael, est potentiellement toxique. Au laboratoire,
des adduits entre un allergéne de contact a,B3-insaturé, le cinnamaldéhyde, et les épidermes
humains reconstruits ont d’ailleurs déja été observés par RMN HRMAS. Pour valider 'une ou
l'autre des hypothéses, une substitution au carbone 13 des positions supposées réactives

est actuellement envisagée.

Nous avons aussi testé la réactivité de deux dérivés activés de la 12-(**C)OH-Névirapine :
le sulfate, métabolite secondaire supposé épidermique, et le mésyle, employé comme
électrophile modele. Seul le mésyle interagit avec les épidermes humains reconstruits en
formant des adduits avec les résidus soufrés. La 12-(*3C)OH-Névirapine sulfate n’a montré
aucune réactivité. La 12-OH-Névirapine sulfate, présentée dans la littérature comme I'entité
toxique, ne nous semble pas réactive. Il est possible que la bioactivation de la Névirapine

passe par une voie alternative a la sulfatation.
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V. Discussion

Les résultats obtenus en RMN HRMAS ne permettent par de confirmer 'hypothése de la
sulfatation de la 12-OH-Névirapine dans la peau en un dérivé activé capable de modifier les
protéines épidermiques.

En terme de protocole expérimental, la 12-(**C)Névirapine et ses dérivés sont solubles
uniquement dans le DMSO. Malgré le pouvoir pénétrant accru de ce solvant,”™ les
molécules étudiées entrent difficlement dans I'épiderme. Récemment, des patchs tests ont
été effectués chez une vingtaine de patients infectés par le virus du SIDA et sensibilisés a la
Névirapine, avec des résultats positifs chez deux d’entre eux.” Dans les conditions
occlusives des patchs tests, la Névirapine semble pénétrer dans I'épiderme. Nos travaux
constituent les premieres applications de ces substances a la surface des épidermes
humains reconstruits et sans occlusion, la Névirapine et ses dérivés y entrent
difficilemement. Cela expliqgue que les signaux obtenus en RMN HRMAS soient faibles et
peu nombreux. Cela ne nous a néanmoins pas empéchés de détecter des transformations
métaboliques pour la 12-(**C)Névirapine et la 12-(**C)OH-Névirapine ainsi que des adduits

pour la 12-(**C)mésyloxy-Névirapine.

Le protocole épidermes humains reconstruits / RMN HRMAS développé au laboratoire de
Dermatochimie devra probablement étre adapté, au cas par cas, aux molécules faiblement
solubles et / ou faiblement pénétrantes. Une optimisation des conditions d’applications
(véhicule, temps d’incubation, rincage...) sera nécessaire pour une analyse compléte du

devenir de ces molécules dans les épidermes humains reconstruits.

Nous pouvons nous interroger sur les activités relatives des sulfotransférases dans
I'épiderme humain et dans la peau des rats. A ce jour, elles ont été peu étudiées. Les
activités des sulfotransférases épidermiques (isoforme SULT1AL, qui serait impliguée dans
le métabolisme de la Névirapine) n‘ont été comparées quantitativement chez 'homme et le
rat que sur un seul substrat, le minoxidil.*® Pour ce substrat, il a été montré que la SULT1Al
était deux fois plus active dans les épidermes des rats que dans celui de I’'homme. La ou les
voie(s) de bioactivation de la Névirapine chez I'hnomme pourrai(en)t étre bien plus

complexe(s) que celle(s) élucidée(s) chez le rat.

Nous devons également étre prudents sur l'utilisation des épidermes reconstruits en tant
gue modeéles de peau humaine. En particulier, il a été montré que les ARN messagers de
isoforme SULT1A1, fortement soupgonnée de sulfater la 12-OH-Névirapine dans la peau,
étaient plus exprimés dans le derme des modéles Full Thickness que dans I'épiderme

EpiSkin®.%% En ce qui concerne les activités relatives des sulfotransférases SULT1A1 dans
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les modeles et dans la peau humaine, elles ont été comparées vis-a-vis d’'un seul substrat, le
para-nitrophénol. Des traces de sulfatation de ce substrat ont été détectées dans des

explants de peau humaine mais pas dans le modéle EpiSkin®.?*

Le protocole épidermes humains reconstruits / RMN HRMAS a montré un bon potentiel
dans l'étude in situ du métabolisme de plusieurs pro-hapténes.® Un travail de thése
précédemment réalisé au laboratoire a par exemple permis de mettre en évidence I'activité
de peroxydases et de mono-oxygénases a cytochromes P450.%*" En ce qui concerne les
sulfotransférases, il serait pertinent d’appliquer la 12-(**C)Névirapine et ses dérivés sur des
modéles Full Thickness comportant un derme fonctionnel avant d’en analyser I'épiderme par
RMN HRMAS. Des premiers tests de séparation du derme et de I'épiderme de ces modéles

ont d’ailleurs été réalisés au laboratoire.

Enfin, il est fort probable qu’il existe plus d’une voie de bioactivation des pro-hapténes a
l'origine des toxidermies médicamenteuses, et pour une voie d’activation, de nombreux
adduits sont possibles. Les combinaisons sont donc multiples. Nous gardons a I'esprit que
les adduits détectés en RMN HRMAS ne sont pas forcément ceux qui déclenchent la plus
forte réaction du systéme immunitaire. De plus, des facteurs génétiques entrent en ligne de
compte. Il existe non seulement des différences d’expressions des enzymes du métabolisme
d'un patient a I'autre, mais également des variabilités dans les répertoires des récepteurs
des lymphocytes T, et un polymorphisme des protéines du CMH (protéines HLA, Human

Leucocyte Antigen).?*

L’étude des mécanismes moléculaires menant a la formation d’'un complexe antigénique
haptéene-protéine s'inscrit donc dans un ensemble de travaux nécessaires a la

compréhension des toxidermies médicamenteuses.



Partie expérimentale



Experimental section |195

Experimental section

Chemistry

General informations

All air and moisture-sensitive reactions were carried out on flame-dried glassware under

an argon atmosphere.

Tetrahydrofuran (THF) was dried by passing through activated alumina under argon
pressure using Glass Technology GTS100 devices. All the following distillation were carried
out under an argon atmosphere. Methanol (MeOH) was dried with CaH, (calcium hydride),
filtered and distilled. Acetonitrile (CHsCN) was dried by shaking with activated 4 A molecular
sieves. Xylenes (mixture of isomers) was distilled under reduced pressure from P,0Os.
Diglyme and hexamethylphosphoramide (HMPA) were distilled from CaH, under reduced
pressure and stored over 4 A molecular sieves. Dimethylformamide (DMF) was distilled
under reduced pressure and stored over 4 A molecular sieves. Diisopropylamine was
distilled from potassium hydroxide (KOH).

All commercially available reagents were used as received. n-Butyllithium was gauged
according to the procedure described by Suffert.?®"! Extractive procedures were performed

using technical grade solvents. All agueous solutions were saturated.

Analytical thin-layer chromatography (TLC) was performed on glass-backed precoated
silica gel plates (Merck 60 F254) with visualization by ultraviolet light (254 nm) and cerium
phosphomolybdic acid (PMA/Ce). PMA/Ce was prepared by mixing phosphomolybdic acid (2
g), cerium (IV) sulfate (0.8 g), sulfuric acid (4.8 mL) and water (72.5 mL).

Flash column chromatography was carried out using silica gel 60 (patrticle size 40 - 63 um,
Merck).

Gel filtration chromatography was performed with Sephadex® LH-20 (particle size 25 - 100
um, GE Healthcare).
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Proton (*H NMR) and carbon (**C NMR) nuclear magnetic resonance spectra were
recorded on 300 MHz or 500 MHz instruments (Bruker). Chemical shifts (5) are reported in
parts per million (ppm). The residual solvent signal was used as the internal standard.
Multiplicities are indicated by s (singlet), br s (broad singlet), d (doublet), t (triplet), g
(quadruplet) and m (multiplet). Constant coupling (J) are given in Hertz. Date are reported as
followed: chemical shift, multiplicity, integration, coupling constant(s) J. Signal attributions
were determined either in the basis of unambiguous chemical shift or coupling patterns.
HSQC and HMBC experiments were performed when necessary to complete spectral
assignment. Melting points were measured using a Butchi-totolli 510 apparatus. MW refers to

molecular weight (g.mol™).
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Synthesis of *C-substituted molecules

Synthesis of Nevirapine 1 and 12-(**C)Nevirapine 12-(**C)1

Nevirapine 1

C15H14N4O
MW = 266.30 g.mol™
TLC R¢ = 0.49 (toluene/acetone, 70:30); rev: PMA/Ce

12

_ (0]
H\[H;J\l NaH /4 Z”: 66a 7\
N m ° - \11a 10a/ _ 8
N CIO HNW gy 2N N13 N= 9
14 15
9 Nevirapine 1

Sodium hydride (60% in mineral oil, 0.715 g, 17.9 mmol, 3.47 equiv.) was suspended in
diglyme (2.1 mL) and heated to 120 °C. In an other flask, 9 (1.559 g, 5.15 mmol, 1 equiv.)
was dissolved in dry diglyme (7.5 mL) to give a yellow solution which was carefully added to
the hot suspension of sodium hydride. The reaction mixture was stirred at 135 °C for 3 h,
cooled to 0 °C and quenched with ethanol (3 mL). The excess ethanol was evaporated and
the mixture was poured into distilled water (64 mL). The pH was adjusted to 7 using glacial
acetic acid to give a yellow precipitate. The suspension was stirred overnight, cooled to 0 °C
and filtered. The solid was washed with cold water (3 x 8 mL) and prepurified by column
chromatography (dichloromethane/acetone, 80:20 and 70:30) to give 1.086 of a yellow
powder. The product was taken up in methanol (8.5 mL), refluxed, cooled to 0 °C and filtered
to give pure Nevirapine 1 (0.820 mg, 60%) as a white powder. *H NMR (500 MHz, DMSO-
D6): 6 0.34 (m, 2H, H-14 and H-15), 0.87 (m, 2H, H-14 and H-15), 2.33 (s, 3H, H-12), 3.62
(m, 1H, H-13), 7.05 (d, 1H, 3, = 5.0 Hz, H-3), 7.18 (dd, 1H, 3Ju = 7.5 Hz and *J, = 4.5 Hz,
H-8), 8.01 (dd, 1H, 3Jun = 7.5 Hz and “Juy = 2.0 Hz, H-7), 8.07 (d, 1H, 3Jun = 4.5 Hz, H-2),
8.50 (dd, 1H, 3Jun = 5.0 Hz and “Juy = 2.0 Hz, H-9), 9.91 (s, 1H, NH). *C NMR (125 MHz,
DMSO-D6): & 8.54 (C-14 or C-15), 8.76 (C-14 or C-15), 17.6 (C-12), 29.3 (C-13), 119.3 (C-
8), 120.9 (C-6a), 122.3 (C-3), 124.9 (C-4a), 140.0 (C-7), 140.7 (C-4), 143.6 (C-2), 151.3 (C-
9), 154.2 (C-11a), 160.0 (C-10a), 167.0 (C-6). Mp : 247 °C - 249 °C (litt. 247 °C - 249 °C).
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12-(**C)Nevirapine 12-(**C)1

C14"°CH14N,O
MW = 267.30 g.mol™
TLC Rf = 0.49 (toluene/acetone, 70:30); rev: PMA/Ce

0]

13CH, H\{(@ H313C4 s
N N NaH %a  6a
fj O HN Diglyme 3@6}\:06/ /\8
N Cl W 2N . N=9

14715
4-(3C)9 12-(1:2-)(,:15g/i)zapine

Starting from 4-(**C)9 (1.125 g, 3.70 mmol, 1 equiv.) and sodium hydride (60% in mineral
oil, 0.514 g, 12.9 mmol, 3.47 equiv.), the same procedure as for the synthesis of Nevirapine
1 was repeated to give pure 12-(**C)Nevirapine 12-(*3C)1 (0.516 g, 52%). "H NMR (500 MHz,
DMSO-D6): 8 0.34 (m, 2H, H-14 and H-15), 0.87 (m, 2H, H-14 and H-15), 2.33 (d, 3H, "Jci =
128.0 Hz, *CHj), 3.62 (m, 1H, H-13), 7.06 (dd, 1H, 3Jcy = 5.0 Hz, 3J4y = 5.0 Hz, H-3), 7.19
(dd, 1H, 3Jy = 7.5 Hz and *Juy = 5.0 Hz, H-8), 8.01 (dd, 1H, 3Ju4 = 8.0 Hz and “Juy = 2.0 Hz,
H-7), 8.07 (d, 1H, 3J44 = 5.0 Hz, H-2), 8.50 (dd, 1H, 3Ju = 4.5 Hz and *Juy = 2.0 Hz, H-9),
9.88 (s, 1H, NH). *C NMR (125 MHz, DMSO-D6): & 8.5 (C-14 or C-15), 8.7 (C-14 or C-15),
17.5 (**C-12), 29.3 (C-13), 119.3 (C-8), 120.9 (C-6a), 122.2 (C-3), 124.9 (C-4a), 140.0 (C-7),
140.7 (d, "Jcc = 42.0 Hz, C-4), 143.6 (d, %Jcc = 3.4 Hz, C-2), 151.3 (C-9), 154.2 (C-11a),
159.9 (C-10a), 167.0 (C-6).
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2-Chloro-4-methyl-3-pyridinamine 6 (CAPIC)

CsH7CIN,
MW = 142.59 g.mol™
TLC R = 0.56 (dichloromethane/acetone, 91:9); rev: PMA/Ce

HCI 7
o NH H20, S 4\ NH,
_ H,O ;
N s N7 e
14 CAPIC 6

14 (0.543 g, 5.02 mmol, 1 equiv.) was dissolved in concentrated hydrochloric acid (10 mL).
A solution of 30% hydrogen peroxide (0.56 mL, 5.48 mmol, 1.09 equiv.) was added over 30
minutes and the solution was stirred at room temperature for 40 minutes. The pH was
adjusted to 8-9 using a 4 M sodium hydroxide aqueous solution to give an orange
suspension. Dichloromethane (20 mL) was added to make the precipitate soluble and the
aqueous phase was extracted with dichloromethane (4 x 50 mL). The reunited organic
phases were dried over MgSO,, evaporated and dried under vacuum. The yellow solid was
purified by column chromatography (petroleum ether/acetone, 85:15) to give CAPIC 6 as
white powder (0.521 g, 73%). *H NMR (500 MHz, DMSO-D6): & 2.15 (s, 3H, H-7), 5.26 (s,
2H, NH,), 6.97 (d, 1H, 3Juy = 4.6 Hz, H-5), 7.50 (d, 1H, 3J4y = 4.6 Hz, H-6). *C NMR (125
MHz, DMSO-D6): 6 17.6 (C-7), 124.9 (C-5), 131.5 (C-4), 135.0 (C-3), 135.8 (C-6), 139.5 (C-
2). Mp : 64 °C - 66 °C (litt. 65 °C - 66 °C).

