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BRésumé

Résumé

Le but de ce travail est I'obtention d'informations sur le riécanisme adopté par la
porhobilinog2ne synthase (PBGS, EC 4.2.1.24) par des études d'inhibition. La
parphabilinogéne synthase est la seconde enzyme impliquée dans la biosynthése
des produits tétrapyrreliques naturels et ellectue la condensation non symétrique
de deux molécules d'acide S-amino-lévulinique (ALA, 1) en porphobilinogéne
({PBG, 2). Différents mécanismes ont 8té avancés concernant cette réaction
enzymatique, passant soit par la formation d'une premiére liaison C-C ( réaction
de type aldol), sait par la formation d'une premidre liaison C-N {formation
d'iminium).
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Figure A: Condensation enzymatique catalysée par la PBGS

Le méme substrat doit donc étre reconnu dans le site actif en deux différentes
positions: le site A et le site P. Au cours de ce travail, nous avons pu estimer les
constantes de Michaelis-Menten pour chagque site ce qui nous a permis de mieux
comprendre 1a cinétique de Michaelis-Menten observée au cours de nos études
cinétiques.

Ce travail repose essentiellement sur le test de 73 molécules susceptibles
d'inhiber la porphobilinogdne synthase issue de E. coli. Ces inhibiteurs sont sait
des analogues de substrat, soit des analogues d'intermédiaires. L'analyse des
différents types d'inhibition observés {compétitil, incompétitif, irréversible et
slow-binder) nous a permis de laire des corrélations entre ces comportements et
un site spécifique d'interaction {site A ou/et site F).

Une nouvelle c¢lasse d'inhibiteurs, appelée céto-diacides Cyp. inhibent
spécifiquernent les deux sites et par des variations de groupe aux extrémités de ces
molécules (diacides a longue chaine), nous avons été capables d'inhiber
spécifiquement un site ou l'autre.

Les résultats des tests d'inhibition favorise nettement un mécanisme.



Summary

Summary

This work describes inhibition studies of PBGS leading le a better understanding
of the mechanism of this enzyme.

PBGS is the second enzyme involved in the biosynthesis of natural tetrapyrrolic
compounds which condenses by an no symmetrical way two same substrates, the
5-aminc-levulinic acid (ALA), to form porphobilinogen (PBG).

Differents mechanisms were proposed involving either a first C-C bond
formation (aldol reaction) between the twe substrates or a first C-N bond

{iminium formation).
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Scheme A: Enzymatic condensation catalysed by PBGS

The substrate has to be recognised in the same active site at two differents
positions: the A-site and the P-site. During this work, it was pessible to estimate
the Michaelis-Menten constants of each site and so to better understand the
Michaelis-Menten kinetic that we observed under cur experimental conditions.

This work is essentially based on the testing of 73 potentiel inhibitors of the
PBGS. These compounds are either analogues of the substrate or analogues of the
proposed intermediates. The analysis of the different inhibition types
{competitive, uncompelitive, irreversible or slow-binder) allow us to make
correlations between the type of inhibition and a specific site of interaction (A
or/and P-Site).

A new class of inhibitors, called keto-diacids C10, inhibit specifically the two sites
and by variation of group at the extremities of these molecules {(diacids with a
long carbon chain), we were able to inhibit specifically one or the other site,

Results of inhibition studies give clearly preference to one of the mechanism.
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1. Introdnction

1.1 LaBiosynthése de 1'héme

111 Lespigments delavie

La chlorophylle, pigment responsable de la photosynthése des plantes, est
largement associée dans l'esprit des gens 2 sa couleur verte. Cette association
molécule fcouleur se fait tout aussi facilement pour I'héme qui est identifié a la
couleur rouge du sang [1,2]. Ces deux composés de couleur totalement différente
ont en fait beaucoup en commun et en tout premier liew, leur biosynthése. Ces
exemples de porphyrines font partie de la famille des pi%Zents de la vie, désignée
ainsi par Battersby [3.4] dans les années quatre-vingt. porphyrines sont des
corps cycliques formés de quatre anneaux pyrroliques reliés par des ponts
méthényles. Une de leurs propriétés caractéristiques est la formation de
complexes avec les ions métalliques: le fer pour I'héme et le magnésium pour la
chlorophylle. Dans la nature, ces métallo-porphyrines se conjuguent alors a des
protéines pour former le groupe des pigments de la vie,

On compte parmi ces composés [S] (figure 1)

- les hémoglobines: ce sont des porphyrines contenant du fer at qui sont attachées
4 une protéine, la globine. Ces protéines conjuguées sont capables de s'unir 2
l'oxygéne de facon réversible et véhiculent l'oxygene. 11 existe différentes
hémoglobines dont la structure différe selon l'espéce animale mais aussi pour
une méme espéce animale selon I'dge et le tissu (myoglobines: pigments
Tespiratoires que I'on trouve dans les cellules musculaires des veriébrés et des
invertébrés),

- les cytochromes: ce sont des hémoprotéines qui servent d'agents de rransport
des électrons au cours des réactions d'oxydo-réduction. Différents cyfochromes se
différencient par la nature du groupement héme mais également par la nature de
la chaine polypeptidique. L& systtme du Cytochrome P-450 est par exemple tras
important au niveau de la détoxification (complexe Fe-CO) et métabolise les
xénobiotiques dans le foie.

- la vitamine B2 qui est un complexe de cobalt dent la forme co-enzyme est
nécessaire & certaines enzymes catalysant des réactions de réarrangement
(hydro%éne transféré entre deux carbones adjacents) et des réactions de transfert
de méthyle entre deux molécules.

= les produits cataboliques comme la bilirubine que I'on connait sous le nom de
pigments biliaires.

- Ja chlorophylle A dont découle la photosynthese dans les chloroplastes.
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Figure 1: Biosynthése des pigments de la vie

C'est Yacide 5-amino-lévulinique (1) qui est I'dlément de base de chaque
tétrapyrrole dans la nature. Chez certaines bactéries et dans les mitochondries de
levure, des oiseaux et des mammiféres, ce composé est formé lors du cycle de
Shemin (figure 2)[6) alors que dans les chloroplastes des végétaux et des algues
vertes et dans d'autres bactéries, notamment les eubactéries (E. coli, B. subiilis) les
cyanobactéries &t les archaebactéries, il est formé essentiellement en trois pas
impliquant I'acide glutamique (6) fixé sur le IRNAG (figure 2)(5,7,8).
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Figure 2: Synthése de I'acide 5-amino-1évulinique (1}

Le cycle de Shemin est une dérivation du cycle de Krebs av nivean do succinyl-
CoA (4). Le succinyl-CoA réagit avec la glycine (5), puis cette étape est suivie par la
décarboxylation de I'o-amino-p-céto-adipate pour donner 'ALA, en présence de
S-aminolévalinate synthétase, enzyme 3 phosphate pyridoxal [9-11]. L'ALA suit
ensuite la formation de pyrrole. Cette premitre étape de formation 4'ALA est en
fait ]a réaction limitante de la biosynthése de I'héme et fa réaction dont l'activité
est la plus fortement réguiée par la concentration en heme {12].

Les étapes suivantes sont donc Ja formation du porphobilinogéne (PBG), qui sera
diétailiée dans le chapitre 1.2, suivie par la formation d'hydroxyméthylbilane qui
est le produit résultant d'une condensation linfaire de quatre molécules de P
(1} en présence de hydroxyméthylbilane synthase. Si cette derniere enzyme est
combinée 3 l'uroporphyrinogeéne Il cosynthase, on obtient le précursear
commun aux pigments de Ia vie, 'uroporphyrinogéne 111 (3) (figure 1). Suivent
ensuite des réactions de décarboxylation, d'oxydation et d'insertion de métaux
toutes gouvernées par des enzymes qui conduisent aux différents pigments [5].
Par exemple, pour la protoperphyrine 1X qui est Ia porphyrine que I'on retrouve
dans ke groupe prosthétique de 'héme {figure 3), les substituants sur les cycles
pyrroles subissent différentes transformatfons.

Les quatre chaines acétiques subissent des décarbaxylations pour aboutir 2 des
groupes méthyles (uroporphyrinogene décarboxylase) et deux des quatre chaines
propicniques seront décarboxylées et déshydrogénédes pour obtenir des
groupements vinyles (coproporphyrinogéne oxydase, protoporphyrinogéne
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synthase, protoporphyrinogéne oxydase). La ferrochelatase se charge ensuite
d'insérer Ion ferreux.

HOoOC Heme(??) COOH

Figure 3: Structure de I'heme (7}

al Déréglements ¢
1.1.2.1. Les porphyries

Les porphyries constituent un groupe de maladies complexes, toutes caractérisées
par un accroissement de l'excrétion des porphyrines ou des précurseurs des
porphyrines [13]. Elles sont rares mais au moins se& différents types de
porphyries ont été décrits, certaines porphyries étant héréditaires et d'autres
acquises. Chaque porphyrie est induite par la déficience d'une enzyme impliquée
dans la biosynthése de I'htme [2] (Tableau 1). Les études des anomalies
biochimiques et métaboliques caractérisant les porphyries, ont fourni beaucoup
d'informations sur la pathogénese et le traitement de ces maladies. Ces études
ont également permis d'accroitre les connaissances concernant la voie normale
de synthése de 'h2me et sa régulation.