2-Chloro-4-(**C)methyl-3-pyridinamine 4-(*3C)6 (4-(**C)CAPIC)

Cs'*CH;CIN,
MW = 143.59 g.mol™
TLC Rf = 0.56 (dichloromethane/acetone, 91:9); rev: PMA/Ce

3CH;, HCl (I
H
| N NH2 202 5 | 4\ ’ NH2
H,O
= 2 2
—
N *>NT el
13
4_(130)14 4-( C)CAP|C

4-(3C)6
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Starting from 4-(**C)14 (0.665 g, 6.09 mmol, 1 equiv.), 37% hydrochloric acid (12,1 mL)
and 35% hydrogen peroxide (0.68 mL, 6.66 mmol, 1.1 equiv.), the same procedure as
described for the preparation of 6 gave 4-(**C)6 (0.624 g, 71%). *H NMR (500 MHz, DMSO-
D6): & 2.14 (d, 3H, ey = 127.5 Hz, *CHs), 5.27 (s, 2H, NH,), 6.99 (dd, 1H, 3Juy = 4.6 Hz
and ®Jcy = 4.6 Hz, H-5), 7.50 (d, 1H, Ju = 4.6 Hz, H-6). *C NMR (125 MHz, DMSO-D6): &
17.6 (**C-7), 124.9 (C-5), 131.5 (d, "Jcc = 42.9 Hz, C-4), 135.0 (d, 2Jcc = 2.1 Hz, C-3), 135.8
(d, ®Jcc = 3.8 Hz, C-6), 139.5 (C-2).

2-Chloro-3-pyridinecarbonyl chloride 7

CsH3CILNO
MW = 176.00 g.mol™
TLC : unstable on silica gel

o) o)
SOCl, 4
| N OH ——> | 37 cl
— s =2
N~ ~cl N~ ~cl
31 7

A solution of 2-chloro-3-pyridinecarboxylic acid 31 (20.0 g, 126.9 mmol) and
dimethylformamide (5 drops) in thionyl chloride (30 mL) was refluxed for 4 h. After
evaporation of the excess thionyl chloride under reduced pressure, 7 was obtained as a light
green solid (21.6 g, 97%). *H NMR (300 MHz, CDCl,): & 7.45 (dd, 1H, Ju = 7.8 Hz and 3Juy
= 4.5 Hz, H-5), 8.41 (dd, 1H, 3Juy = 8.1 Hz and 3Juy = 2.1 Hz, H-4), 8.59 (dd, 1H, %), = 4.8
Hz and 3J,4 = 1.8 Hz, H-6). *C NMR (125 MHz, CDCl): Mp : 56 °C - 58 °C (litt. 55 °C - 58
°C).

2-Chloro-N-(2-chloro-4-methyl-3-pyridinyl)-3-pyridinecarboxamide 8

C1,HoCI>N;0
MW = 282.13 g.mol™
TLC Rf = 0.42 (toluene/acetone, 70:30); rev: PMA/Ce

0 12 7.2 9
H
NH2 4 6a
| AN cl | AN NaHC03 3| \4aN 6 \1021
7 11
N o ? Meen S e o a

CAPIC 6 7 8



AN
Experimental section |20;
N

To a suspension of CAPIC 6 (0976 g, 6.84 mmol, 1 equiv.)) and sodium
hydrogenocarbonate (0.727 g, 8.65 mmol, 1.27 equiv.) in dry acetonitrile (10 mL) was added
a solution of 2-chloro-3-pyridinecarbonyl chloride 7 (1.295 g, 7.36 mmol, 1.08 equiv.) in dry
acetonitrile (13.7 mL) over a period of 30 minutes. After 3.5 days, the suspension was
poured into cold water (60 mL). The white solid was filtered, washed with cold water (4 x 10
mL), and dried under vacuum to give 8 as a white powder (1.607 g, 83%). 'H NMR (500
MHz, Acetone-D6): § 2.47 (s, 3H, H-12), 7.39 (d, 1H, %Jun = 4.5 Hz, H-3), 7.56 (dd, 1H, 3Juy =
7.5 Hz and 3Jy = 4.8 Hz, H-8), 8.13 (dd, 1H, 3Ju = 7.5 Hz and *Jyy = 1.7 Hz, H-7), 8.24 (d,
1H, 3Juy = 4.5 Hz, H-2), 8.54 (dd, 1H, 3Juy = 4.6 Hz and ®Jy = 1.7 Hz, H-9), 9.59 (s, 1H, NH).
13C NMR (125 MHz, Acetone-D6): & 18.8 (C-12), 123.8 (C-8), 126.1 (C-3), 130.9 (C-4a),
133.5 (C-10a), 139.1 (C-7), 148.1 (C-6a), 148.5 (C-2), 150.1 (C-4), 150.4 (C-11a), 151.8 (C-
9), 164.7 (C-6). Mp : 188 °C - 190 °C (litt. 189 °C - 191 °C).

2-Chloro-N-[2-chloro-4-(**C)methyl-3-pyridinyl]-3-pyridinecarboxamide 4-(*3C)8

C11°CHoCI;N;0
MW = 283.13 g.mol™
TLC R =0.42 (toluene/acetone, 70:30); rev: PMA/Ce

8

13CH, o) 13cH, 7.2 |9
NH2 4 H 6a o N

\ CI \ NaHCO3 3 \ 6

| | - - | %a 10a
% ~ MeCN 11a
N Cl cl N 2 N/ Cl 0 cl
4-("3C)CAPIC
7 4-("3C)8

4-(1°C)6 ("C)

Starting from 4-(**C)6 (0.677 g, 4.02 mmol, 1 equiv.), sodium hydrogenocarbonate (0.433
g, 5.15 mmol, 1.28 equiv.) and 2-chloro-3-pyridinecarbonyl chloride 7 (0.765 g, 4.35 mmol,
1.08 equiv.), the same procedure as described for the synthesis of 8 gave the desired
product 4-(**C)8 as a white powder (0.966 g, 85%). *H NMR (500 MHz, Acetone-D6): d 2.47
(d, 3H, Ncn = 128.7 Hz, H-12), 7.39 (dd, 1H, 3Juy = 4.7 Hz, 3Jcy = 4.7 Hz, H-3), 7.56 (dd, 1H,
3Jun = 7.5 Hz and 3Juy = 4.8 Hz, H-8), 8.13 (dd, 1H, 3*Juy = 7.5 Hz and 3Juy = 1.9 Hz, H-7),
8.24 (d, 1H, ®Juy = 4.9 Hz, H-2), 8.54 (dd, 1H, 3J4y = 4.6 Hz and 3Jy = 1.9 Hz, H-9), 9.55 (s,
1H, NH). **C NMR (125 MHz, Acetone-D6): d 18.8 (*3C-12), 123.8 (C-8), 126.1 (d, 2Jcc = 1.6
Hz, C-3), 130.9 (C-4a), 133.5 (C-10a), 139.1 (C-7), 148.1 (C-6a), 148.5 (d, *Jcc = 3,3 Hz, C-
2), 150.1 (d, "Jcc = 43.4 Hz, C-4), 150.3 (d, ®Jcc = 1.8 Hz, C-11a), 151.8 (C-9), 164.7 (C-6).
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N-(2-Chloro-4-methyl-3-pyridinyl)-2-(cyclopropylamino)-3-pyridinecarboxamide
9

C15H15C|N4O
MW = 302.76 g.mol™
TLC Rf = 0.45 (toluene/acetone, 70:30); rev: PMA/Ce

8

12 7.0
~ I
H I D>—NH, | d Ko
6 N
X N\’(Q\l —— 1 a 10a
Xylenes 2 11aCI O HN

Z (o] Cl N %14

N Cl
15
8 9

A suspension of 8 (1.377 g, 4.88 mmol, 1 equiv.), and cyclopropylamine (1.4 mL, 19.5
mmol, 4 equiv.) in xylenes (8 mL) was heated to 120 °C in a 50 mL round-bottom pressure
flask. After 24 h, the suspension was cooled to room temperature and a further quantity of
cyclopropylamine (0.7 mL, 9.76 mmol, 2 equiv.) was added. The mixture was heated at 120
°C for an additionnal period of 3 days. After cooling to room temperature, dichloromethane
(100 mL) was added and the organic phase was washed with water (100 mL). The organic
phase was dried over MgSQO,, evaporated under reduced pressure to give an orange thick oil
which was taken up in dichloromethane and diethyl ether several times until the obtention of
the product 9 as a yellow solid (1.568 g). The crude product was used in the next step
without further purification. *H NMR (300 MHz, Acetone-D6): 8 0.46 (m, 2H, H-14 and H-15),
0.74 (m, 2H, H-14 and H-15), 2.33 (s, 3H, H-12), 2,92 (m, 1H, H-13), 6.68 (dd, 1H, 334, = 7.7
Hz and *Juy = 4.7 Hz, H-8), 7.34 (dd, 1H, 3J4 = 5.0 Hz and *Jyy = 0.5 Hz, H-3), 8.20 (d, 1H,
3Jun = 4.8 Hz, H-2), 8.22 (dd, 1H, 3Juy = 7.7 Hz and 33y = 1.8 Hz, H-7), 8.31 (dd, 1H, 3J4y =
4.8 Hz and J, = 1.8 Hz, H-9), 9.39 (s, 1H, NH). *C NMR (125 MHz, Acetone-D6): d 7.43
(C-14 and C-15), 17.8 (C-12), 24.5 (C-13), 109.7 (C-6a), 112.1 (C-8), 125.9 (C-3), 131.9 (C-
4a), 137.4 (C-7), 148.1 (C-2), 150.1 (C-4), 150.7 (C-11a), 153.4 (C-9), 160.3 (C-10a), 168.0
(C-6).
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N-[2-Chloro-(4-*C)methyl-3-pyridinyl]-2-(cyclopropylamino)-3-pyridinecarbo-
xamide 4-(**C)9

C14"°CH;5CIN,O
MW = 303.76 g.mol™
TLC Rf = 0.45 (toluene/acetone, 70:30); rev: PMA/Ce

8

13CH = 13CH3 H = | o
8 H | I>—NH2 4 N 6a N
AN N x-N EE— 3 | N 4a ¥ 10a
Xylenes 1
| = (o] Cl Y 2 N/ i’;l O HNs 44
N~ W
15
4-("3c)8 4-("3c)9

Starting from 4-(**C)8 (1.056 g, 3.73 mmol, 1 equiv.) and cyclopropylamine (1 mL, 14.5
mmol, 4 equiv and 0.5 mL, 7.26 mmol, 2 equiv.) in xylenes (6 mL) the same procedure as
described for the synthesis of 9 gave the desired product 4-(*3C)9 as a yellow solid (1.206 g).
'H NMR (300 MHz, Acetone-D6): & 0.46 (m, 2H, H-14 or H-15), 0.74 (m, 2H, H-14 or H-15),
2.33 (d, 3H, "Jcy =128.5 Hz, *CHs), 2,91 (m, 1H, H-13), 6.68 (dd, 1H, 3Juy = 7.5 Hz and 3Juy
= 4.5 Hz, H-8), 7.34 (dd, 1H, 3Ju = 4.5 Hz and ®Jcy = 4.5 Hz, H-3), 8.21 (d, 1H, 3Jun = 4.5 Hz,
H-2), 8.22 (dd, 1H, 3Juy = 7.5 Hz and 3Jyy = 1.5 Hz, H-7), 8.31 (dd, 1H, 3Juy = 5.0 Hz and *Juy
= 2.0 Hz, H-9), 9.41 (s, 1H, NH). *C NMR (125 MHz, Acetone-D6): 5 7.43 (C-14 and C-15),
18.5 (**CHs), 24.6 (C-13), 109.6 (C-6a), 112.1 (C-8), 125.9 (d, 2Jcc = 1.8 Hz, C-3), 131.9 (C-
4a), 137.4 (C-7), 148.1 (d, *Jcc = 3.6 Hz, C-2), 150.1 (d, *Jcc = 43.4 Hz, C-4), 150.7 (d, *Jcc =
1.8 Hz, C-11a), 153.4 (C-9), 160.3 (C-10a), 168.0 (C-6).

2,6-Dichloro-4-methyl-3-pyridinamine 13

C5H6C|2N2
MW = 177.03 g.mol™
TLC R = 0.74 (dichloromethane/acetone, 91:9); rev: PMA/Ce

0 NaOH
Br 2 NH
NrONH, ——— SN
H20 2
=
cl N Cl CI”8°N" ~ClI
30 13

To a solution of sodium hydroxide (3.411 g, 85.2 mmol, 4 equiv.) in water (20 mL) was
added bromine (1.2 mL, 23.4 mmol, 1.1 equiv.) at 0 °C. The amide 30 (4.373 g, 21.3 mmol, 1

equiv.) was added by portions during 2 hours. The mixture was heated at 65 °C overnight
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and cooled to 0 °C. The orange precipitate was filtered, washed with cold water (3 x 20 mL)
and dried under vaccum to give 13 as an orange powder (3.504 g, 93%). *"H NMR (300 MHz,
DMSO-D6): & 2.15 (s, 3H, H-7), 5.47 (s, 2H, NH,), 7.13 (s, 1H, H-5). *C NMR (75 MHz,
DMSO-D6): 6 17.6 (C-7), 124.3 (C-5), 132.2 (C-2 or C-6), 133.5 (C-2 or C-6), 135.5 (C-4),
139.2 (C-3). Mp : 85 °C — 86 °C (litt. 83.5 °C - 85.5 °C).

2,6-Dichloro-4-(**C)methyl-3-pyridinamine 4-(**C)13

C5"CHsCIN,
MW = 178.03 g.mol™
TLC R = 0.74 (dichloromethane/acetone, 91:9); rev: PMA/Ce

BcH, O NaOH 3CH;,
Br 2 NH
N ONH, —— N
| Hzo | — 2
b
Cl N Cl CI”6°N Cl
4-("3C)30 4-(3c)13

The same procedure as for the synthesis of 13 was repeated times starting from 4-(*3C)30
(1.282 g, 6.21 mmol, 1 equiv.), sodium hydroxide (0.998 g, 24.8 mmol, 4 equiv.) and bromine
(0.35 mL, 6.83 mmol, 1.1 equiv.) to give 1.014 g of 4-(**C)13 (92%). *H NMR (500 MHz,
DMSO-D6): & 2.16 (d, 3H, *Jcy = 148.5 Hz, *CHs), 5.50 (s, 2H, NH,), 7.15 (d, 1H, 3Jcy = 4.0
Hz, H-5). C NMR (125 MHz, DMSO-D6): & 17.6 (**C-7), 124.3 (d, 2Jcc = 1.9 Hz, C-5),
132.1 (d, *Jcc = 1.4 Hz, C-2 or C-6), 133.4 (d, *Jcc = 5.1 Hz, C-2 or C-6), 135.5 (d, "Jcc =
42.4 Hz, C-4), 139.4 (C-3).

4-Methyl-3-pyridinamine 14

CsHsN>
MW = 108.14 g.mol™
TLC R = 0.04 (dichloromethane/acetone, 91:9); rev: PMA/Ce

Pd/C 7
H
N NH2 2 5 4\ NH2
— H0 | ®
Cl N~ Cl MeOH 6 N/ 2

13 14

To a degassed mixture of 13 (3.501 g, 19.8 mmol, 1 equiv.) in methanol (14.5 mL) and
water (3.4 mL) was added a catalytic quantity of Pd/C (10wt. %). The suspension was heated
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at 80 °C under an hydrogen atmosphere (pressure 1.1 atm) for 24 h and cooled to room
temperature. The catalyst was filtered on Celite and washed with methanol (250 mL). The
filtrate was concentrated under reduced pressure, taken up in distilled water (50 mL) and the
pH was adjusted to 7-8 with a saturated aqueous solution of NaHCO;. The aqueous phase
was extracted with CHClI; (6 x 100 mL). The reunited organic phases were washed with water
(500 mL), dried over MgSO,, evaporated under reduced pressure and dried under vacuum to
give 14 as a yellow solid (1.584 g, 74%). *H NMR (500 MHz, DMSO-D6): & 2.06 (s, 3H, H-7),
5.09 (s, 2H, NH,), 6.90 (d, 1H, %Juy = 4.5 Hz, H-5), 7.68 (d, 1H, %Juy = 4.5 Hz, H-6), 7.93 (s,
1H, H-2). *C NMR (125 MHz, DMSO-D6): & 16.7 (C-7), 124.8 (C-5), 128.7 (C-4), 135.9 (C-6
or C-2), 137.4 (C-6 or C-2), 143.4 (C-3). Mp : 104 °C — 106 °C (litt. 104 °C - 105 °C).

4-(BC)Methyl-3-pyridinamine 4-(**C)14

Cs"CHgN;
MW = 109.14 g.mol™
TLC R = 0.04 (dichloromethane/acetone, 91:9); rev: PMA/Ce

3CH, PAC  13c,
NH Hy 4
A 2 —_— 5 NH,
- HOo ] P
Cl N Cl MeOH 6 N/z
4-("3C)13 4-("3C)14

The same procedure as for the synthesis of 14 was repeated starting from 4-(**C)13
(1.366 g, 7,67 mmol) to give 4-(**C)14 (0.801 mg, 96%). *H NMR (500 MHz, DMSO-D6): &
2.05 (d, 3H, ey = 126.5 Hz, 3CHs), 5.06 (s, 2H, NH,), 6.90 (dd, 1H, %Ju = 5.0 Hz and 3Jcy =
5.0 Hz, H-5), 7.65 (d, 1H, 3Juy = 4.5 Hz, H-6), 7.89 (d, 1H, *Jcy = 0.5 Hz, H-2). **C NMR (125
MHz, DMSO-D6): & 16.8 (**C-7), 124.7 (C-5), 128.6 (d, *Jcc = 43.1 Hz, C-4), 135.9 (C-6 or C-
2), 137.4 (d, 3Jcc = 2.9 Hz, C-6 or C-2), 143.4 (C-3).

4,4-Dimethoxy-2-butanone 17

CeH120
MW = 132.16 g.mol™
TLC R = 0.41 (petroleum ether/ethyl acetate, 50:50); rev: PMA/Ce

o o~ - o o
e r '
N o THF ¢ 5y O

21 17
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N,3,3-Trimethoxy-N-methyl-propanamide 21 (1 mL, 6.12 mmol, 1 equiv.) was dissolved in
tetrahydrofuran (19 mL) and cooled to O °C. A solution of methylmagnesium bromide (3 M in
diethyl ether, 4,1 mL, 12.2 mmol, 2 equiv.) was slowly added. The yellow solution was stirred
at 0 °C for 4 h. A saturated agueous solution of ammonium chloride (35 mL) was carefully
added and the aqueous phase was extracted with diethyl ether (4 x 50 mL), washed with
water (100 mL), dried over magnesium sulfate and evaporated to give 17 as a yellow oil
(0.475 mg, 59%). *H NMR (300 MHz, CDCl,): 8 2.16 (s, 3H, H-1°), 2.71 (d, 2H, 3Ju = 5.7 Hz,
H-2), 3.33 (s, 6H, H-3), 4.76 (t, 1H, 3J4y = 5.7 Hz, H-3). **C NMR (75 MHz, CDCls): & 31.0
(C-1°), 47.2 (C-2), 53.7 (2C, C-3), 101.4 (C-3), 205.4 (C-1).

N,3,3-Trimethoxy-N-methyl-propanamide 21

C/H1sNO,
MW = 177.20 g.mol™
TLC R = 0.33 (petroleum ether/ethyl acetate, 50:50); rev: PMA/Ce

SO Hal
H 22 .
o o’ AlMe; o o
/\ow\o/ > S/O\NMO/ ¥
CH,Cl, | 2
20 4+ 21

A degassed suspension of N,O-dimethylhydroxylamine hydrochloride 22 (3.960 g, 40.6
mmol, 2.27 equiv.) in dichloromethane (40 mL) was cooled to 0 °C. Trimethylaluminium (2 M
in hexanes, 20.3 mL, 40.6 mmol, 2.27 equiv.) was carefully added during 30 min to give a
pink solution which was stirred at room temperature for 15 min and cooled to -10 °C. A
degassed solution of 20 (2.5 mL, 17.9 mmol, 1 equiv.) in dichloromethane (11,5 mL) was
added during 30 min and the resulting mixture was stirred at -10 °C. After 1.5 h, 10%
hydrochloric acid (40 mL) was carefully added. The agueous phase was extracted with
dichloromethane (4 x 100 mL). The organic phases were washed with sodium
hydrogenocarbonate (200 mL) and water (200 mL), dried over magnesium sulfate,
evaporated and dried under vacuum to give 21 as a yellow oil (2.735 g, 86%). *H NMR (300
MHz, CDCls): & 2.73 (d, 2H, 3y = 5.7 Hz, H-2), 3.14 (s, 3H, N-CHs), 3.35 (s, 6H, H-3’), 3.65
(s, 3H, N-O-CHa), 4.82 (t, 1H, 3Ju4y = 5.7 Hz, H-3). *C NMR (75 MHz, CDCl5): & 31.8 (N-
CHjy), 36.3 (C-2), 54.1 (2C, C-3’), 61.2 (N-O-CHj3), 102.2 (C-3), 170.4 (C-1).
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1,2-Dihydro-6-methyl-2-hydroxy-3-pyridinecarbonitrile 26

C7/HgNO
MW = 134.14 g.mol™
TLC R = 0.37 (ethyl acetate); rev: PMA/Ce

AcOH
- AcONH,4 4 7
Q o NH2 HQSO4 5 AN CN
(0] o) Toluéne M2
g7 6 N OH
17 18 26

4,4-Dimethoxy-2-butanone 17 (2 mL, 15.07 mmol, 1 equiv.), cyanoacétamide 18 (1.584 g,
18.84 mmol, 1.25 equiv.), ammonium acetate (81 mg, 1.16 mmol, 0.07 equiv.) and acetic
acid (0.56 mL, 9.78 mmol, 0.41 equiv.) were dissolved in toluene (50 mL). The mixture was
heated at reflux overnight in a Dean-Stark apparatus. The mixture was evaporated and the
red solid residue was dissolved in ethanol (7 mL). Sulfuric acid (50 % in water, 4.5 mL, 30.15
mmol, 2 equiv.) was added over 40 min. The solution was heated at 50 °C during 30 min and
cooled to 5 °C. Water (4,3 mL) was added over 50 min to give a yellow precipitate which was
filtered, washed with cold ethanol (2 x 4 mL), and dried under vacuum to give 26 as a yellow
powder (227 mg, 11%). *H NMR (300 MHz, DMSO-D6): & 2.27 (s, 3H, H-8), 6.20 (d, 1H, 3Juy
= 7.5 Hz, H-4), 8.00 (d, 1H, %Juy = 7.5 Hz, H-5), 12.55 (br s, 1H, OH). *C NMR (125 MHz,
DMSO-D6): & 19.2 (C-8), 99.5 (C-3), 105.1 (C-5), 116.8 (C-7), 148.9 (C-4), 153.8 (C-6),
160.7 (C-2). Mp : dec. > 305 °C (litt. dec. > 285 °C).

Ethyl acetoacetate 27

C6H10()3
MW = 130.14 g.mol™
TLC Rf = 0.43 (petroleum ether/ethyl acetate, 80:20); rev: PMA/Ce

MgC|2

0 o o CDI Q 9
—_—
27

Magnesium dichloride (1.735 g, 18.2 mmol, 1.04 equiv.) and ethyl potassium malonate
(4.465 g, 26.2 mmol, 1.5 equiv.) were suspended in dry tetrahydrofuran (36 mL) and stirred
at 50 °C for 4 h. In an other flask, acetic acid (1 mL, 17.5 mmol, 1 equiv.) was dissolved in
dry tetrahydrofuran (30 mL) and cooled to 5 °C before adding carbonyldiimidazole (3.410 g,

20.6 mmol, 1,2 equiv.) by portions. The mixture was warmed to room temperature, stirred for
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1 h, and added to the cooled suspension of activated potassium ethyl malonate. The reaction
medium was stirred at room temperature overnight. Tetrahydrofuran was evaporated to give
a white sticky residue which was taken up in ethyl acetate (100 mL). The organic extract was
washed with saturated solutions of potassium hydrogenosulfate (2 x 100 mL), sodium
carbonate (2 x 100 mL) and sodium chloride (1 x 100 mL), dried over magnesium sulfate,
filtered and concentrated in vacuo to yield crude ethyl acetoacetate 27 (1.752 g, 77%). The
yellowish oil was used in the next step without further purification. *"H NMR (300 MHz,
CDCl,): ketone tautomer & 1.14 (t, 3H, 3Juy = 7.2 Hz, H-2’), 2.12 (s, 3H, H-4), 3.32 (s, 2H, H-
2), 4.04 (g, 2H, 33y = 7.2 Hz, H-1) ; enol tautomer & 1.14 (t, 3H *Jy = 6.9 Hz, H-27), 1.81 (s,
2H, H-2), 4.04 (q, 2H, 34 = 6.9 Hz, H-1%), 4.83 (s, 2H, H-2), 11.96 (s, 1H, OH). *C NMR (75
MHz, CDCls): ketone tautomer & 13.9 (C-2’), 29.9 (C-4), 49.9 (C-2), 61.1 (C-1’), 167.0 (C-1),
200.6 (C-3) ; enol tautomer & 14.1 (C-2’), 21.0 (C-4), 59.7 (C-1°), 89.6 (C-2), 172.5 (C-1),
175.3 (C-3).