Porphyrie Défaut enzymatique

Porphyrie ADP Porphobilinogéne synthase

Porphyrie aigué & rechute Hydroxyméthylbilane synthase

Porphyrie érythropoiétique | Uroporphyrinogéne 1 synthase et/ou
Uroporphyrinogéne Iil cosynthase

Porphyria cutanea tarda Uroporphyrinogéne décarboxylase

Coproporphyrie hériditaire Coproperphyrinogéne oxydase

Variegata porphyria Protoporphyrinogeéne oxydase

Protoporphyrie Ferrochelatase

Tableau 1: Classification des porphyries humaines

Dans le cas d'une porphyrie aigué i rechute qui résulte d'une déficience partietle
de la hydroxyméthylbilane synthase (50 % de son activité normale), les malades
excrdtent des quantités massives de PBG et de ALA dans les urines.
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Ces deux composés sont incolores, mais le PBG exposé 2 la lumidre et & 'air
polymérise spontanément pour former des porphirines colorées.

L'urine exposée 2 la lumidre et & l'air devient donc rouge foncée ("porphyrus”,
mot prec pour pourpre) et aprds 10 & 30 minutes peut virer au noir. Le PBG et
T'ALA sont dans le cas présent, essentiellement présents dans le plasma et le
liquide céphalo-rachidien. En fait le blocage partiel d'hydroxyméthylbilane
synthase serait combiné A une augmentation de l'activité de I'ALA synthase, ces
deux phénomeénes provoquant l'accumulation massive de ALA et de PBG [12].

La porphyrie ADP (ALAD-Deficiency Pml)hyria} associée A la porphobilinogéne
synthese, 'enzyme qui nous intéresse de prds, est extrémement rare et Ses
symptbmes sofit vraiment similaires A& ceux de la porphyrie aigné & rechute
évogquée précédemment (12).

Les manifestations cliniques dépendent du type de porphyrie impliquée. Les
premiers symptdémes de la maladie sont des douleurs abdominales et des
vomissements. Pour des porphyries associfes 3 des enzymes intervenant 2 {a fin
de la biosynthése de I'hdme, des problames dermatalogiques tels que des brilures
de peau lors d'exposition au soleil sont courants. En effet, si le plasma sanguin a
un taux élevé en porphyrines, celles-ci interagissent avec la lumidre provogquant
ainsi des dommages 4 la peau. 5i les crises ne sont pas diagnostiquées et traitées 3
temps, elles peuvent entrainer des paralysies, avec atteinte des membres et des
muscles respiratoires, voire des troubles psychiatriques (confusion,
hallucinations) qui peuvent aboutir parfois a la folie.

11 est important de noter que certains de ces symptdmes sond similaires a ceux
Tencontrés en cas d'empoisonnement au plomb [14,15] et de tyrosinémie ce qui a
amené 3 des recoupements intéressanis [16).

1.1.2.2. La Tyrosinémie

La découverte d'une nouvelle classe d'inhibiteurs de la PBGS, en l'occurrence
celle des B-diodtones, ost en fait le résuliat de recherches effectudes dans le cadre
Ei'ifientiﬁer le lien possible entre deux maladies: la tyrosinémie et la porphyrie
16

La tyrosinémie est une maladie génétique grave du foie et des reins qui se déclare
le plus fréquemment aprés la naissance. C'est une maladie dite autosomale
récessive, c'est-d-dire que les deux parents doivent présenter le géne de cette
maladie. Malgré les thérapies intensives, la mort survient généralement entre 3
£t 9 mois 2 la suite de déficiences hépatiques.

Ces enfants malades sont des candidats tout désignés aux transplantations du
foie. Pour les patients plus agés, il y a un développement de cirrhose avec un
risque accru de cancer du foie [17].

La tyrosinémie est causée par une activité réduite de la dernidre enzyme
impliquée dans la dégradation de la tyrosine (8): Fhydrolase fumaryle acéto-
acétate (HFA) [16). Cette déficience entraine I'accumulation de métabolites tels
que l'acide fumaryl-acéto-acétique (12) et I'acide maleyl-acéto-acétique (9) d'od la
formation de succinyle acétone (11) qui se retrouve dans le sang et les urines
{figure 4). Celte caractéristique clinique sert de dépistage dans le diagnostic de la
tyrosinémie.
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Figure 4: Dégradation anormale de la tyrosine (8)

Les troubles rénaux sont attribués & des effets toxiques secandaires du maleyle
acéto-acétate (9).

Quant a la cause biochimique des problémes neurologiques qui affectent les
patients atteints de tyrosinémie, il s'avére que ces aftaques présentent des
similarités cliniques importantes avec les attaques sévéres de or hyrie
(déficience des enzymes impliquées dans la biosynthése de I'héme). I onc
des altérations en présence de succinyle acétone (11} du processus biosynthéhque
de I'héme.

Une excrétion anormale de ALA, observée chez des patients atteints de
tyrosinémie, indique une inhibition de la PBGS, ce qui a poussé a désigner la
succinyle acétone (11) comme un inhibiteur potentiel de cette enzyme [16). Les
différents tests d'inhibition effectués dans nos laboratoires n'ont pu que
confirmer fe potentiel inhibiteur important de ce composé 11 sur la PBGS.

1.2, Laporphobilinogéne synthase (PBGS)

P s canisti

2.1 PBGS: une &nigme mécanistique
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La porphobilinogéne synthase, appelée également acide S-amino-lévulinique
dehydratase (EC 4.2.24) est présente dans toutes les familles d'organismes qui
synthétisent les tétrapyrroles, des archaebactéries aux mammifeéres {18]. Cette
enzyme catalyse la dimérisation asyméirique de deux molécules d’ALA (1) pour
former le PBG (2). Cette transformation est d'autant plus élégante que la
transformation purement chimique conduit & un autre composé. Selon Seett [19],
le traitement alcalin d'une solution d'ALA aprés plusieurs jours n'a conduit qu'a
l'isclation de 3 % de PBG et a la formation d'un produit majoritaire & la structure
non élucidée A ce moment-1a. Différentes expériences [20] ont ensuite pu attribuer
la structure du produit prédominant & une pyrazine dicarboxylée 13.

COOH COOH
-2a N

Voie chimigue N
Milieu N
N\/E\ COOH | basique COOH COOH
H, o — y
NH, Voie enzymatique
COOH PBGS

1 N 2
NH;H

Figure 5: Condensations chimique et enzymatique de I'ALA (1)

En quelque sorte, I'enzyme utilise intelligemment une pseddo synthese de Knorr
[21} impliquant dans un ordre indéterminé une condensation aldol et la
formation d'une base de Schiff.

Vu la grande réactivité des f-amino-cétones comme 1'ALA, la grande réussite de
cette enzyme est donc de conduire 2 la formation du FBG et non 2 celle de la
pyrazine 13 (figure 5). Ce fin stratagéme ne peut se faire que si cette enzyme
reconnait ses deux substrats identiques d'une fagon totalement différente.
Suivant ce raisonnement, on a inlroduit les nations de site A et site P; le site A
dtant I'endrait du site actif ol la chaine acétique du PBG se lorme et le site P, celui
oli la chafne propionique se forme (figure 6). La poche de I'enzyme PBGS est
représentée schématiquement de la fagon suivante:

Site Slte P

Figure 6: Site actif de la PBGS
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Dans la littérature, on trouve en fait deux principaux mécanismes qui s'opposent.
Le premier a éié proposé par Shemin en 1968 (221, suivi un peu plus tard par celui
de Jordan en 1980 [23]. Les deux présentent des intermédiaires différents et une
suite de réactions inversée: la laison C-C est formée en Cpremim' pour Shemin
tandis ?ue Jordan prepose la formation de la liaison C-N comme premiare
liaison ée (figure 7). Jordan proposa cependant un autre mécanisme allant
dans la direction de celui de Shemin mais proposant néanmoins une
modification du premier site d'interaction impliqué (1 F

Shemin: liaison C-C Jordan I: liaison C-N
COOH
HOOC HOOC €COOH
OH 4;: JEnz
N ,—é N
Enz’ NH, NH, N
NH; 16

Figure 7: Principaux intermédiaires proposés
1.2.1.2. Mécanisme selon Shemin [22,24]

Shemin propose en analogic avec la classe | des aldolases [25} un premier
mécanisme basé sur des résultats obtenus & partir de PBGS isolée de
Rhodopseudomonas spheroides [26]. 1| postule que le premier substrat se fixe
dans le site A via une base de Schiff et que Ia tautomérisation imine-énamine qui
en résulte, active le méthylene en position 3 {figure 8). La réaction aldol peut
ainsi suivre avec attaque nucléophile sur le carbonyle du second ALA 1y a
ensuite perte d'eau, cyclisation et enfin aromatisation pour obtenir le PBG.