4-(**C)Ethyl acetoacetate 4-(*3C)27

C5"CHy003
MW = 131.14 g.mol™
TLC Rf = 0,43 (petroleum ether/ethyl acetate, 80:20); rev: PMA/Ce

MgC|2
0 o o Dl o o
.
H3130)J\OH KOJ\/U\O/\ THF H313C)31\2/£J\0/\2,

4-(13C)27

Starting from ethyl potassium malonate (4.185 g, 24.6 mmol, 1.5 equiv.), magnesium
dichloride (1.624 g, 17.1 mmol, 1.04 equiv.), carbonyldiimidazole (3.193 g, 19.7 mmol, 1.2
equiv.), and 2-(**C)acetic acid (1 g, 16.4 mmol, 1 equiv.), the same procedure as for the
synthesis of ethyl acetoacetate 27 gave 1.725 g of 4-(*3C)ethyl acetoacetate 4-(**C)27 as a
yellowish oil (80%). *H NMR (500 MHz, CDCls): ketone tautomer & 1.19 (t, 3H, 33 = 7.0 Hz,
H-2’), 2.19 (d, 3H, YJcy = 128.0 Hz, *CHg), 3.37 (s, 2H, H-2), 4.10 (g, 2H, 3Juy = 7.5 Hz, H-
1’) ; enol tautomer & 1.19 (t, 3H’ %344 is masked by the ketone tautomer, H-2’), 1.86 (d, 2H,
YJen = 128.5 Hz, 3CHs), 4.10 (q, 2H, 3Ju4 is masked by the ketone tautomer, H-1%), 4.89 (d,
2H, ?Jcy = 2.5 Hz, H-2), 12.02 (d, 1H, 3*Jcy = 17.5 Hz, OH). *C NMR (125 MHz, CDCl,):
ketone tautomer & 14.1 (C-2’), 30.2 (**C-4), 50.2 (d, 2Jcc = 14.0 Hz, C-2), 61.4 (C-1°), 167.2
(C-1), 200.9 (d, *Jcc = 42.0 Hz, C-3) ; enol tautomer & 14.2 (C-2), 21.2 (**C-4), 60.0 (C-1°),
89.8 (d, ?Jec = 7.1 Hz, C-2), 172.7 (d, ®Jcc = 5.3 Hz, C-1), 175.5 (d, *Jcc = 49.0 Hz, C-3).
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1,2-Dihydro-6-hydroxy-4-methyl-2-oxo0-3-pyridinecarbonitrile 28

C7HsN20,
MW = 150.13 g.mol™

KOH
eOH

o o0 NH,
M NCW “MeOH
N M
(6] (6] HO

27 18

To a suspension of cyanoacetamide 18 (1.976 g, 23.50 mmol, 1 equiv.) in ethyl
acetoacetate 27 (3.15 mL, 23.50 mmol, 1 equiv.) was added a solution of potassium
hydroxide (1.450 g, 25.85 mmol, 1.1 equiv.) in methanol (41 mL). The reaction mixture was
refluxed overnight. After cooling at room temperature and then at 0 °C, the white precipitate
was filtered and washed with cold methanol (4 x 15 mL). The solid residue was dissolved in a
minimum amount of hot water to give a yellow solution. Concentrated hydrochloric acid was
added until pH 1. The white precipitate was cooled to 0 °C, filtered, washed with cold distilled
water (4 x 15 mL), and dried under vacuum overnight to give 28 (2.893 g, 82%). 'H NMR
(300 MHz, DMSO-D6): 5 2.22 (s, 3H, H-8), 4.69 (br s, 2H, OH and NH), 5.60 (s, 1H, H-5). **C
NMR (75 MHz, DMSO-D6): & 20.8 (C-8), 89.4 (C-3), 92.7 (C-5), 117.2 (C-7), 160.6 (C-4),
161.0 (C-2 or C-6), 161.9 (C-2 or C-6). Mp : dec. > 300 - 302 °C (litt. : dec. > 304 °C).

1,2-Dihydro-6-hydroxy-(4-*C)methyl-2-oxo0-3-pyridinecarbonitrile 4-(**C)28

C6"*CHgN,0;
MW = 151.13 g.mol™

3¢cH
o ©o NH U CN’
G SN (=
13¢ o o MeOH 2
Ha HO B N S0
H
4-(13C)27 18 4-(3C)28

Starting from cyanoacétamide 18 (0.960 g, 11.42 mmol, 1 équiv.), 4-(**C)27 (1.496 g,
11.41 mmol, 1 equiv.) and potassium hydroxide (0.713 g, 12.71 mmol, 1.1 equiv.) the same
procedure as for the synthesis of 28 gave 4-(*3C)28 as a white powder (1.139 g, 66%). *H
NMR (500 MHz, DMSO-D6): & 2.22 (d, 3H, *Jcy = 129.0 Hz, **CHs), 5.59 (d, 1H, 3Jcy = 3.5
Hz, H-5), 12.16 (br s, 2H, OH and NH). **C NMR (125 MHz, DMSO-D6): & 20.7 (**C-8), 89.2



X
Experimental section |219
N

(C-3), 92.6 (C-5), 117.2 (C-7), 160.4 (d, "Jcc = 41.9 Hz, C-4), 161.0 (C-2 or C-6), 161.8 (C-2
or C-6).

2,6-Dichloro-4-methyl-3-pyridinecarbonitrile 29

C7/H4CI2N;
MW = 187.03 g.mol™
TLC R = 0.86 (petroleum ether/ethyl acetate, 50:50); rev: PMA/Ce

Method A

CN PhPOCI 4 CN
X —2> 53
/2
HO” "N~ ~O CI”8 N" ~clI
H
28 29

28 (4.247 g, 28.30 mmol, 1 equiv.) was suspended in phenylphosphonic dichloride (20 mL,
141.4 mmol, 5 equiv.) and stirred at 180 °C overnight. After cooling at room temperature and
then at 0 °C, water was very carefully added to give a beige precipitate. The solid was
filtered, thoroughly washed with water until the pH of the filtrate reached 7, and dried under
vacuum overnight to give 29 as a beige powder (4.447 g, 84%). *H NMR (300 MHz, DMSO-
D6): & 2.54 (s, 3H, H-8), 7.82 (s, 1H, H-5). **C NMR (125 MHz, DMSO-D6): & 20.1 (C-8),
110.1 (C-3 or C-7), 113.8 (C-3 or C-7), 124.8 (C-5), 150.8 (C-2 or C-6), 152.2 (C-2 or C-6),
158.2 (C-4). Mp : 108 °C — 110 °C (litt. : 108 °C — 109 °C).

Method B

CN  POCI 4 CN
A _3, 5 X5
microwave Piv;
HO” N~ O CI6™N" ~clI
H
28 29

A mixture of 28 (1.002 g, 6.67 mmol, 1 equiv.) and phosphorous oxychloride (2.5 mL, 26.7
mmol, 4 equiv.) in a 35 mL microwave tube reactor was heated at 130 °C in a microwave
oven (maximum pressure 17 Bar, power 300 W, PowerMAX ON) for 2 h. After cooling at
room temperature and then at 0 °C, the black solution was carefully quenched with cold
water. The brown precipitate was filtered and purified by column chromatography (petroleum
ether/ethyl acetate, 90:10) to give 29 as a beige powder (1.016 g, 81%).
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2,6-Dichloro-4-(**C)methyl-3-pyridinecarbonitrile 4-(*3C)29

C6CH,4CI2N,
MW = 188.03 g.mol™
TLC R = 0.86 (petroleum ether/ethyl acetate, 50:50); rev: PMA/Ce

Method A

13CH3 13CH3
4 7
N\ CN PHPOCL g A N

| — 1
HO” N o cIeNT

H
4-(*C)28 4-(13C)29

Starting from 4-(*3C)28 (2.344 g, 15.51 mmol, 1 equiv.) and phenylphosphonic dichloride
(11 mL, 5 equiv.) the same procedure as for the synthesis of 29 by method A gave 4-(**C)29
as a beige powder (2.405 g, 82%). *H NMR (500 MHz, DMSO-D6): & 2.53 (d, 3H, "Jcy =
131.0 Hz, ®CHs), 7.83 (d, 1H, 3Jcy = 4.0 Hz, H-5). *C NMR (125 MHz, DMSO-D6): & 20.2
(**C-8), 110.2 (C-3 or C-7), 113.8 (C-3 or C-7), 124.8 (d, 2Jcc = 2.3 Hz, C-5), 150.9 (d, *Jcc =
2.6 Hz, C-2 or C-6), 152.2 (d, *Jcc = 4.6 Hz, C-2 or C-6), 158.2 (d, *Jcc = 42.0 Hz, C-4).

Method B
13cH 3Ch,
4 7
\CN _POC 5 \SCN
| microwave | Piv;
HO ” 0 CI”6°N" ~cI
4-('3C)28 4-(13C)29

Starting from 4-(*3C)28 (0.888 g, 5.88 mmol) and POCI; (2.2 mL) The same procedure as
for the synthesis of 29 by method B was repeated to give 0.944 g of 4-(*3C)29 (87%).
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2,6-Dichloro-4-methyl-3-pyridinecarboxamide 30

C7Hs CI2N,O
MW = 205.04 g.mol™
TLC Rf = 0,61 (ethyl acetate); rev: PMA/Ce

0]
CN H,SO 4
2 4 5 2 5 7 NH2
P H20 A2
Cl N Cl CI”6°N Cl
29 30

29 (3.977 g, 21.3 mmol) was heated at 100 °C in 80% sulfuric acid (74 mL) for 16 h. The
solution was poured into crushed ice (120 g) and adjusted to pH 7 with 30% ammonium
hydroxide at O °C. The precipitate was filtered, washed with cold water (3 x 15 mL), and dried
under vacuum to give 30 as a beige powder (3.876 g, 89%). *H NMR (300 MHz, DMSO-D6):
5 2.32 (s, 3H, H-8), 7.55 (s, 1H, H-5), 7.90 and 8.08 (2 s, NH,). **C NMR (75 MHz, DMSO-
D6): 6 18.6 (C-8), 124.6 (C-5), 133.3 (C-3), 145.1 (C-2 or C-6), 147.9 (C-2 or C-6), 150.7 (C-
4), 165.8 (C-7). Mp : 173 °C — 175 °C (litt. : 173 °C — 175 °C).

2,6-Dichloro-4-(**C)methyl-3-pyridinecarboxamide 4-(*3C)30

Cs"CHs CI,N,0
MW = 206.04 g.mol™
TLC Rf = 0,61 (ethyl acetate); rev: PMA/Ce

3ch, ¥cH, O
CN  H,SO 4
AN 2 4 5| \3 7 NH2
| — H,0 2
cl” N cI”ENT el
4-("3C)29 4-(13C)30

The same procedure as for the synthesis of 30 was repeated starting from 4-(**C)29
(2.399 g, 12.76 mmol) and 80% sulfuric acid (36 mL) to give 2.316 g of 4-(*3C)30 (88%). 'H
NMR (500 MHz, DMSO-D6): & 2.31 (d, 3H, Jcy = 130.0 Hz, **CHs), 7.56 (d, 1H, 3Jcy = 4.0
Hz, H-5), 7.92 and 8.09 (2 s, NH,). *C NMR (125 MHz, DMSO-D6): & 18.6 (**CHs), 124.6
(d, 2Jec = 2.5 Hz, C-5), 133.3 (C-3), 145.0 (d, *Jcc = 3.5 Hz, C-2 or C-6), 147.9 (d, Jcc = 4.9
Hz, C-2 or C-6), 150.7 (d, "Jcc = 42.0 Hz, C-4), 165.8 (C-7).
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2-Chloro-Nevirapine 33

Ci15H13N,OCI
MW = 300.74 g.mol™
TLC R¢ = 0.30 (dichloromethane/ethyl acetate, 50:50); rev: PMA/Ce

= O HN

35

The same procedure as for the synthesis of Nevirapine 1 was repeated starting from
sodium hydride (60% in mineral oil, 0.325 g, 8.13 mmol, 4.15 equiv.) in dry diglyme (1.1 mL)
and 35 (0.878 g as a mixture of 34, 35, and 36 containing 1.96 mmol of 35) in dry diglyme
(4.5 mL) to give a yellow solid. The solid was purified by column chromatography
(dichloromethane/acetone, 802:20 and 70:30) to give 0.346 g of 33 as yellow powder (39%)
as a white powder. *H NMR (300 MHz, DMSO-D6): & 0.36 (m, 2H, H-14 and H-15), 0.89 (m,
2H, H-14 and H-15), 2.33 (s, 3H, H-12), 3.54 (m, 1H, H-13), 7.22 (s, 1H, H-3), 7.22 (dd, 1H,
3Jun = 7.5 Hz and 3Jy = 4.8 Hz, H-8), 8.02 (dd, 1H, 3Juy = 7.5 Hz and 3J4y = 1.8 Hz, H-7),
8.53 (dd, 1H, 3Ju = 4.8 Hz and 3Jyy = 2.1 Hz, H-9), 9.95 (s, 1H, NH). *C NMR (125 MHz,
DMSO-D6): & 8.45 (C-14 or C-15), 8.64 (C-14 or C-15), 17.6 (C-12), 29.3 (C-13), 119.8 (C-
6a), 120.8 (C-4a), 121.7 (C-8), 124.4 (C-3), 140.2 (C-11a), 143.3 (C-2), 144.6 (C-7), 151.5
(C-7), 153.6 (C-9), 159.3 (C-10a), 166.7 (C-6).

2-Chloro-N-(2,6-dichloro-4-methyl-3-pyridinyl)-3-pyridinecarboxamide 34

C12H8C|3N30
MW = 316.57 g.mol™
TLC Rf = 0.42 (toluene/acetone, 70:30); rev: PMA/Ce

0 12 7. .2\9
e Ny NaHCO; 5 A HT%Q\I
7 | 7 W /?163 (0] C1IOa
Cl N Cl Cl N ClI” 2 N cl
13 7 34

The same procedure as for the synthesis of 8 was repeated starting from a suspension of
13 (1.500 g, 8.47 mmol, 1 equiv.) and sodium hydrogenocarbonate (0.819 g, 9.74 mmol,
1.15 equiv. and 0.360 g, 4.48 mmol, 0.5 equiv. added 2 days later) in dry acetonitrile (20 mL)
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and a solution of 7 (1.566 g, 8.90 mmol, 1.05 equiv.) in dry acetonitrile (27 mL) to give the
product 34 as a white powder (2.584 g, 96%). 'H NMR (300 MHz, Acetone-D6): & 2.49 (s,
3H, H-12), 7.52 (s, 1H, H-3), 7.56 (dd, 1H, 3Jy = 7.5 Hz and 3Juy = 5.1 Hz, H-8), 8.13 (dd,
1H, 3Jun = 7.5 Hz and *Jyyy = 1.2 Hz, H-7), 8.54 (dd, 1H, ®Juy = 5.1 Hz and 3Jyy = 1.2 Hz, H-
9), 9.66 (s, 1H, NH). *C NMR (75 MHz, Acetone-D6): & 18.7 (C-12), 123.7 (C-3), 125.9 (C-
8), 130.5 (C-6a), 133.1 (C-4a), 139.0 (C-7), 148.0 (C-2 or C-10a or C-11a), 148.3 (C-2 or C-
10a or C-11a), 149.1 (C-2 or C-10a or C-11a), 151.8 (C-9), 153.2 (C-4), 164.8 (C-6). Mp :
178 °C - 180 °C (litt. 179 °C - 180 °C).

2-Cyclopropylamino-N-(2,6-dichloro-4-methyl-3-pyridinyl)-3-pyridinecarbo-

xamide 35

C15H14CI2N,O
MW = 337.20 g.mol™
TLC R = 0.42 (toluene/acetone, 70:30); rev: PMA/Ce

2-Cyclopropylamino-N-(2-chloro-6-cyclopropylamino-4-methyl-3-pyridinyl)-3-
pyridinecarboxamide 36

C18H20C|N5O
MW = 357.84 g.mol™
TLC R =0.42 (toluene/acetone, 70:30); rev: PMA/Ce

[: H I H I
NH2 4 N 666\ N 4 N 66a\ N
\[H;;\‘ 3 N, \’Hi; W 3| Nria 70a

Xylenes /1156 O HNus o, 18& 2 0 HN_is

N"2°N Cl W”
H

34 desired product double substituted product 1
(major)
35 36

Starting from 34 (1.027 g, 3.25 mmol, 1 equiv.) and cyclopropylamine (0.9 mL, 13.0 mmol,
4 equiv and 0.45 mL, 6.50 mmol, 2 equiv.) in xylenes (10.4 mL) the same procedure as
described for the synthesis of 9 gave a mixture of three inseparable products (containing
73% of the desired product 35, 18% of starting material 34, and 9% of the double substitution
product 36) as a yellow solid (1.135 g). *H NMR (500 MHz, Acetone-D6): desired product 35
0 0.46 (m, 2H, H-14 and H-15), 0.74 (m, 2H, H-14 and H-15), 2.35 (s, 3H, H-12), 2.92 (m,
1H, H-13), 6.68 (dd, 1H, J, = 8.0 Hz and 3Juy = 5.0 Hz, H-8), 7.47 (s, 1H, H-3), 8.21 (dd,
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1H, 3Jun = 8.0 Hz and *Jyyy = 1.5 Hz, H-7), 8.32 (dd, 1H, ®Juu = 4.5 Hz and ®Jyy = 1.5 Hz, H-
9), 9.47 (br s, 1H, NH).

Synthesis of 12-(*3*C)Nevirapine derivatives

12-Hydroxy-Nevirapine 37

C15H14N4O2
MW = 282.30 g.mol™
TLC R = 0.31 (ethyl acetate); rev: PMA/Ce

OH
LDA 12 o
HN HMPA 4 AN=Q 7
MoOPH 37 2 G N\
/ \ / \ — . \ 11a 10a /
A k
14 15
Nevirapine 1 12-OH-NVP
37

1,25 M LDA solution was prepared according to the following procedure and used

immediately :

A solution of freshly distilled diisopropylamine (2 mL, 14.3 mmol, 1 equiv.) in dry THF (3
mL) was cooled below -50 °C. A solution of n-butyllithium (2.23 M in hexanes, 6.4 mL, 14.3
mmol, 1 equiv.) was slowly added and the resulting mixture was allowed to warm up to -15
°C during 1 h.

To a suspension of Nevirapine 1 (0.491 g, 1.84 mmol, 1 equiv.) in anhydrous THF (19 mL)
cooled to 0 °C was added a freshly prepared solution of LDA (1.25 M in THF and hexanes,
1.7 mL, 1.12 mmol, 1,15 equiv.). The resulting yellow solution was cooled to -40 °C. Another
portion of LDA was added in 1 min (5.11 mL, 6.38 mmol, 3.46 equiv.) to give a dark red
mixture. After the addition of HMPA (1.48 mL, 8.50 mmol, 4,61 equiv.), the solution was
stirred during 1 h at -40 °C. MoOPH (0.906 g, 2.10 mmol, 1,14 equiv.) was added in one
portion and the mixture was stirred during 4 h at -40 °C. The reaction was quenched by a
saturated solution of Na,SO3; (50 mL) and the mixture was vigourously stirred during 15 min,
before adjusting the pH to 7-8 using a saturated solution of NH4CIl. Water (20 mL) and AcOEt
(50 mL) were added and the aqueous phase was extracted with AcOEt (8 x 50 mL). The
combined organic phases were washed with a saturated solution of NaCl (200 mL) and
evaporated under reduced pressure to give an orange oil (2.174 g). The crude product was
prepurified by a Sephadex LH-20 column (dichloromethane/methanol, 50:50) to give a solid
residue containing Nevirapine, 12-OH-Nevirapine and HMPA. This yellow solid (248 mg) was
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then purified by silica gel column chromatography (dichloromethane/ethyl acetate gradient,
70:30 to 100% ethyl acetate and ethyl acetate/methanol 95/5) to give pure 12-OH-Nevirapine
37 as a white solid (225 mg, 43%). *H NMR (500 MHz, Methanol-D4): & 0.44 (m, 2H, H-14
and H-15), 0.94 (m, 2H, H-14 and H-15), 3.74 (m, 1H, H-13), 4.68 [A part of an AB system,
1H, 2Jag = 14.5 Hz, H-12], 4.80 [B part of an AB system, 1H, 2Jxs = 14.5 Hz, H-12], 7.19 (dd,
1H, 33y = 7.5 Hz, 3Juy = 5.0 Hz, H-8), 7.24 (d, 1H, 3Juu = 5.0 Hz, H-3), 8.12 (dd, 1H, 3Jyy =
7.5 Hz and “Juy = 2.0 Hz, H-7), 8.19 (d, 1H, 3Juy = 5.0 Hz, H-2), 8.50 (dd, 1H, 3Ju = 5.0 Hz
and “Juy = 2.0 Hz, H-9). **C NMR (125 MHz, Methanol-D4): & 9.5 (C-14 or C-15), 9.9 (C-14
or C-15), 30.6 (C-13), 61.6 (C-12), 120.5 (C-3 or C-8), 120.8 (C-3 or C-8), 122.2 (C-6a),
125.9 (C-4a), 141.9 (C-7), 144.7 (C-4), 145.6 (C-2), 153.1 (C-9), 155.4 (C-11a), 161.7 (C-
10a), 169.7 (C-6).

12-(**C)Hydroxy-Nevirapine (12-3C)37

C:1413CH14N4()2
MW = 283.30 g.mol™
TLC R = 0.31 (ethyl acetate); rev: PMA/Ce

13 LDA H 13C
Hs'3C 2
: HMPA 4 HN
g \ MoOPH 3/ \4161“;3:/ \s

14 15
12 -(13C)NeV|rapine 12-(3C)OH-NVP
12-("3C)1 12-("3C)37

Starting from 12-(**C)Nevirapine 12-(*3C)1 (0.406 g, 1.52 mmol, 1 equiv.) suspended in
anhydrous THF (16 mL), 1.25 M LDA (1.4 mL, 1.75 mmol, 1.15 equiv. then 4.2 mL, 5.26
mmol, 3.46 equiv), anhydrous HMPA (1.22 mL, 7.00 mmol, 4.61 equiv.) and MoOPH (0.752
g, 1.73 mmol, 1.14 equiv.) the same procedure as for the synthesis of 12-OH-Nevirapine was
repeated to give 12-(*3C)OH-Nevirapine 12-(**C)37 (224 mg, 52%). *H NMR (500 MHz,
Methanol-D4): & 0.44 (m, 2H, H-14 and H-15), 0.94 (m, 2H, H-14 and H-15), 3.74 (m, 1H, H-
13), 4.68 [A part of an AB system, 1H, *Jcy = 143.0 Hz, 2Jps = 14.5 Hz, H-12], 4.80 [B part of
an AB system, 1H, *Jcy = 143.0 Hz, g = 14.5 Hz, H-12], 7.19 (dd, 1H, 3J4y = 7.5 Hz, 3Jp =
5.0 Hz, H-8), 7.25 (dd, 1H, *Jcy = 4.5 Hz, %4 = 5.0 Hz, H-3), 8.12 (dd, 1H, 3J, = 7.5 Hz and
“Jun = 2.0 Hz, H-7), 8.19 (d, 1H, 3Juy = 4.5 Hz, H-2), 8.50 (dd, 1H, 3J4y = 5.0 Hz and *Jyy =
2.0 Hz, H-9). *C NMR (125 MHz, Methanol-D4): & 9.5 (C-14 or C-15), 9.9 (C-14 or C-15),
30.6 (C-13), 61.6 (**C-12), 120.5 (C-3 or C-8), 120.8 (C-3 or C-8), 122.2 (C-6a), 125.9 (C-
4a), 141.9 (C-7), 144.8 (d, Jcc = 45.6 Hz, C-4), 145.6 (d, *Jcc = 3.4 Hz, C-2), 153.1 (C-9),



X
Experimental section |211
N

155.4 (C-11a), 161.7 (C-10a), 169.7 (C-6). Residual 12-(**C)Névirapine was detected at 17.9
ppm (**C-12).