Site A Sle P

COCH

Enz- NHZ t
ZOWQ$MQ%“

HN

AN 14

@H: Enz-NH,
Enz =N
H

Figure 8: Mécanisme proposé par Shemin {1968},

TZ @
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Shemin appuie son postulat sur plusieurs gxpériences, La premigre a été celle qui
lui a permis de démontrer que le mécanisme passait bien par la formation d'une
base de Schiff dans le site actif.

Pour cela, il a incubé l'enzyme avec du substrat radioactif et, aprés réduction avec
NaBHj, il a pu constater que l'enzyme contenait de la radicactivité [22]. Ceci
permet de prouver qu'll y a bien eu par réduction de la base de Schiff, formation
d'une liaison amine secondaire stable entre le substrat radicactif et la PBCS,
Apres avoir élucidé la présence d'une base de Schiff, Shemin tenta naturellement
de savoir dans quel site se forme cette base de Schiff. Four contourner le

bieme du double substrat identique qui complique les données, il tenta de
ormer des pyrroles mixtes en espérant que la structure de cas derniers apporte
des informations supplémentaires. 11 conclut aprés avoir mélangé de l'acide
lévulinique avec le substrat natucel, qu'il y avait eu formation du pyrrole mixte

15 (figure 9.
Site A She P
H
O COOH
H HOGC
Q
//'_\\ 0
Lys- N
e Rz \’/H!N H
pyrrole mixte formeé selon
CH Shermin
H 15
8]
/‘\‘ o Pas de formation de
Lys-NH> o pyrrole mixts possible
K
NH,

Flgure 9; Formation d'un pyrrole mixte 15 selon Shemin [22]

Ce pyrrole mixte fut identifié par chromatographie sur couche mince, marquage
et détection positive au réactif d'Ehrlich [22]. Aucune caractérisation chimique
compléte ne fut faite et cette structure a d'ailleurs été remise en cause lors de la
répétition de ces expériences dans nos laboratoires {27}, R. Liénd a démentré que
la tache supposée de ce pyrrole mixte n'éluait pas de la méme maniere que la
référence préparée synthétiquement.

Le raisonnement de Shemin est le suivant: une seule structure de pyrrole mixte
est possible et 1a chaine acétique du pyrrole étant formé par 'acide lévulinique,
celui-ci se fixe donc dans le site A. De plus, pour que le substrat reste le plus
longtemps possible fixé & V'enzyme par une liaison covalente et pour que la
séquence de réactions suivent par analogie celle des aldolases, Shemin proposa la
formation d'une base de Schiff avec I'acide lévulinique dans le site A, Dans le cas
inverse, il n'y aurait pas de possibilité de faire la cyclisation (figure 9}.

1.2.1.3. Mécanismes selon Jordan §18,23}
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Jordan a propasé deux mécanismes qui différent dans la suite de réactions mais
qui ont comme paint commun le sile de formation de la base de Schiff. 1l
détermine ce dernier comme étant le site P, & l'inverse de Shemin qui lui avait
proposé le site A

Il démontra également que la formation de la base de Schiff se fait par attaque
d'une lysine [28]. Aprés réduction par NaBHy de la PBGS en présence d'aade
lévulinique, il a isolé et séquencé les peptides du site actif. Par comparaison i des
références synthétiques, il a montré que l'acide lévulinique était fixé & une lysine.

Dans le premier mécanisme [23}, il postule qu'aprés la formation de la premiére
base de Schiff entre 1a lysine et le premier substrat, une seconde se forme entre le
second ALA et le complexe enzyme-subsirat (figure 10): celle-ci étant formée par
attaque nucléophile de l'amine du complexe sur le carbonyle de FALA. La
fermeture du cycle se fait par réaction aldol intramoléculaire et est suivie par une
aromatisation pour farmer le PBG.

Site A Site P SiteA SiteP
H H H H H
Enz-NHg, H @Fw . oz
2 e O+ NH ® NH
HO wN H 16
NH
1 5% NH;  NH, COOH
HQOC i H
_H'I- lEnz
@ ,Enz —_———— NH
NH ®
H;N R Y B
OOH z COOH
H HOOC
- Enz-NH; -H
— el
@
N N 5
NH, H nNH, H

Figure 10: Mécanisme Jordan | (1980).

Jordan proposa plus tard un second mécanisme [18]. La formation de la base de
5chiff a toujours lieu dans le site P, mais la réaction qui suit est une réaction aldol
entre le second ALA et l'iminium. L'élimination de I'amine qui fixe le complexe
sur le site actif permet d'obtenir une cétone o, B-insaturée qui aprés cyclisation et
aromatisation farme le PBG.
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site A site P sita A sileP

H n H CODH
H
nz @
> Mg EnzNHH* . @N'; H NHEnz
H,0
z NH,
H

Figure 11: Mécanisme Jordan II {1991).

Jordan a utilisé des expériences 14C single-turnover sur la PBGS du foie de bovin
[23] ainsi que celle issue d'erythrocytes humains [29] afin de situer la base de Schiff
{figure 12). 1l a mélangé stoechiométriguement et rapidement, e 14C(5)-ALA avec
la PBGS et aprés 100 ms, il a rajouté un excés de substrat non marqué. it a
déterminé par la suite que l'on retrouvait essentiellement du MC(2)-FBG. La
position du marquage a été déterminée par dégradation [23]. En laissant ainsi se
fixer d'abord le substrat marqué et en retrouvant la radioactivité dans la partie P
du PBG, il en a déduit que la lysine faisait partie intégrante du site P.

Slte A Slte P
10
OH COOH
o HOOC? {9
PBGS 6 8
100 ms 4 3
o / 5
1 N
H
HN o OH NH;
o - 14c
an excas
HN

Figure 12: Expériences 14C single-turnover (1980).

1.2.1.4. Remarques:

Dans tous les schémas qui vont suivee et les considérations mécanistiques, nous
allons nous tenir 4 deux points:
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. Le site P va étre considéré comme &tant le site d'ancrage de la base de Schiff
suivant les observations de Jordan développées pius haut [23].

. La base de Schiff va toujours &tre décrite selon les résultats de Jaffe [30,31)
comme étant de configuration irans entre Ja lysine de V'enzyme et le Cs de 'ALA,
Elle a observé par RMN 13C et 15N le complexe enzyme-substrat en utilisant non

la PBGS naturelle mais celle modifiée par le méthyl-méthane-thiosulfonate
MMTS), Cette enzyme libre d'ions métalliques ne peut fixer qu'un seul des deux
substrate et permet ainsi d'éviter d'observer le PBG fixé & l'enzyme. Ces
conditions intéressantes permettent d'observer la structure et 1'état de
protonation de l'intermédiaire base de Schiff du site P. Malgré la possibilité
attrayante d'avoir une forme &namine entre le C4 et le C5 de 'ALA fixé dans l2
site P, Fétude RMN 13C (6tude des différentes formes tautomeres) et 13N (étude
de l'état de protonation des deux azotes) montre une forme iminium dz
structure trams prédominante. Ces donmées montrent également un &tat de
déprotonation pour I'amine libre.

HOOC

Figure 13: Configuration de Ja base de Schiff selon Jaffe £30).

122 C sristi fe }a PEGS
1.2.2.1. Isolatign et structures

La PBGS, isclée pour la premidre fois par Gibson [32] & partir du foie de bovin, a
été purifiée 3 partir d'un grand nombre de microorganismes [21,26,33-42]. Le
clonage puis le séquencage de I'ADN de différentes sources de PBGS, notamment
issues de mammiféres, de plantes (43], de levures, d'Escherichia coli [44-46] et
d'autres bactéries [47,48], ont permis de déterminer las séquences primaires et de
les comparer entre elles. Dans la plupart des cas, la séquence d'acides aminés est
longue d'environ 330 résidus, mais celles des plantes subissent néanmoins une
extension d'environ 100 résidus aw niveau du N-terminal [49]). Les différentes
séquences monirenl un degré flevé de similarité entre elles [43,50], 1a PBGS de
VEscherickiz coli qui nous interesse en particulier est & 36% similaire 2 celle de la
levure et 40% 2 celle de I'étre humain [44). L'isolation d'ADN complémentaire
et/ou de fragments d'ADN génomique encodant la PBGS ont permis d'apporter
beaucoup d'imformations sur la structure de la protéine et notamment sur celle
de son site actif,

Toutes ces études montrent que parmi les domaines les plus conservés, on en
distingue particulierement deux: un domaine du site actif contenant un résidu
lysine catalytiquemnent actif {441 et un domaine de fixation métallique [50].

Les PBGS se situent en taille entre 250 et 340 kDa. Les sous-unités de celles issues
de cellules animales ou de levures sont au nombre de huil et forment huit
identiques parties de 37 kDa chacune [31,52]. Shemin décrivit ces sous-unités de la
PBGS issue de foie de bovin comme étant les quatre coins d'un cube [52).
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Certaines issues de plantes supérieures et de bactéries somt des protéines
hexamériques constituées de six sous-unités identiques de 40 ou 50 kDa.