12-OH-Nevirapine sulfate, sodium salt 38

C15H13N,OsSNa
MW = 384.34 g.mol™

N ®
a0
O o
\?
_S
o~ \O
H
0 (0] 12 O
HN 4 HN 5 7
SO 3/ 4a 6a N 8
7 \ / Ny _PreHs 112 10//
A A
14 15
12-OH-NVP 12-OH-NVP sulfate
37 38

A solution of 12-OH-Nevirapine 37 (100 mg, 0.35 mmol, 1 equiv.) in anhydrous
dimethylformamide (5 mL) was cooled to 0 °C. Sulfur trioxide pyridine complex (226 mg, 1.42
mmol, 6 equiv.) was added in one portion and the resulting solution was stirred at room
temperature for 3 days. The reaction mixture was concentrated to dryness at 50 °C. An
aqueous solution of sodium hydrogenocarbonate (5% w/w, 6.5 mL, 325 mg, 11 equiv.) was
slowly added at 0 °C and the mixture was evaporated under reduced pressure. The residue
was taken up in water (6 mL) and evaporated to give a yellow solid. This procedure was
repeated three times. The crude product was taken up in cold ethanol (3 mL) and the
suspension was triturated and filtered. The filtrate was evaporated under reduced pressure
and dried under vacuum to give 12-OH-Nevirapine sulfate 38 as a yellow solid (80 mg, 59%).
'H NMR (500 MHz, MeOD): & 0.46 (m, 2H, H-14 and H-15), 0.94 (m, 2H, H-14 and H-15),
3.74 (m, 1H, H-13), 5.06 [A part of an AB system, 1H, 2Jps = 13.5 Hz, H-12], 5.22 [B part of
an AB system, 1H, 2Jag = 13.5 Hz, H-12], 7.19 (dd, 1H, 3Juy = 7.5 Hz, %Juy = 4.5 Hz, H-8),
7.33 (d, 1H, 344 = 5.0 Hz, H-3), 8.12 (dd, 1H, *J4 = 7.5 Hz and “Juy = 2.0 Hz, H-7), 8.21 (d,
1H, 334y = 5.0 Hz, H-2), 8.48 (dd, 1H, 3J4y = 4.5 Hz and “Juy = 1.5 Hz, H-9). *C NMR (125
MHz, MeOD): & 9.5 (C-14 or C-15), 9.8 (C-14 or C-15), 30.5 (C-13), 65.9 (C-12), 120.8 (C-3
or C-8), 121.4 (C-3 or C-8), 122.4 (C-6a), 125.8 (C-4a), 140.7 (C-4), 141.9 (C-7), 145.6 (C-
2), 152.9 (C-9), 155.9 (C-11a), 161.6 (C-10a), 169.8 (C-6). Elementary analysis calcd. for
CisH13N;,OsSNa: C (45.88%), H (3.41%), N (14.58%); found C (45.67%), H (3.27%), N
(14.41%).
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12-(**C)OH-Nevirapine sulfate, sodium salt 12-(**C)38

C14*CH13N,OsSNa
MW = 385.34 g.mol™

\ ®
aoe
\ //O
13 13c
H C Ho
2 4 HN
pySO3 3/ \4a Ga/ \s
11a 10a
14 15
12-(13C)OH-NVP 12-(13C)OH-NVP sulfate
12-(13C)37 12-("3C)38

Starting from 12-(**C)hydroxy-Nevirapine 12-(**C)37 (80 mg, 0.28 mmol, 1 equiv.) in
anhydrous dimethylformamide (4 mL) and sulfur trioxide pyridine complex (261 mg, 1.69
mmol, 6 equiv.), the same procedure as for the synthesis of 12-sulfoxy-Nevirapine was
repeated to give 12-(**C)OH-Nevirapine sulfate 12-(**C)38 (50 mg, 46%). *H NMR (500 MHz,
MeOD): 6 0.46 (m, 2H, H-14 and H-15), 0.94 (m, 2H, H-14 and H-15), 3.74 (m, 1H, H-13),
5.06 [A part of an AB system, 1H, *Jcy = 147.5 Hz, 2Jas = 13.5 Hz, H-12], 5.22 [B part of an
AB system, 1H, "¢y = 147.5 Hz, 2Jas = 13.5 Hz, H-12], 7.19 (dd, 1H, %Ju = 8.0 Hz, 3344 =5.0
Hz, H-8), 7.33 (dd, 1H, *Jcy = 5.0 Hz and 3Juy = 5.0 Hz, H-3), 8.12 (dd, 1H, 3J = 7.5 Hz and
*Jun = 2.0 Hz, H-7), 8.21 (d, 1H, 3Juy = 5.0 Hz, H-2), 8.48 (dd, 1H, 3Juy = 4.5 Hz and *Jyy =
2.0 Hz, H-9). *C NMR (125 MHz, MeOD): & 9.5 (C-14 or C-15), 9.8 (C-14 or C-15), 30.5 (C-
13), 65.9 (C-12), 120.8 (C-3 or C-8), 121.5 (C-3 or C-8), 122.4 (C-6a), 125.8 (C-4a), 140.7
(d, YJcc = 48.1 Hz, C-4), 141.9 (C-7), 145.6 (d, “Jcc = 2.8 Hz, C-2), 152.9 (C-9), 155.9 (C-
11a), 161.6 (C-10a), 169.8 (C-6). Residual 12-(**C)Névirapine was detected at 17.9 ppm
(**c-12).
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12-Mesyloxy-Nevirapine 39

C16H16N4O4S
MW = 360.39 g.mol™
TLC R = 0.50 (ethyl acetate); rev: PMA/Ce

16
4

O//S\O

12 0O

HN MsCI 4 HN— 7

NEt / Wa  6a) N\

7 \ / N T 112 10// °
A 14715

12-OH-NVP 12-mesyloxy-NVP
37 39

)

To a solution of 12-OH-NVP 37 (175 mg, 0.62 mmol, 1 equiv.) in dry tetrahydrofuran (14.5
mL) cooled at 0 °C was added freshly distilled triethylamine (0.13 mL, 0.93 mmol, 1.5 equiv.).
A solution of methanesulfonyl chloride (1.29 M in dry THF, 0.72 mL, 0.93 mmol, 1.5 equiv.)
was slowly added just before another portion of triethylamine (0.13 mL, 0.93 mmol, 1.5
equiv.). The reaction mixture was stirred at 0 °C for 45 min. Water (20 mL) was slowly added
at 0 °C and the aqueous phase was extracted with dichloromethane (3 x 50 mL). The
gathered organic phases were dried over magnesium sulfate, evaporated under reduced
pressure and dried under vacuum. The yellow solid residue was purified by column
chromatography (dichloromethane/ethyl acetate gradient, 80:20 to 100% ethyl acetate) to
give 12-mesyloxy-Nevirapine 39 as a white powder (111 mg, 50%). 'H NMR (500 MHz,
CDCl3): © 0.49 (m, 2H, H-14 and H-15), 0.98 (m, 2H, H-14 and H-15), 3.07 (s, 3H, H-16),
3.73 (m, 1H, H-13), 5.34 [A part of an AB system, 1H, 2Jps = 12.5 Hz, H-12], 5.38 [B part of
an AB system, 1H, 2Jag = 12.5 Hz, H-12], 7.07 (dd, 1H, 3Juy = 8.0 Hz, %Juy = 5.0 Hz, H-8),
7.12 (d, 1H, 3y = 5.0 Hz, H-3), 8.12 (dd, 1H, *J4y = 7.5 Hz and *Juy = 2.0 Hz, H-7), 8.30 (d,
1H, 3Ju = 5.0 Hz, H-2), 8.53 (dd, 1H, 3J4y = 4.5 Hz and “Jyy = 2.0 Hz, H-9), 8.76 (s, 1H, NH).
13C NMR (125 MHz, CDCl5): & 9.1 (C-14 or C-15), 9.3 (C-14 or C-15), 30.0 (C-13), 38.5 (C-
16), 66.4 (C-12), 119.5 (C-8), 120.1 (C-6a), 120.3 (C-3), 124.5 (C-4a), 134.3 (C-4), 140.7 (C-
7), 145.3 (C-2), 152.5 (C-9), 155.3 (C-11a), 160.3 (C-10a), 168.8 (C-6).
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12-(**C)Mesyloxy-Nevirapine 12-(**C)39

C15"°CH16N,0,S
MW = 361.39 g.mol™
TLC R = 0.50 (ethyl acetate); rev: PMA/Ce
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12-("3C)OH-NVP 12-("3C)mesyloxy-NVP
12-(1C)37 12-(3C)39

Starting from 12-(**C)hydroxy-Nevirapine 12-(**C)37 (178 mg, 0.63 mmol, 1 equiv.) in
anhydrous THF (14.5 mL), 2 portions of triethylamine (0.13 mL, 0.93 mmol, 1.5 equiv) and
methanesulfonyl chloride (1.29 M in dry THF, 0.73 mL, 0.94 mmol, 1.5 equiv.) the same
procedure as for the synthesis of 12-mesyloxy-Nevirapine 39 was repeated to give 133 mg of
pure 12-(**C)mesyloxy-Nevirapine 12-(*3C)39 (52%). *H NMR (500 MHz, CDCl;): & 0.49 (m,
2H, H-14 and H-15), 0.98 (m, 2H, H-14 and H-15), 3.07 (s, 3H, H-16), 3.74 (m, 1H, H-13),
5.20 [A part of an AB system, 1H, *Jcy = 132.5 Hz, 2Jas = 13.5 Hz, H-12], 5.50 [B part of an
AB system, 1H, "¢y = 132.5 Hz, 2Jas = 13.5 Hz, H-12], 7.08 (dd, 1H, %y = 7.5 Hz, 3344 = 5.0
Hz, H-8), 7.12 (dd, 1H, %Jcy = 5.0 Hz, 3Juy = 5.0 Hz, H-3), 8.12 (dd, 1H, 3J4y = 7.5 Hz and
*Jun = 2.0 Hz, H-7), 8.30 (d, 1H, 3Juy = 4.5 Hz, H-2), 8.53 (dd, 1H, 3J4y = 5.0 Hz and “Jyy =
2.0 Hz, H-9), 8.68 (s, 1H, NH). *C NMR (125 MHz, CDCly): 8 9.1 (C-14 or C-15), 9.3 (C-14
or C-15), 30.0 (C-13), 38.5 (C-16), 66.4 (**C-12), 119.5 (C-8), 120.1 (C-6a), 120.3 (C-3),
124.5 (C-4a), 134.2 (d, "Jcc = 48.4 Hz, C-4), 140.7 (C-7), 145.3 (d, ®Jcc = 3.5 Hz, C-2), 152.5
(C-9), 155.2 (d, 3Jcc = 1.4 Hz, C-11a), 160.3 (C-10a), 168.7 (C-6). Residual 12-
(**C)Névirapine was detected at 17.9 ppm (**C-12).
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4-Methyl-3-pyridinecarbonitrile 42

C7HsN;
MW = 118.14 g.mol™
TLC R = 0.51 (petroleum ether/ethyl acetate, 50:50 ); rev: PMA/Ce

AcONa
PdCl, 8 8
XN " AN s g ON'
_ MeOH 3
Cl N Cl 6, =2 N
N H
29 42 44
desired product  reduced product
(major)

To a degassed suspension of 2,6-dichloro-4-methyl-3-pyridinecarbonitrile 29 (0.846 g, 4.52
mmol, 1 equiv.) and sodium acetate (0.745 g, 9.08 mmol, 2 equiv.) in methanol (12.5 mL)
was added a catalytic quantity of palladium dichloride. The mixture was stirred at room
temperature under hydrogen atmosphere (1.2 atm) and monitored by TLC until complete
conversion of 29. The catalyst was filtered on Celite and washed with methanol (3 x 25 mL).
The orange filtrate was evaporated under reduced pressure, taken up in water (50 mL) and
the pH was adjusted to 8 using solid sodium hydrogenocarbonate. The aqueous phase was
extracted with diethyl ether (3 x 50 mL) and the gathered organic phases were washed with a
saturated solution of sodium chloride (50 mL), dried over magnesium sulfate, evaporated and
dried under vacuum to give a yellow solid (containing the desired molecule 42 as the major
product and a more reduced molecule 44) which was used in the next step without further
purification. (411 mg, 77%). *H NMR (500 MHz, CDCls): desired product & 2.43 (s, 3H, H-8),
7.20 (d, 1H, *Juy = 5.0 Hz, H-5), 8.51 (d, 1H, %Juy = 5.5 Hz, H-6), 8.64 (s, 1H, H-2). reduced
product & 1.01 (d, 3H, Jun = 6.5 Hz, H-8), 1.36 (m, 1H, H-5), 1.73 (m, 1H, H-5), 2.31 (m, 1H,
H-4), 3.09 (m, 2H, H-6), 5.01 (br s, 1H, NH), 6.77 (d, 1H, 3Juu = 6.0 Hz, H-2). *C NMR (125
MHz, CDClIs): desired product & 20.0 (C-8), 110.7 (C-3 or C-7), 115.8 (C-3 or C-7), 124.8 (C-
5), 150.8 (C-4), 152.4 (C-2 or C-6), 152.6 (C-2 or C-6). reduced product & 20.7 (C-8), 26.8
(C-4), 28.7 (C-5), 38.2 (C-6), 79.4 (C-3), 123.0 (C-7), 144.2 (C-2).
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4-Methyl-3-pyridinecarbonitrile-1-oxide 43

C/HeN,O
MW = 134.14 g.mol™

H20,
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42 43

4-Methyl-3-pyridinecarbonitrile 42 (1.166 g, 9.87 mmol, 1 equiv.) was dissolved in glacial
acetic acid (5.7 mL, 99.6 mmol, 10.1 equiv.). A solution of 30% hydrogen peroxide (0.97 mL,
9.47 mmol, 0.96 equiv.) was slowly added and the mixture was stirred at 80 °C. After 3h,
another portion of 30% hydrogen peroxide (0.69 mL, 0.68 mmol, 0.68 equiv.) was added and
the mixture was stirred at 80 °C overnight. After cooling to room temperature, water (15 mL)
was added and the pH was adjusted to 7 using a saturated solution of sodium carbonate.
The aqueous phase was extracted with chloform (6 x 100 mL). The organic phase was
concentrated to 100 mL before the addition of 3 spatula of Pd/C (5 wt. %). The resulting dark
suspension was stirred at room temperature for 1 day, filtered on Celite, and the catalyst was
washed with chloforom (200 mL). The filtrate was evaporated and dried under vacuum to
give pure 4-methyl-3-pyridinecarbonitrile-1-oxide 43 as a white solid (924 mg, 70%). *H NMR
(500 MHz, CDCly): 8 2.54 (s, 3H, H-8), 7.24 (d, 1H, 3Juy = 6.5 Hz, H-5), 8.23 (dd, 1H, %Juy =
7.0 Hz, and “J4y = 1.5 Hz, H-6), 8.37 (d, 1H, *Juy = 1.5 Hz, H-2). *C NMR (125 MHz, CDCls):
0 19.6 (C-8), 113.5 (C-3 or C-7), 113.6 (C-3 or C-7), 128.0 (C-5), 139.9 (C-6), 141.2 (C-2),
142.6 (C-4). Mp : 181 °C - 183 °C.

4-[(Acetyloxy)methyl]-3-pyridinecarbonitrile 45

CoHgN,O>
MW = 176.17 g.mol™

Ac,0 10*9(0 8
X
| DMAP 0, 4\ CN7
7 3
®N |
I 6 =2
(0[O N
43 45

Acetic anhydride (2.0 mL, 1.58 mmol, 13.3 equiv.) was added to 43 (212 mg, 1.58 mmol, 1

equiv.) and dimethylaminopyridine (catalytic quantity). The yellow solution was stirred at 140
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°C for 5 min. After cooling to room temperature and then to 0 °C, water (10 mL) was added
dropwise and the pH was adjusted to 7-8 using a saturated solution of sodium
hydrogenocarbonate. The agueous phase was extracted with dichloromethane (5 x 60 mL).
The gathered organic phases were washed with water (100 mL) and a saturated solution of
sodium chloride (100 mL), dried over magnesium sulfate, evaporated and dried under
vacuum to give a crude brown oil containing the desired molecule 45 as the major product
(239 mg). *H NMR (500 MHz, CDCls): & 2.19 (s, 3H, H-10), 5.29 (s, 2H, H-8), 7.44 (d, 1H,
3Jun = 5.5 Hz, H-5), 8.79 (d, 1H, *Jy = 6.0 Hz, H-6), 8.88 (s, 1H, H-2).

Oxodiperoxymolybdenum(pyridine)-(hexamethylphosphoric triamide)
MoO5.py.HMPA — MoOPH 57

C11H23MO N406P
MW = 434.24 g.mol™

w &
- SN 0—0 o 0—0
QH H,0, /O \ / vacuum \ N \/ Pyridine =N )/
O=Mo=0 ——> M =0 ——> N-P=0—>Mo=0 ————> Mo=0
: H0 | /\ /N /\ THF A
OH N_ O N 0—0 0 —
ENR7) Oo— /N\ 2 o0—0
\N/ \N/ \N’P\N/
\ \
57

A solution of 30% H,0O, (200 mL, 1.96 mol, 7.1 equiv.) was slowly added to molybdic acid
(44.7 g, 0.276 mol, 1 equiv.), maintaining the temperature below 40 °C. The mixture was
stirred at 40 °C for 2 h until the starting slurry became a yellow solution, cooled to 10 °C,
before adding HMPA (48 mL, 0.276 mol, 1 equiv.) in one portion. The yellow precipitate of
MoOs.HMPA.H,O was filtered, washed with cold water, recrystallized from methanol at 40
°C, and dried over P,Os for 24 h under high vacuum to give MoOs.HMPA (19.4 g, 20%) as a
yellow solid (MP: 112 °C - 114 °C).

Dry pyridine (2.7 mL, 33.6 mmol) was added to a solution of MoOs.HMPA (11.9 g, 33.6
mmol, 1 equiv.) in anhydrous THF (50 mL) at 20 °C. The yellow precipitate was filtered on a
Schlenck-frit, washed with anhydrous THF (8 mL) and anhydrous Et,O (3 x 15 mL), and dried
under vacuum to give MoO5.py.HMPA 47 (MoOPH, 11.8 g, 81%). The product was stored at
-40 °C under argon, protected from light and humidity. Mp : dec. > 100°C (litt. dec. > 103 °C -
105 °C).
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(1R)-(=)-(10-Camphorsulfonyl)oxaziridine 58

C1oH1sNO3S
MW = 229,08 g.mol™
TLC Rf = 0.80 (dichloromethane); rev: PMA/Ce

K,COg3, oxone

4 Toluéne, H,O
N\

&%

59

A solution of potassium carbonate (34.2 g, 248 mmol, 21 equiv.) in water (52 mL) was
added to a solution of (1S)-(-)-camphorsulfonylimine 59 (2.50 g, 11.7 mmol, 1 equiv.) in
toluene (46 mL). The biphasic mixture was highly stirred and cooled to 0 °C. A solution of
oxone (78.9 g, 257 mmol, 22 equiv.) in water (315 mL) was added dropwise and the mixture
was stirred at room temperature overnight. The pink precipitate was filtered. The filtrate was
extracted with dichloromethane (3 x 200 mL) and the pink solid was washed with
dichloromethane (200 mL). The reunited organic phases were dried over magnesium sulfate,
evaporated under reduced pressure and dried under vacuum. The white solid residue was
purified by column chromatography (100% dichloromethane) to give (1R)-(-)-(10-
camphorsulfonyl)oxaziridine 58 as white needles (2.36 g, 88%). *H NMR (500 MHz, CDCly):
6 1.00 (s, 3H, H-10), 1.14 (s, 3H, H-10), 1.47 - 2.15 (m, 6H, H-5, H-6 and H-8), 2.60 (m, 1H,
H-7), 3.08 [A part of an AB system, 1H, 2Jps = 14.0 Hz, H-4], 3.26 [B part of an AB system,
1H, 2Jas = 14.0 Hz, H-4]. *C NMR (125 MHz, CDCls): 8 19.5 (C-10), 20.6 (C-10), 26.6 (CH,),
28.4 (CHy), 33.7 (CH,), 45.8 (C-7), 48,4 (C-4), 54.1 (C-4a), 98.9 (C-8a). Mp : 163 °C - 165 °C
(litt. 163 °C - 165 °C).
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Reactivity studies in solution

Buffer preparation

Phosphate buffer solution (PBS, 0.1 M, pH = 7.4) was prepared as specified:
40.5 mL of a solution of 0.2 M NaH,PO,
9.5 mL of a solution of 0.2 M NaH,PO,4(H,0),
50 mL of millig. H,O
The pH was adjusted to 7.4 if necessary.

NMR acquisition

All nuclear magnetic resonance spectra (*H and **C) were recorded on a Bruker Avance ||
(500 MHz (*H) and 125 MHz (**C)) spectrometer in DMSO-ds or in a mixture of phosphate
buffer (pH 7.4) and CDs;CN. If necessary, adducts formed were identified by HSQC
experiments. The solvent residual signals were used as reference values according to table
1.

Solvent 5 *H (ppm) 5 *°C (ppm)
CHsCN 1.94 1.32/118.26
DMSO 2.50 39.52

Table 1: Chemical shift references used for NMR spectra calibration
LC/MS

All liquid chromatography-mass spectrometry data were recorded on an Agilent 1200
equipment at 25°C. Mass spectra were recorded on a HCT Ultra Bruker ion trap
spectrometer equipped with an electrospray/atmospheric pressure chemical ionization
interface (ESI/APCI). The parent ions are quoted [M+H]".

For samples containing CD;CN/PBS, a Zorbax SB-C18 column (1.8 um, 2.1 x 50 mm, flow
0.5 mL/min) was used with the following gradient (table 2):

t (min) Water + 0.05% formic acid Acetonitrile + 0.05% formic acid

0 98 2
4 0 100
8 0 100

Table 2: Gradient used for eluting adducts formed in CD3sCN/PBS
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For samples containing DMSO-d6, a Zorbax SB-C18 column (1.8 pm, 2.1 x 30 mm, flow
0.8 mL/min) was used with the following gradient (table 3):

t (min) Water + 0.05% formic acid Acetonitrile + 0.05% formic acid

0 98 2
2.5 0 100
5 0 100

Table 3: Gradient used for eluting adducts formed in DMSO-d6

General procedure for coupling 12-(**C)mesyloxy-Nevirapine to amino
acids in PBS/CD3CN

To a solution of N-acetylamino acid N-Ac-Aa-OR (70 pumol, 10 equiv.) (Table 4) in PBS
(pH 7.4, 0.1 M, 300 pL) was added a solution of 12-(**C)mesyloxy-Nevirapine (2.5 mg, 1
equiv.) in CD3;CN (300 pL). The mixture was transferred into an NMR tube for analysis. After

one month, the reaction mixture was analyzed by LC-MS.

Amino acid N-Ac-Aa-OR Quantity (mg) Adducts
N-Ac-Cys-OMe 13 12-(*°C)37, ("°C)61a, (T°C)61b
12-(*C)37, (C)61c, (*C)6le
Adducts (**C)61d and (**C)61f

N-Ac-Cys-OH 12 i )
were detected in LC-MS but not in
NMR
N-Ac-Lys-OMe.HCI 17 12-(*C)37, (°C)62a
) 12-(**C)37, (*°C)63a, (*°C)63b,
N-Ac-His-OH.H,0 14 13
(°C)63c
12-(**C)37,
Adducts (**C)64a and (**C)64b
N-Ac-Arg-OMe.HCI 19 ) )
were detected in NMR but not in
LC-MS
12-(*C)37,
N-Ac-Tyr-OH 16

(**C)65 (unkown structure)

Table 4: Amino acids, quantity used and adducts detected in PBS/CD3CN

General procedure for coupling 12-(**C)mesyloxy-Nevirapine to tyrosine
in DMSO-d6

To a solution of N-acetylamino acid N-Ac-Aa-OR (70 umol, 10 equiv.) (Table 5) in DMSO-
d6 was added a solution of 12-(**C)mesyloxy-Nevirapine (2.5 mg, 1 equiv.) in DMSO-d6 (300
pL). The mixture was transferred into an NMR tube for analysis. After one month, the

reaction mixture was analyzed by LC-MS.
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Amino acid N-Ac-Aa-OR Quantity (mg) Adducts
12-(~C)37,
N-Ac-Tyr-OH 16 13 13
(°C)66 (unkown structure), 4-("C)67
12-(7C)37,
N-Ac-Tyr-OEt.H.O 19 13 13
(7C)66 (unkown structure), 4-(TC)67

Table 5: Amino acids, quantity used and adducts detected in DMSO-d6

Characterized adducts in PBS/CD3;CN

13 5 *H (ppm)
Adduct 0 °C (ppm) (HSQC i 13C) Proposed structure
OH
H,13C 2

HN

74 \ I N

12-(%C)37 60.7 4.57 -4.75 — N _
N N

A

ESI/APCI: m/z 284 [12-(**C)37 + H]"

o)
)LNH
o)

O S\13CH 9

32.1 2
(*c)61a 3.55-4.12 4 HN
32.3* 7 N
\

ESI/APCI: m/z 443 [(**C)61a + H]"

N-Ac-Cys-OMe

o)
)\\NH
0

OH S~13cy

O
2
(*c)61b 32.4 Not detected HN
74 \ ] N
=NT NT ONF

A

ESI/APCI: m/z 429 [(**C)61b + H]"

*2 conformers
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13 5 *H (ppm)
Adduct 0 ~°C (ppm) 113 Proposed structure
(HSQC 'H-**C)
OH
1307 0
H%C
s aWwh
12-(*C)37 60.9 457 -4.75 - N _
N A N
ESI/APCI: m/z 284 [12-(**C)37 + H]"
(0]
)\\NH
X\(O
| O-13 0
. 63.3 SH CHz
(**C)6ic 5.18 - 5.28
63.4* 7 N
ESI/APCI: m/z 429 [(**C)61c + H]*
I o)
o
2 -
O Oﬁ/ HN
2 HO ,\\(O
< NH \\\“
2
13 - O//\'\Q /S O\1SCH2 P
(°C)61d Not detected in NMR S HN
ESI/APCI: m/z 590 [(**C)61d + H]"
O
)\\NH
X\(O
O\ O
S 3CcH
. 32,2 0 13c] “HN
(**c)6le 3,69 — 3,95 NH 2 Y AN
32,4 y $ \ /
\ / =N~ N° T
ESI/APCI: m/z 694 [(**C)61e + H]*

*2 conformers
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Adduct 5 °C (ppm)

5 "H (ppm)
(HSQC *H-"C)

Proposed structure

(**c)6if

N-Ac-Cys-OH

Not detected in NMR

\" O
0
)\LNH\
(0] S O~13 o

s’ CHZHN
74 \ ] N
ESI/APCI: m/z 855 [(*C)61f + H]"

OH

12-(**c)37

61.0

4.57 -4.75

/
H,'3C 2

HN
4

ESI/APCI: m/z 284 [12-(**C)37 + H]"

(**c)62a

N-Ac-Lys-OMe

41.8

4.58 - 4.88

NH
Ho13C P

HN

ESI/APCI: m/z 468 [(**C)62a + H]*

(**c)62b

62,7
62,8*

4,78 — 4,97

Not detected in LC-MS

*2 conformers
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5 *C d "H (ppm)
Adduct 113 Proposed structure
(ppm) (HSQC "H-~C)
OH
1357 0
H'%C
74 \ ] N
12-(*C)37 61.0 457 -4.75 - _
N g N
ESI/APCI: m/z 284 [12-(**C)37 + H]*
o
HN
—N o)
EINRPZ \\\(
0\13C 0]
13 H,
(**C)63a 63.1 5.09 - 5.28 HN
74 \ I N
. ESI/APCI: m/z 463 [(**C)63a + H]"™**
o o)
)
£ A
g o ™ n
iy =\
(**c)63b 47.0 5.15 - 5.38 "o “HN
47.1* ' ' 7 ) I N
ESI/APCI: m/z 463 [(**C)63b + H]"™"
A
NH N
46.95 OMN 5
X N=13
* CH
47.02 o 13c:H/o 21N
(**C)63c 62.99 Not detectable NH 2 7 N
63.03* 7 /Z//§ <\ NN
ESI/APCI: m/z 728 [(**C)63c + H]*
OH
° H213C/ o
s HN
e 7\ D
© | 12-(®C)37 61.0 457 -4.75 - _
< NT NN
(&)
g A
zZ
ESI/APCI: m/z 284 [12-(**C)37 + H]"