11 est & noter que la PBGS a été identifiée comme étant semblable au proteasome
inhibfteur CF2 qui est un composé stabilisateur de I'ATP du complexe
proféasome 265 [53).

1.2.2.2. Rble des métaux

Les PBGS issues de mammiféres, qui sont des métalloenzymes a base de zinc, ont
un pH optimal d'envivon 6.3-7.0 et sont inhibées par I'EDTA. Les enzymes issues
de bactéries montrent des propriétés différentes et présentent un pH optimal aux
alentours de 8.0-8.5 et nécessitent seit du zinc soit du magnésium. Les PBGS
isolées de plantes et de levures, qui tout en étant certaines des enzymes 3 zinc,
possédent un pH plus élevé que celui des mammiféres [43].

Les études portant sur la PBGS en tant que métalloenzZyme ont &ié tréds
nombreuses [14,54,55]. Cette caractéristique de Ja PBGS présente un intérét certain
car la PBGS st I'une des cibles principales d'un poison bien connu de
l'envirornement, le plomb [15) Pour la PBGS issue de mammiferes, I'inhibition
pat lz plomb semble &re la conséquence directe d'une substitution du zinc
catalytique par le plomb [56]. Jusqu'a récemment, les PBGS é&taient décrites
comme étant des métalloenzymes dépendant soit du zine, soit du magnésium. La
caractérisation de la PBGS de E. coli a permis de démontrer qu'une enzyme peut
lier du magnésium et du zinc en méme temps et qu'ils présentent des actions
bien différentes et spécifiques {57]. A partir d'études portant sur la PBGS E. coli,
Jaffe a caliculé la présence de huit Zn2+ par octamére ot &galement de huit Mg2+.
Les MgZ+ jouent un role allostérique important dans la cohésion de 1'nctamére
(58], les huit Zn2+ se répartissent quant 3 eux en deux groupes. Jaffe démontra sur
la PBGS du foie de bovin, qu'il y a par octameére, quatre zinc fixés assez fortement
3 lenzyme (Kd<0.1pm) et quatre autres liés mowns lorternent (Kd~5.0pm) [59)
Une modification par le méthyl-méthane-thiosulfonate (MMTS} élimine tous les
zinc pour obtenit une apo-enzyme inactive. Le point trés intéressant de catte
étude est la restauration de l'activité qui ne nécessite que I'addition de quatre
nouveaux zing, donc seuls quatre des huit zinc de départ sont catalytiquement
importanis. A partir de ces résultats, Jaffe a proposé que les quatre zinc
catalytiques, les plus fortement liés A I'enzyme, soient appelés Zny, ceci étant
responsables de la fixation du substrat dans le site A [59]. Les zinc non catalytiques
sont quant & eux appelés Znp.
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Figure 14: Inactivation de la PBGS par le MMTS

L'importance de Zna pour la fixation du subsirat dans le site A fut renforcée par
les expériences du groupe de Jaffe sur les modifications entrainées par l'action
d'un composé alkylant comme lacide S-chloro-lévulinique (5-CLA) (17) sur la
PBGS issue de bovin [60,61]). Ce bon inhibiteur compétitif de la PBGS modifiée
alkyle, A hante concentration, une cystéine spécifique. L'enzyme modifiée ne peut
rlus B&ue lier quatre substrats naturels par octamére et ne fixe que trés bridvement
e PBG. Ceci indique que le 5-CLA intervient dans le site actif méme de Ia PBGS.
Le traiterent par MaBH4 de l'enzyme modifiée en présence de ALA montre la
formation de liaison covalente entre le substrat et 'enzyme, ceci permet de
penser que le 5-CLA agit dans le site A. La cystéine 223, modifiée par le 5-CLA, est
donc un ligand qui permet de malntenir le zine catalytique en place. La
modification par T'acide 5-chloro-lévulinique sur la PBGS E. coli differe de la
précédente, celle-ci semble avoir lieu préférentiellement dans le site P. Les
résultats sur ces modifications sont donc assez hétérogenes.

Sile A Site P Site A She P
GOOC
Sooc:
Lys 252
+ ——
HN o HyN
Q
Cl
HS\' Conc. élevée S\’_
17
Oyt 223 en 5-CLA (17) Cyezes
Inactivation
irréversible

Figure 15: Modification de 12 PBGS par le 5-CLA

D'aprés les études de Dent sur la PBGS de mammiféres [62], chaque Zny est
entouré de cing ligands dont l'un serait ume cystéine. Ces études EXAFS
(Extended X-Ray Absorption Fine Structure) ont également pu monirer la
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présence autour du Zng d'un acide aspartique, d'une tyrosine et d'une histidine.
Quant au Zng, il est tétraédriquement coordiné A quatre cystéines. A la suite de ce
résultat, Jaffe proposa que fe réle du (cysteinyl)s-Zn est d'extraire le proton Cs de
I'ALA situé dans le site P [60]. Ce proton est stéréosélectivement perdu 2 I'étape
finale de formation du PBG [63] et celui-ci étant proche du Znp, il pourrait par
Vintermédiaire de ces cystéines passer dans le solvant. Dans les PBGS issues de
plantes, cette riche région de cystéines est remplacée par une région riche en
acides aspartiques qui fixent un magnésium et qui peuvent jouer le méme rble
au niveau du proton Cs. Le Zng ou le Mgp parde en fait les cystéines & 1'état
réduit et la présence de mercapto-€thanol, qui élimine le risque de formation de
ponts disulfides, pourrait palier 4 'absence de Znp.

H
COOH NH-Lys 252
NH
2
Tyr |~ ,f’o Cys 139 Cysi22
His } “Zna. s
Asp |- A "'NHZ ‘.Z“Q_
Cys 223 Cys 732 Cys124

Figure 16: Site actif de la PBGS issue de mammif2res selon Jaffe

Jaffe analysa les rayons-X et les specires RMN de 24 métalloenzymes utilisant du
zinc, en espérant ainsi prédire guels acides aminés servent de ligands spécifiques
aux Znp et aux Znp [14]. Ceite base de données est largement dominée par les
enzymes voisines de la carboxypeptidase [50]. Les rayons-X de cette protéine en
présence de substrat montre la fixation bidentée de la glycyl-glycine sur le zine
catalytique [64]. Les Zna sont tétra- ou pentacoording et il semble que le ligand
commun qui revient le plus souvent soit J'histidine. Les zinc non catalytiques
ont quant-2-eux au moins deux si ce n'est pas quatres cystéines dans leurs ligands.

A partir de ces nombreuses études, Jaffe proposa un modéele dit des trois métaux
qui sépare les PBGS en quatre catdgories. :

Type | Exemple Métl A Métal B Métal C
1 Mammiferes 4 ZnQ1l} 4 Zn(l}} Absent
7] E.colf 4 Zn{ID 4 ZnQll) B Mg

7] Plantes 4 Mg(D 4 Mg () B Mgl
IV | B. jeponicum 4 Mg(ID Absent 8 Mg(Il)

Tableau 2. Modéle des trois métanx de Jaffe

La PBGS issue de mammiferes fait partie de la premigre catégorie et utilise Znpg et
Zng tandis que celles d’E. coli et de nombreuses bactéries utilisent Zna, Zng et
Mgc. Celles des plantes requidrent du magnésium aux trois différentes positions
et & Texception de celle issue de Bradyritizobium japonicum qui he nécessite
aucun métal catalytique [65).
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1.2.3.  Structure ravons-X de la PBGS issue de levure [49]

Jusqu'a récemment, aucune structure rayons-X de PBGS n'était connue, malgré
Teffort continu de plusiaurs Eroupes dans le cadre de la cristallisation de cette
enzyme [66,67]. Le groupe de Jordan cristallisa en premier les PBGS igsues
d'Escherichia coli, de Saccharemyces cerevisine et de levure et en fit les premigres
caractérisations rayons-X [67] en utilisant notamment la technique de diffusion de
vapeur [68]. La structure rayons-X de la PBGS issue de levure fut ensuite déterminge
avec une résotution de 2.3 A et publiée [49]. La structure rayons-X de Ta PBGS issue
de E. coli devrait étre publiée sous peu {69]. L'élucidation d'une structure de la PBGS
a permis de vérifier les différentes informations qui ont été accumulées par les
innombrables recherches effectuées ces demniéres années pour palier 4 l'absence de
structure tridimensionnelle,

La premitre observation de cette étude rayons-X est la présence de ce que l'on
appelle un tonneau TIM {TIM-barrel ou (a/B)3) [70]). observé pour 10% des
structures d'enzymes connues, mais ces enzymes pouvant catalyser des réactions trés
différentes telles que des oxydations, des hydrolyses de liaisons glycosidiques ou des
condensations aldols [71). La notation TIM Fait référence 4 la structure de la Tripse-
phosphate IsoMérase pour laquelle ce tonneau fut observé la premidre fois [72). La
partie centrale est constituée de huit brins B parallzles qui sont disposés les ung
contre les autres formant ainsi un tonneau ouvert. Les hélices ¢, qui relient les brins 3
paralleles, sont toutes localisées & I'extérieur du tonneau.

Figure 17: Représentation d'un tonneau TIM ou (&/B)8 [70]

Cette particularité structurale se retrouve notamment dans la classe des aldolases
[73-76]. Chaque sous-unité octamére posséde un tonneauw TIM et une chaine N-
terminale bien distincte d'environ 50 & 60 acides aminés. 11 y a ensuite association de
deux sous-unités par une interaction forte entre les deux chaines N-terminales
correspondantes pour former un dimeére. Cette interaction monomére-monomere
semble &tre la plus stable de tout N'édifice, il serait sans doute plus juste de désigner
la PBGS sous la forme d'un tétramére de diméres.
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Figure 18: Monomére de la PBGS issue de levure [49]

Les deux tonneaux TIM se positionnent alors suivant un plan orthogonal, c'est-a-dire
que les axes des cylindres sont perpendiculaires les uns aux autres et les huit sites
actifs sont dirigés vers l'extérieur de l'octamére. Comme la plupart des enzymes
possédant un tonneau TIM, la PBGS posséde au centre du cylindre un coeur
hydrophabe [70]. Beaucoup d'expériences de mutagengse ou de modification
chimique ont permis de localiser les résidus importants & la catalyse [77,78]. Ces
données mélées A celles apportées par l'élucidation de la structure tridimensionnelle
ont permis de situer le site actif du cité des brins C-terminaux du tonneau, En effet,
dans les domaines & tonneau TIM, le site actif est généralement formé par des
boucles situées & Pune des extrémités du tonneau o/ B qui relient les brins fC-
terminaux aux hélices a N-terminales.
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L'attribution catalytique 2 1'un des deux zinc n'est pas aussi évidente qu'a premiere
vue, La région entre les résidus 220 et 233 (adjacent au second domaine métallique)
semble changer de conformation quand le substrat se fixe et celle<i pourrait jouer un
réle dans le site achf, ceite région étant commune aux différentes PBGS.

1l est également 4 noter que le quatridme ligand du zinc entouré par trois cystéines
semble étre une molécule d'eant qui est bien [ocalisée dans le site actif (voir figure 20},
Le rdle de cette molécule d'eau n'est pas encore éclairci mais on peut déja imaginer
gue cette molécule d'eau liée au zinc métallique puisse sous forme d'ion hydroxyde
jouer un rdle dans les déprotonations.

Jordan a la suite de ces informations a porté sa préférence sur le mécanisme Jordan IT
et a proposé une version plus élaborée [79] qui sera discutée dans le chapitre 7. Ces
nouveaux éléments concernant la position des zincs remettent en causent le modéle
de site actif proposé par Jaffe (voir figure 16).
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2, Travaux déja effectués dans le groupe et but
du travail

2,1, Travaux antérieurs du groupe

L'étude mécanistique de réactions catalysées par les enzymes est un véritable
challenge pour les chimistes et les biochimistes d'aujourd'hui. Ce challenge est
d'autant plus intéressant & relever, s5i la réaction enzymatique en question
présente une suite de réactions. La biosynthése du PBG (2} & partir de l'acide 5
amino-lévulinique (1) fait partie de cette catégorie de réactions multi-élapes
complexes et les questions usuelles concernant ce type de réactions se posent: la
réaction chimique est-elle identique & la réaction enzymatique, ou encore, quelle
est la séquence des réactions et quelles sont les étapes accélérées par l'enzyme? La
réponse i la premigre question a déjd été apportée dans le premier chapitre et est
donc négative. La dimérisation chimique en pyrazine 13 de 'ALA, a la place dela
formation du PBG, ne fait qu'accroitre l'intérét porté & la PBGS. La question
abordant la séquence des étapes reste pour Finstant sans régonse malgré la

ublication récente de la premiére structure rayons-X de la PBGS issue de levure
49], En plus de ces interrogations s'ajoute une difficulté supplémentaire propre &
la PBGS: comment reconnait et différencie I'enzyme ses deux substrats identiques
dans le site actif? Cette particularité du double subsirat identique complique
sérieusement les données cinétiques mais renforce l'attention portée & cette
blosynthese.

La détermination de structures rayons-X a haute résolution de l'enzyme ou de
I'enzyme associée, soit au substrat, soit & un inhibiteur permet souvent de
trouver les fonctions responsables de la catalyse enzymatique et d'apporter des
informatlons importantes sur le mécanisme. La structure tridimensionnelle de la
PBGS n'étant disponible que depuis peu, il a fallu se reporter 3 des méthodes
molns précises comme les études d'inhibition, la détection d'intermédiaires
(suivi RMN), la modification chimique d'acides aminés et la mutagenése dirigée.

Notre groupe s'est concentré sur les effets d'inhibition sur la cinétique de la
PBGS, sur le design et la synthése d'inhibiteurs potentiels de la PBGS [80,81] mais
également sur la synthése biomimétique du PBG [82]. Cette synthese repose sur
une condensation aldolique de deux analogues fonctionnalisés et protégés d'ALA
en présence de TiCly pour former un intermédiaire prache de celui proposé par
Shemin [83,84].
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Figure 21: Synthése biomimétique du PBG
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Afin d'esquisser le site actif de l'enzyme el de déterminer quelles fonctions
reconnait 'enzyme, nous avans décidé de faire des études d'inhibition
systématiques sur des analogues de substrat, de produit et dintermédiaires
potentiels. Les premidres investigations ont été effectuées sur la PBGS de
Rhodobacter spheroldes dans le cadre de la thése de R. Lidnd [38]. Les résultats
des tests d'inhibition sur une vingtaine d'analagues de substrat (modifications en
toutes positions de ALA, exception faite de la cétone), ont désignés le 4-niiro-
butane-Z-one {romme étant le meilleur inhibiteur testé (Km=260 pM; Ki=1i8 pM).
Le remplacement du carboxylate par une fonction nitro sur cet analogue de
substrat améliore donc l'inhibition.

Un modele du site acif a pu étre développé i partir des différents résultats
accumuylés {figure 22). La fonction acide en position 1, impartante pour la
reconnaissance, doit étre reconnue par une charge positive qui pourrait par
exemple étre apportée par ke guadinivm d'une arginine. La fonction cétone en
position 4 semble primardiale et des substituants peu encombrants en position 2,
3 et 5 semblent étre bien tolérés. En testant des composés possédant entre les
carbones 2 et 3 une double liaison, il a pu fjustifier ainsi l'importance d'avoir une
libre rotation autour de ces carbones. La fonction protonée de I'amine n'est pas
aussi importante pour la reconnaissance du substrat et peut étre remplacée par
des substituants nentres ou polaires.
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Position 1: Groupe nitro possible

Position 2/3
Rotation libre

Figure 22: Site actif décrit par R. Liond

R. Lidnd s'est également penché sur le cas trdés intéressant des analogues
d'intermédiaires. Le design puis le test de ce type de composés semblent &tre un
moyan tout indiqué pour avoir plus d'informations sur la séquence suivie lors
de la formation des liaisons. 1l s’est donc dirigé vers le test d’inhibiteurs basés sur
I'intermédiaire de Shemin et H. Berischy a mis au point la synthése de l'acide 3-
acétyl-4+-méthoxy-4-méthyl-heptanoique {rac-18) sous forme racémique [85). Ces
composis possédant deux carbones asymétriques (4 énantiomeéres = 4 complexes
enzyme-substrat différents), il a testé séparément les deux diastéréoisoméres
isolables par chromatographie-flash. Afin d'éviter les problémes de formation de
pyrroles qui pourraient avoir lieu 8 température ambiante sans enzyme, il a par
rapport 2 Ia structure de lintermédiaire éliminer les fonctions amines. Ced évite
également d'avoir en présence de P-céto-amines en milieu basique, une
formation de pyrazine. Le groupe méthoxy qui par rapport & la fonction aleool,
diminue la polarit¢ du composé et encombre stériquement plus la molécule,
permet néanmoins d’éviter une réaction rétro-aldolique.

COOH
OOH H <
HOOC
Hi)_ SaOCH
OH iy - 3
Enz,
Q
NH, rac-18/1 rac-18/1
HN Ki = 25'000 yM Ki =11'000 M

Figure 23: Analogues de I'intermédiaire postulé par Shemin

Les tests d'inhibition effectuds sur I'enzyme 2 partir des deux racémats rac-18/1 et
rac-18/11 ont montré une plus grande affinité pour l'un des deux racémats (Ki=
17°000 pM, contre Kie 25'000 pM pour l'autre racémat).
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Le point en suspens de ces études, était de trouver Jequel des deux énantioméres
inhibe le plus lenzyme, t'un des deux devant mieux inhiber que l'antre.