*2 conformers

“Only one of the two adducts molecular ions [(**C)63a + H]" or 463 [(**C)63b + H]* was detected in LC-MS
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5 *H (ppm
Adduct 5 °C (ppm) (?p 13) Proposed structure
(HSQC *H-C)
\
O\fo
o)
oy
M \
H
HN\(NH
(PC)e4a 41,7 4,55 - 4,90 HN—13 0
CH,
HN
o A
s
% Not detected in LC-MS
< NH
(8] H2N\(
<
z HN
o} o)
62,6 )LN
(*°C)64b 4,63 - 4,95 Ho O, 0
62,7* 2HN
Not detected in LC-MS
OH
1307 0
H°C
74 \ I N
12-(2C)37 61.0 457-4.75 - N _
N A N
ESI/APCI: m/z 284 [12-(**C)37 + H]"
OH
T o OH
9 O i-u//
A S U
(&)
3 3
or 0
(**C)65 62,8 5,00 — 5,27
62,9* ’ ’ 13C H213C
ESI/APCI: m/z 489 [(*3C)65 + H]

*2 conformers
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Characterized adducts in DMSO-d6

232
—

13 5 "H (ppm)
Adduct 0 ~°C (ppm) 113 Proposed structure
(HSQC "H-—C)
OH
H21SC/ N o
7 \ I N
12-(*C)37 58.9 4.50 - 4.79 < SN _
N A N
ESI/APCI: m/z 284 [12-(**C)37 + H]"
i CD;
Q D3o\®s\/
>
|_
o) 13 0 O
< H2"C N
z
- 4-(*c)66 71.8 Not detected e\\g\ | N
22
I = N —
@) N N
5 A
(&)
<ZF Not detected in LC-MS
H~13c’/o 0]
HN
7 \ I N
4-(Bc)e7 190.7 10.67 < N —

N N

A

ESI/APCI: m/z 282 [4-(*3C)67 + HJ*
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Reactivity studies in EpiSkin® model

Epidermis preparation: arrival in the laboratory and maintenance period

EpiSkin® reconstructed human epidermis were delivered after a culture period of 13 days.
Maintenance medium was shipped along with the EpiSkin® models. EpiSkin® kit consisted of
12 reconstructed epidermis units (1.07 cm2) made of type | collagen matrix surfaced with a
film of type IV collagen, upon which was laid a stratified and differentiated epidermis derived

from human keratinocytes. Reconstructed human epidermis were packed in a multi-well plate
filled with an agarose-nutrient gel in which they were embedded (Figure 1).

Figure 1: Multi-well plate containing agarose upon which are embedded reconstructed human epidermis
The plates were handled in a laminar flow hood under sterile conditions.

A new plate was prepared by filing each well with maintenance medium (2 mL) and

avoiding the introduction of air bubbles (Figure 2). Maintenance medium should be used at

room temperature and stored in the dark at 2 - 8 °C.

Figure 2: Multi-well plate filled with maintenance medium

Each insert containing the epidermis was carefully taken out. Any remaining agarose
adhering to the outer sides of the insert was removed using a gauze compress. The insert

was immediately placed in new well filled with maintenance medium. This step was executed
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quickly as the tissue cultures dry out rapidly when not in contact with medium, and no air
bubbles must form underneath the insert (Figure 3).

/

*

() “\ / (b)

Figure 3: Removing excess agarose on a gauze compress (a) before placing the insert in a new well filled with

maintenance medium (b)

Culture plates were placed in an incubator at 37 °C, 5% CO,, and saturated humidity.

Testing started after 24 hours, in order to reinitiate cell growth after shipping.

Topical application of the molecules and incubation period

After 24 hours in the incubator, **C-substituted molecules were applied at the surface of
the epidermis. Haptens and pro-haptens are usually applied in solution using acetone as the
vehicle. Acetone allows a good penetration through the epidermis and is easily eliminated by
evaporation during the incubation period. However, except from 12-(**C)mesyloxy-
Névirapine, Nevirapine and its derivatives are not soluble in acetone. For this reason, 12-
(**C)Nevirapine, 12-(**C)OH-Nevirapine and 12-(*3C)OH-Nevirapine sulfate were applied in
DMSO.

Solutions of **C-substituted molecules in DMSO (30 pL, 0.4 M) were applied topically on
the epidermis, spreading the product all over the surface to make the penetration as
homogeneous as possible. Controle samples were prepared by keeping an epidermis
untreated (“blank”) and by treating another one with DMSO (30 pL) only. In order to obtain
enough material for the preparation of one HRMS NMR insert, two 1,07 cm? reconstructed
human epidermis are needed. The plates were placed in the incubator again after

application.

Each *C-substituted molecule was applied separately on several epidermis samples and
different incubation periods were chosen to get a kinetic monitoring of the transformations
occuring in the epidermis. Reconstructed human epidermis were incubated from 1 hour to 48
hours, depending on the studied molecule. When the incubation time exceeded 24 hours, the

maintenance medium was replaced with fresh medium.
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After incubation, multi-well plates were taken out of the CO, incubator. The supports
containing the epidermis were grasped with tweezers (Figure 4a). To detach the sample, the
white circle maintaining the collagene “sock” under the epidermis was first removed (Figure
4b). The collagene matrix was then carefully pulled out (Figure 4c), leaving the epidermis
alone on the support (Figure 4d). The sample was gently detached from the support (Figure
4e). Since DMSO was used as the vehicle, the epidermis was rinsed thoroughly with
ultrapure water (Figure 4f). Reconstructed human epidermis were transferred in eppendorf
tubes and deep-freezed at -80 °C. This freezing step stops the reaction between the hapten
or the pro-hapten and the epidermis.

(b)

@)

Figure 4 : Reconstructed human epidermis manipulation after incubation with **C-substituted molecules

Deep-frozen samples were ready for the preparation of HRMAS NMR inserts after a

minimum period of 8 hours at -80 °C.
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HRMAS NMR insert preparation

Epidermis was taken out of the surgelator and placed at -30 °C. Using a 2 mm skin biopsy
punch (Figure 5), a frozen fragment was removed from the epidermis.

Figure V-5 : Biopsy punch

The epidermis fragment (15 to 20 mg) was introduced in a PCTFE
(polychorotrifluoroethylene) disposable insert by a piston system (Figure 6a). A small volume
of D,O (8 uL) was quickly added to insure the “lock” during NMR acquisition (Figure 6b). A
conical plug was then added to hermetically seal the insert. (Figure 6c). The insert insures
that the entire sample is detected by the radio-frequency coil of the probe and that no leak

occurs during the analysis. Inserts can be stored at -80 °C.

(@ (b)
Figure 6: Introduction of an epidermis fragment into a disposable insert (a) before adding D,O (b), and insert

containing the sample (c)

Rotor preparation

Shortly before the HRMAS analysis, the insert was placed into a standard 4 mm ZrO, rotor
closed with a cap. The ensemble was then inserted into the HRMAS probe pre-cooled at 4
°C. All experiments were performed at 4 °C and were started immediately after the
temperature inside the probe reached the equilibrium condition (5 min). Upon completion of
the HRMAS analysis, the insert was taken out of the rotor and stored back to -80 °C.
Therefore, complementary NMR analysis can be performed at a later stage of any of the

stored sample inserts.
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HRMAS NMR: data acquisition

HRMAS spectra were recorded on a Bruker Avance spectrometer (Faculté de Chimie,
Strasbourg) operating at a proton frequency of 500.13 MHz. The spectrometer was equipped
with a 4 mm triple resonance (*H, *C and *'P) gradient HRMAS probe. A Bruker colling unit
(BCU) was used to regulate the temperature at 4 °C by cooling down the bearing air flowing
into the probe. All NMR experiments were conducted on samples spinning at 3502 Hz to
keep the rotation sidebands out of the spectral region of interest. Shimming procedure of HR-
MAS is realized according to the method described by Piotto et al.?®?. For each samble, a
one-dimensional proton spectrum using a standard one-pulse and a Carr-Purcell-Meiboom-
Gill (CPMG) pulse sequences were acquired (Bruker cpmgprld pulse sequence). Both
sequences were coupled with water suppression/presaturation. CPMG sequence allows a
better observation of signals by reducing the intensity of those macromolecules and lipids in
the spectrum. The inter-pulse delay between the 180° pulses of the CPMG pulse train was
synchronized with the sample rotation and set to 285 ms (1/w, = 1/3502 = 285 pus) in order to
eliminate signal losses to B; field inhomogeneities. The number of loops was set to 328

giving the CPMG pulse train a total length of 93 ms.

One-pulse and CPMG experiments were acquired with the following parameters: spectral
width 14.0 ppm, number of points 32 k, relaxation delay 2 s, acquisition time 2.3 s. A total of
256 FID were acquired resulting in an acquisition time of 19 min. All spectra were recorded in
such a manner that only a zero phase order correction was necessary to properly phase the
spectrum. The FID was multiplied by an exponential weighing function corresponding to a
line broadening of 0.3 Hz prior to Fourier transformation. All spectra were processed using
automatic base line correction routines. Spectra were referenced by setting the lactate

doublet chemical shift to 1.33 ppm in *H and 22.7 ppm in **C.

Two-dimensional heteronuclear *H-*C g-HSQC experiments using echo-antiecho gradient
selection for phase-sensitive detection were acquired using a 46 ms acquisition time with
GARP *3C decoupling and a 1.5 s relaxation delay. A total of 182 transients were averaged
for each of 256 t1 increments, corresponding approximately to a total acquisition time of 21.5
h. Two 1 ms sine-shaped gradient pulses of strength 40 and 10.05 G/cm were used in the
experiment. Data were zero-filled to a 2k * 1k matrix and weighted with a shifted square sine

bell function before Fourier transformation.
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Coupling of 12-(**C)Névirapine to EpiSkin®

12-(**C)Névirapine was applied in DMSO (0.4 M, 30 pL).
'H-13C HSQC experiment showed a new correlation.
The substituted position was not modified. A metabolic transformation could have occurred

somewhere else.

2.39/19.7 ppm 2.40/18.3 ppm 2.40/18.3 ppm 2.40/18.3 ppm
Hs'3C e P HC o Ha'3C D
74 N Ep|Sk|n 7 N 74 AN 7 N
HO™=N g N NT NN N

12-(130)NeV|rapine
12-("3c)1
Unknown metabolite

Coupling of 12-(**C)OH-Névirapine to EpiSkin®

12-(**C)OH-Névirapine was applied in DMSO (0.4 M, 30 pL).

'H-3C HSQC experiment showed one new correlation.

4.81/623ppm OH 482/621ppm OH 482/621ppm OH 4.82/62.1 ppm OH
13C 0O
74 N EpiSkin® / 74 N 74 N
\ Ji//j i \ \ / N \ /
HO‘\ N= OH N=
’) ? ?

-(13C)OH-NeV|rap|ne
12-(13C)37
Unknown metabolite

Coupling of 12-(**C)OH-Névirapine sulfate to EpiSkin®

12-(*3*C)OH-Névirapine sulfate was applied in DMSO (0.4 M, 30 pL).

'H-3C HSQC experiment showed one new correlation.
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_s7°
0™
0
5.22/67.9 ppm 13C

12-(13C)OH-NeV|rap|ne sulfate
12-("3C)38

@\% EpiSkin® @\AE/) 0.98/11.4 ppm/\Hj\

X/ 0.98/11.4 ppm

2-aminobutyric acid
? ?

Unknown metabolite

Coupling of 12-(**C)mesyloxy-Névirapine to EpiSkin®

12-(**C)mesyloxy-Névirapine was applied in acetone / DMSO (9 / 1, 0.4 M, 30 pL).

'H-*C HSQC experiment showed eight new correlations.

4.81/62.3 ppm OH

5.49/69.8 ppm H,, 13c 13c

12-(13C)mesy|oxy-Ne’virapine
12-("3C)39

5.49 /69.8 ppm H213C 0

N

A

12-("3C)mesyloxy-Névirapine
12-(3C)39

549/698ppm

12-(1SC)mesonxy-Newraplne
12-('3C)39

X/ 0.98/11.4 ppm

OH o OH o
H, 3c H PG HPC H213C
SN g N= X XTSN g N=

12-(13C)OH-Nevirapine
12-('3C)37

HN
74 N EplSkln é\g\% 0.98/11.4 ppm
L e (LY =gl

2-aminobutyric acid
? ?

Unknown metabolite

X/
? ?

4 unknown metabolites
4.78 /1 62.2 ppm
4.81/63.3 ppm
4.77 1 62.5 ppm
4.83/63.0 ppm
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HsC
50
o3
5.49/69.8ppr|n-| 13 7 (o)
HN
7 \ I N EpiSkin®

12-('3C)mésyloxy-Névirapine
12-("3C)39

o

8
H,'3C
HN

73
SN ONT Yy

A

3 adducts
4.05/34.1 ppm
3.87/33.8 ppm
3.80/34.3 ppm

] N

—
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