A la suite du travail de R. Liidnd, M. Henz a repris des études d'inhibition, mais
cette fois-ci sur la PBGS issue d'Escherichia coif [39]. Sur une série d'analogues de
substrat similaires 4 ceux déja testés par R. Lidnd, il retrouva les mémes
tendances pour les variations de fonciions aux différentes positions. Il est
également & noter que le Km de la PBGS issue de R. spheroides est sept fois
supérieur a celui caleulé pour E. coli, cette deuxime source d'enzyme nous
permet donc de gagner en sensibilité et en spécificité lors des tests d'inhibiticn. Le

and pas en avant fut eelui de développer une nouvelle série d'inhibiteurs, celle

es f-dicétones mais également d'oblenir un éventail d'inhibileurs plus large
(époxydes irréversibles, inhibiteurs slow-binder} qui permet de faire certains
recoupements. Cette famille des f-dicétones est basée sur le pouvoir inhibiteur,
défa plusieurs fois observé, de l'acide 4,6-dioxo-heptanoique ou succinyle acétone
{11) sur la PBGS, La succinyle acétone et ses analogues suivent un comportement
qui semble & priori éire incompéiitif et la succinyle acéione reste de loin le
meilleur inhibiteur testé jusqu'd présent (1500 fois plus efficace que l'acide
lévulinique). La succinyle acétone inhibe le site P en formant une base de Schiff
qui pourrait s'isomériser en une forme énamine plus stable.

Figure 24: Inhibition du site P par la succinyle acétone (11)

M. Henz a également testé une série de composés diacides comme analogues
d'intermédiaires. La plupart des premiers diacides testés sont des inhibiteurs
compétitifs avec des Ki de l'ordre de 10000 uM. Ces résultats ne sont pas trés
révélateurs mais il est important de souligner ces résultats car ils auront une
certaine importance par la suite (Chap. 5.2.4.1)
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Compétitif Compétitif
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Figure 25: Quelques uns des diacides testés par M. Henz [33]

Enfin, suivant les différentes classes d'inhibiteurs, il a pu corréler ceux-ci avec un
site d'interaction enzyme-inhibiteur bien spécifique.

c és B-dlicét
NG, COOH

b} b 1 119
Comp. Comp. Incomp. Incomp.

KiuM): 2220 28 KijuM): 14 4'610

Conclysion:
Site A Site P

Inhibition
Inhibition compétitive _ incompétitive
dans le site A== hl oumixte pour
pour les analogues - les composés

de subsirat Hah= p-dicétones

Zn

Figure 26: Corrélation type d'inhibiteurs/site d'interaction

Le raisonnement portant sur la cinétique sera développé plus en détail dans le
chapitre 3.2, mais les observations de M. Henz sont en grandes lignes les
Sutvantes:
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- la cinétique semble suivre les lois de la cinétique de Michaelis-Menten & partir
de l'apprache du second substrat.

- les analegues de substrat sont majoritairement des inhibiteurs de type
compéritif qui sont en direct compétition avec le substrat qui se fixe dans le site A.

- la double interaction d'un inhibiteur dans le site A et dans le site P conduit 3 un
comportement cinétique incompétitif ou mixte,

- l'observation d'inhibiteurs slow-binder est due 4 la formation lente d'un
complexe trés stable enzyme-inhibiteuar.

- les analogues de preduit décrivent une inhibition compétitive.

2.2. Lesanalogues d'intermédiaires

22 Généralité

Au vu des connaissances accumulées lors des précédents travaux, il était
intéressant de savoir si il n'était pas possible de développer d'autres inhibiteurs
Plus efficaces basés sur les différents intermédiaires de mécanismes propasés.
Avant d’exposer les grandes lignes du travail effectué, quelques notions portant
sur les états de transition et les analogues d'intermédiaires sont nécessaires pour
justifier cet intérét.

Le postulat central de la théorie des états de transition est le suivant: dans les
réactions catalysées, le substrat 5 {(dans la réaction non enzymatique ) et le
complexe ES (dans la réaction enzymatique) existent dans un état d'équilibre avec
un état de transition (¥ et ES* respectivement) [86,87]. Cet état de transition est
situé au sommet de la barriére d'énergie potentielle. Les réactions chimiques et
enzymatiques correspondantes peuvent différer mécanistiquement par une
différence structurale des états de transition ou, si les mécanismes chimiques sont
les mémes, I'état de fransition est atteint A un paint différent sur les coordonnées
de réaction pour les réactions enzymatique et non enzymatique. Le pouvair
catalytique des enzymes repose sur leur haute affinité par rapport a ces
intermédiaires instables. Ce principe fournit une base intéressante pour le design
d'inhibiteurs puissants sous la forme d'analogues stables de 5%. Ces inhibiteurs,
appelés analogues d'état de transition, sont tout désignés pour tester les
différentes alternatives de mécanisme par lequel l'enzyme passe. Mais |'état de
transition est par définition le point le plus haut en énergie du profil énergétique
d'une réaction, impliquant des angles de liaisons, des distances de liaisons et des
distributions électroniques qui ne peuvent jamais &tre exactement imiter par un
inhibiteur stable. Pour ces raisons, le terme d'analogue d'état de transition décrit
un idéal qui ne peut jamais &tre complétement atteint.

Par conire, un inhibiteur mimant un intermédiaire multi-substrat qui incorpore
les fonctions qui permettent la fixation de un ou plusieurs substrats dans la
méme molécule, devrait monirer un avantage entropique dans la fixation par
rapport & deux substrats fixés séparément, Le premier inhibiteur multi-substrat
développé fut la pyridoxylalanine, inhibiteur puissant de la pyridoxamine-
pyruvate transaminase [88]. Ce type d'inhibiteurs est en nombre croissant car ils
représentent des cibles attractives pour le design de médicaments. lis sont en effet
la caractéristique unigue d'un seul type de réaction, tandis gue les substrats sont
géndralement partagés par deux ou plusieurs enzymes. 11 est & nater qu'un
second type d'application de ces analogues est celui d'hapténe dans 12 production
d'anticorps catalytiques [89].
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Cette dernitre remarque me permet de souligner que des travaux concernant la
formation d'anticorps catalytiques A partir d'ha]s)tene basé sur un analogue
d'intermédiaire mécanistique présumé de la PBGS sont actuellement en cours
© [90]. L'étude de la PBCS se préte donc tout & fait & la synthése et au test
d'anatogutes d'intermédiaires multi-substrats.

222 But du travail
Le point nouveau de ce travail d'inhibition a été de s'intéresser de plus prés A la
emidre proposition émise par Jordan. A la suite de l'effort intense de F. Stauffer
81] de synthétiser des inhibiteurs et notamment des intermédiaires de Jordan ), il
a été possible de définir une nouvelle dasse d'inhibiteurs, les céto-diacides Cjp
qui ont décrit une inhibition slow-binding efficace. Ces composés, par des
variations de longueur de la chaine carbonée et de fonctionnalités aux extrémités,
ont donné des résultats trés intéressants et confirmé d'autres, déjd connus.
Paralltlement a ces composés, des analogues de substrat notamment fluorés et
?les] B-dicfétones bloquées entre les deux fonctions carbonyles ont été développés
81] ot testés.

Une partie de mon travail s'est également intéressée vers les analogues
d'intermédiaires de Shemin. La séparation des énantioméres de l'acide 3-acétyl-4-
méthoxy-4-méthyl-heptanoique (rgc-18) sous forme d'esters méthylés a été
réalisée par chromatographie liquide haute performance chirale et une
amélioration d'une étape de la synthese de ces produits a été &tudide.

Une synthése d'analogue de substrat nitré, le I-hydroxy-4-nitro-butane-2-one (25),
a ensuite &té réalisde.

A Toccasion de ce travail de thése, un stage 4 la Technische Universitit de Graz
dans le groupe du professeur K. Faber, spécialisé dans ['hydrolyse enzymatique
d'époxydes a été possible. Dans le cadre de ce stage, des biocatalyseurs permettant
I'nydrolyse énantiosélective d'époxydes nitrés ont €t€ testés, afin d'obtenir des
fmalogzes de substrat ayant de bonnes qualités de fixation sur le zinc présent dans
e site A.
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3. Etudes d'inhibition

3.1. Cinétique enzymatique

311 L'équation de Michaelis-M

Le terme de cinétique enzymatique implique I'étude de la vitesse d'une réaction
catalysée par une enzyme ainsi que les différents facteurs qui affectent celle-ci.
Pour les cas simplifiés, on suppose que l'enzyme étudiée n'a pas de
caractéristiques spéciales (pas de propriétés allostériques) et qu'elle ne convertit
qu'un substrat en produit. Les systémes sont en réalité beaucoup plus complexes
notamment les systémes multi-substrats comme la PBGS.

Dans une réaction chimique non catalysée, la vitesse de réaction est directement
proportionnelle 3 la concentration en substrat. Pour ce type de réaction, le
graphique représentant la vitesse en fonction de la concenfration en substrat
serait une ligne droite. Le méme type de graphique dans le cas d'une réaction
enzymatiquement catalysée n'est plus une ligne droite mais une hyperbole [91]
{figure 27).

Umax

(km}

[s)

Figure 27: Profil de la vitesse d'une réaction enzymatique en fonction de la
concentration en substrat

Les premiers travaux portant sur cette hyperbole sont le fruit des recherches de
Michaelis et Menten [92] et de Briggs et Haldane [93], 1'équation déduite de cette
hyperbole s'appelent 1'équation de Michaelis-Menten. Ils postulérent que la
catalyse passe par la rapide et réversible formation d'un comgplexe formé entre
Fenzyme et le substrat. Ce complexe est ensuite lentement converti en produit
avec régénération de l'enzyme. L'équation de Michaelis-Menten se retrouve le
plus couramment sous la forme suivante:
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Schéma 1: Relation de Michaelis-Menten

Les deux variables de cette équation sont la vitesse de la réaction, v, et la
concentration en substrat 5. Vmax est la vitesse de réaction dans des conditions
de concentration saturante en substrat. Dans ces conditions, chaque molécule
d'enzyme aura un substrat fixé sur elle el interagira pour le convertir en produit
le ;ialus vite que possible. La constante de Michaelis-Menten Km décrit I'affinité
de l'enzyme pour le substrat [94].

+ a s

in mé i
3.1.2.1. Utilisation du graphe de Michaelis-Menten

Toutes les méthodes pour déterminer les patamétres cinétiques utilisent la
méme expérience de base qui est de mesurer la vitesse 2 différentes
concentrations en substrat. La premi2re méthode est tout naturellement celle
utilisant le graphe v en fonction de {S] (figure 27). Vmax et Km peuvent étre
directement déterminer du graphique, Km élant la valeur de la concentration en
substrat donnée pour v=Vmax/2. Ces valeurs sont en fait déterminées plus
précisément par un programme statistique.

2.1.2.2. Utilisation du graphe de Lineweaver-Burk

Généralement, la méthode de caleul la plus populaire et la plus familidre est celle
connue sous le nom de Lineweaver-Burk ou de graphe double rédproque. Clest
une simple conversion algébrique de 'dquation de Michaelis-Menten qui donne
Vexpression suivante:

1/v ={Km/Vmax). (1/{S]) + (1/Vmax)

Le graphe 1/v en fonetion de 1/[S] est donc une droite de pente Km/Vmax et
présente l'intérét d'avoir les deux variables v et [S] sur des axes séparés
contrairement aux méthodes de Eadie-Hofstee et Hanes décrites dans les lignes
qui suivent (figure 28). Cependant, des analyses d'erreurs sur plusieurs graphes
ont moniré une non-uniformité non négligeable dans la distribution des erreurs
par cette méthode [911].

-~
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Figure 28: Représentation graphique de I'équation de Lineweaver-Burk
3.1.2.3. Utilisation du graphe de Eadie-Hofstee

Tout comme le graphe de Lineweaver-Burk, cette technique de calcul est basée
sur une conversion de celle de Michaelis-Menten et donne une équation linéaire.
Les variables sont v et v/[S], la droite résultante étant de pente égale 3 Km et
coupant l'axe des ordonnées en Vmax, ce gui fait de cette méthede une lecture
directe de Vmax (figure 29)[31].

v
Eadie-Hofstee:
0. vmax - . Kkm
I}
U/ sl

Figure 29: Représentation graphique de I'équation de Eadie-Hofstee
3.1.2.4. Utilisation du_graphe de Hanes

C'est encore une autre cohwversion de l'équation de Michaelis-Menten qui donne
une nouvelle relation lindaira en portant 1a concentration en substrat divisée par
la vitesse en fonction de la concentration en substrat {91}

Is1 /v Hanes:
Is1 _Is] , Km
] Umax Umax

@ “— |penta=1/ Uman

4

Figure 30: Représentation graphique de 1'équation de Hanes
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La méthode de Hanes ainsi que celle de Eadie-Hofstee sont plus uniformes dans
leurs distributions d'erreurs que celle de Lineweaver-Burk et sont donc des
méthodes de détermination de paramétres fiables.

3.2, Cinétique dela PBGS

321, _ La PBGS: deux substrats identiques, un groduit

Les pionniers de F'étude mécanistique de la PBGS sont Granick et Mauzerall, qui
a la fin des années cinquante, ont déjad cerné quelques points importants
concernant la cinétique de cette enzyme [41}. On serait en droit d'attendre de cette
enzyme & deux substrats une cinétique du second ordre mais I'expérience montre
un profil de vitesse qui suit parfaitement les lois de Michaelis-Menten. La
cinétique observée ne peut cependant pas s'expliquer aussi simplement par les
lois de Michaelis-Menten qui sont relatives & une enzyme & un substrat. Granick
et Mauzerall ont tout d'abord proposé denx solutions.

La premidre décrit une premitre étape de dimérisation chimique entre les deux
ALA pour former une imine qui joue ensuite le rfle de substrat dans la réaction
enzymatique.

2 —me SZ
E + Sz _— E052
[ 3.9 —=E + P

Schéma 2: Premier schéma réactionnel proposé par Granick-Mauzerall [41)

Cette premidre proposition a été abandonnée pour des raisons concernant
notamment la vitesse de formation du dimere. 5] cette étape de dimérisation est
I'étape la plus lente, la concentration en enzyme n'aura aucun effet sur la vitesse
de formation du produit. 5 par contre cette dimérisation est spontanée et rapide,
elle doit avoir lieu en présence de fortes concentrations en dimeére S; pour ne pas
présenter une relation du second ordre entre la vitesse et la comcentration en
substrat. Vu que cette derniére condition n'est pas remplie, puisque seules de
faibles quantités en dimdre ont été détectées, une deuxidme solution fut
développée.

Ce second schéma réactionnel (schéma 3) propose la fixation d'un substrat I'un
aprés l'autre sur l'enzyme. A la suite de ce schéma, Granick et Mauzerali
esquissent méme en quelques mots un mécanisme impliquant la formation
spontanée d'une liaison C-N suivie d'une condensation aldol aidée par un métal
qui favoriserait la formation d'un énolate.
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Schéma 3: Deuxidme schéma réactionnel propoesé par Granick-Mauzerall(41]

Pour que cette équation du second degré puisse aprés simplification décrire la
cinétique observée expérimentalement (schéma 4), il faut réunir selon Granick
les conditions suivantes:

- les deux substrats se fixent dans un ordre prédéterminé

- la constante de dissociation du premier complexe enzyme-substrat est
considérablement plus petite que la constante du second complexe.

- I'étape finale de formation du PBG est I'étape qui détermine la vitesse.

1/5¢Znégligeable si:
. SQ > kz/[kg*‘ks.ks;lkq"‘ks]]
. kg petit
) KsEq - KsfoSe . Michaelis-
ks+ ks Ks] 1 5 kq+ ks Ks Menten
1o = 0* + 2
ks K| Sg K3 Kt

Schéma 4: Equation simplifiée de Granick-Mauzerall [41]

Suivant les informations accumulées par la suite sur le mécanisme de la PBGS,
tout le schéma mécanistique peut étre décrit de la maniére suivante:
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La D-alanine-D-alanine ligase (ou D-alanyl-D-alanine synthetase EC 6.3.2.4.) est
essentielle & la synthése de la membrane cellulaire bactérienne, Cette paroi est
constituée d'un peptidoglycane crucial, le UDP-N-acétylmuramyl pentapeptide,
dont la formation fait appel 4 ce que I'on appelle la branche alanine (figure 32).
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Figure 32: Structure du peptidoglycane impliqué

Celle-ci est constituée de trois étapes: la transformation de L-alanine en D-alanine
{(26) par 1'Alanine racémase, la formation d'un dipeptide D-alanyl-D-alanine (27)
par la D-Ala-D-Ala ligase qui est une enzyme ATP-dépendante {figure 33} et
enfin, le couplage du dipeptide avec le précurseur du peptidoglycane par la -
Ala-D-Ala adding enzyme {95].

HN._ O,
_ _ATP H :r H +:2 00"
+ i + A QPO +*
“3"/1(0 b.T .._HBN/(\"O/ % HBN/_"?(?T
ADP / o2
26 /
G b o

YT

Figure 33: Réaction catalysée par la D-alanine-D-alanine ligase

L'aminoacyl-D-Ala-D- Ala résuitant est le point faible des bactéries sensibles aux
antibiotiques glycopeptidiques comme la vancomycine qui en se fixant sur le
dipeptide terminal interfdre l'assemblage et la synthése de la membrane
bactérienne [96]. Cependant, une résistance a la vancomycine fut détectée 2 la fin
des années quatre-vingt et celle-ci est associée 2 la présence d'une protéine qui
présente une séquence d'acides aminés trés similaire a celle de la D-alanine-D-
alanine ligase [97]. 1] semble donc que cette protéine soit encodée par un géne
mutant de ceux enccdant la D-alanine-D-alanine ligase. 11 semble également que
cette protéine puisse & partir de substrats non naturels former d'autres dipeptides
qui ne favorisent pas la fixation de la vancomycine [97]. Ces remarques suffisent a
imaginer le potentiel de recherche axé sur cetie enzyme et il n'est pas étonnant de
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savoir que parmi les nombreux efforts de recherche, des études cinétiques de cette
enzyme ont été réalisées (98-102).

Cette enzyme présente bien des points en commun avec la porphobilinogéne
synthase, ce qui en fait un moddle d'enzyme étudiée intéressant pour nous. Elles
sont toutes les deux des enzymes & deux substrats identiques qui forment en fin
de réaction un seul produit. Les deux D-Ala se fixent dans deux sites de
reconnaissance bien distincls et les constantes de Michaelis-Menten pour les deux
sites ont été déterminées pour dillérentes souches [95-97,99], la constante Kmy du
premier complexe enzyme-substrat étant de l'ordre de 100 & 1000 fois plus faible
que la constante Kz du second complexe. Le calcul des Km a été effectué par
Neuhans {99] puis répété par Bugg [95]. Cette méthode de calcul est explicitée A 1a
suite de ce chapitre. Ces valeurs sont cependant nettement plus éloignées l'une
de l'autre que ceiles supposées pour la PBGS. Jaffe a déterminé par dialyse les
constantes de dissociation des deux complexes enzyme-substrat de la PBGS issue
de foie de bovin qui étaient de 3.8 pM pour le site P et 242 M pour le site A [61].
Ces constantes de dissociation qui ne prennent pas en considération l'aspect
cinétique, laissent toutefois penser que le facteur entre les Km de la PBGS est
moins impertant que celui pour la D-alanine-D-alanine ligase. La nécessité de
I'ATP ne semble toutefois pas géner la comparaison vu qu'ancun réle cinétique
dans les inhibitions n'a été attribué a I'ATP [103]. L'expression de la vitesse est
donnée par la relation suivante:

D-Ala 5" g-fla "$2”
E *RIP EsATP» ﬂ-ﬂla]L'-;‘ E*ATP«N-Ala)*8-Ala, —D-AlasD-Ala
Kmy Km; Keat L RAOP +E
Km, = (EL[D-Alal gk, = (51)1D-Ala] v=dP/dt=key. [S3)
5] 51 avec ke petit
5,1 = Vimax  Kmy Kimy . 1S]  Kmy. 1S))
T ok T DaAnR? [D-Ala]

Dmax . [0-Alal?

u -
Km,. Km, + Km; . [-Rla] + [D-Ala)?

Schéma 5: Equation de la vitesse catalysée par la D-alanine-D-alanine ligase

En utilisant les mémes approximations, on obtient pour la PBGS, le méme type
d'équation. R.Liiénd & mentichné dans sa thase [38] que dans le cas spéciale de la
formation d'une lirison covalente antre le substrat et I'enzyme, on peut éliminer
le terme (Km;.Kmy; et obtenir de ocette manidre une équation du premier ordre
qui peut suivre une cinétique de Michaelis-Menten (schéma 6). Dans le cas de la
PBGS, ce serait considérer la formation de la base de Schiff comme étant un pas
irréversible et rapide.
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SE] = max ) Kﬂ!z [EE1
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0=

Kms . [s] + [S)2 Kmy + IS}

Schéma 6: Simplification valable pour la formation d'une liaison covalente

1 est donc important de définir dans quelles conditions on observe une relation
qui suit les relations de Michaelis-Menten mais pour cela, il faut tout d'abord
définir les deux Km de l'enzyme.

323, Calcul de Kmy et Kmp

Le modete de calcul utilisé est celui développé par Neuhaus en 1962 [99] pour la
Dealanine-D-alanine ligase pour lequel on a également dd définir deux Km
différents. En appliguant l'approximation des états quasi-stationnaires au systéme
de la D-alanine-D-alanine ligase, une équation du second ordre, déja montrée
précédernment, a été déterminée;

Km Kear
Ea oM pg, § ot g5 —o E+ P

Umas . [S12

Km;. Km; + Km; . [S] + Is12

Schéma 7: Equation de la vitesse d'une réaction enzymatique & deux substrats
identiques

On peut, tout comme pour les relations suivant les lois de Michaelis-Menten,
effectuer une double réciproque (Lineweaver-Burk} sur cette équation:
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1 1 Kmy 3 Km;. Kmp 1
- = —p —
P  Uman * Umax |S] Umax 1512
relation parabolique
Michaells- 1 I Km 1
Menten:ll-w:: _- — .-
Km + [S] U Umax DU'max [$]
relation linéajre
1 1 Kmy Kmy.Kmz 1
Ist.{ - - - + R
v Umak Imax 'max [s1
1 1 1
[s1 ( - - —): f(——) == Lindaire
v Umax [si

Schéma 8: Relation double réciproque d'une réaction enzymatique 3 deux
substrats identiques

En tragant la derni#re équation du schéma 8, on peut déterminer Km; 3 partir de
Pordonnée et Kmy en combinaison avec Kmg 2 partir de la pente de cette droite.
Pour avoir des résultats fiables de Kmq et Kmo, il faut calculer ¥Ymax A partir de 1a
relation double-réciproque parabolique. Pour des concentrations en substrat trop
élevées, rette relation double réciproque est A premigre vue linéaire, il faut done
se placer dans une fourchette de conventrations oti Je terme 1/1512 a une influence
sur la valeur de 1/v. Pour vérifier cette influence, nous avans caleulé pour trois
valeurs différentes de concentrations en substrat, Uinfluence du terme
parabolique dans le cas de la D-alanine-D-alanine ligase (Annexe 1).

Suivant res calculs, nous avons déduit qu'il faut se trouver dans un domaine de
concentrations Kmi-Kms. Dans le cas de la PBGS, il faut se trouver seloun cette
thécrie dans des concentrations en ALA allant du pM (Km;} aux envirans de 50-
80 pM (Kma).

Des mesures ont donc &té effectudes dans ce domaine de conrentrations et les
résultats sont résumés dans le tableau suivant {mode opérataire selan Chap.
8.2.2.)
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Essal [[ALA] (M) | ABS L |ABS 2| v1 | v2 | Y1 | Y2 |
1 397 | 0.025 | 0.020 | 0.096 | 0077 | 20.20 | 5041
2 7.95 0.060 | 0.0535 | 0.230 | 0.205 | 32.20 | 36.12
3 11.91 0.091 | 0.0855 [ 0349 [ 0.328 | 3063 | 3241
! 1589 | 0.12¢ | 0.1125 | 0476 | 0.432 | 28.77 | 31.64
5 1985 | 0.152 [ 0.146 | 0584 | 0.561 | 2826 | 28.98
3 3970 0288 | 0.268 | 1.106 | 1.030 | 2440 | 2571
7 59.55 0.358 | 0.364 | 1.375 | 1.398 | 26.06 | 23.31
3 74,40 0412 | 0427 | 1.582 | 1.640 | 27.18 | 22.70

ABS (1,2) : mesure de 'absorbance 4 554 nm

¥(12} : Calett] de la vitesse selon formule schéma 23 (Chap. 4.1)
¥(1,2) = 1ALAL (1/v(1,2) - 1/vinax)
Tableau 3: Mesure de la vitesse et calcul de Y = [ALA). (1/v - 1/vmax)

¥ e MO+ AT xS e’

12"_-‘ LT O.2pTd
10 [ w.e;::: J
8: R 0.99985 ://
2 63 r/
4: ,4/
2:“’/
I .. IS N S N N
0 005 0.1 D15 p.2
1/ALA

Figure 34: Relation double réciproque du second degré dans le cas de la PBGS
{premigre série)

A partir de la courbe double-réciproque, on calcule le Vmax qui est égale a
l'inverse du terme constant.

Premidre série: Vmax = 3.45 pM.min-1; 2 i#m2 gérie: Vmax= 3.09pM.min-1
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Figure 35: Relation [ALAL (1/v - 1/vymax) = f ( [ALA] ) dans le cas de ta PBGS
(premigre série)

Les valeurs de Km calculées sont les suivantes:
Premidre série; Kmz= 86.15 pM; Kmj = 243 pM
Deuxidme série: Kma= 70.02 uM; Km1 = 4.96 pM

Vérification des valeurs de Kmj et Kms par traitement statistique sur la premidre
série - B

A la suite de cette premi¢re méthode de détermination des deux paramétres Kmj
et Kmy, une méthode de régression non linéaire directement effectuée sur la
courbe v= f ([SP a été employée. Cette méthode (programme d'analyse statistique
SAS utilisant des méthodes paramétriques ou non-paramétriques, univariées ou
multivariées) détermine également l'erreur standard et I'intervalle de confiance
4 95%. Ces résultats montrent que la méthode effectude précédemment calcule
une régression optimale pour calculer la valeur de linverse de la vitesse ( la
courbe de régression nen linéaire se confond avec celle calculée précédemment).
Mais cette régression n'est par contre pas optimale pour Ja détermination de
Vmax. Les petits écarts sur I'inverse de la vitesse deviennent des grands écarts
surtout sur les petites valeurs de la vitesse. Cette différence se retranscrit
également sur la figure montrant la non superposition de la régression non
linéaire avec la cgurbe calculée v= £ {[SD {voir annexe 2),

Les valeurs de Kin recalculées sont les suivantes:

Vmax= 3.05 £ 0.29 uM.min-1

Intervalle de confiance asymptotique 4 95%: 2.32 - 3.79 yM.min-1
Kmi=46%+19uM

Intervalle de confiance asymptotique 4 95%:-0.3 - 9.4 uM

Kma= 63.7 £13.1 M

Intervalle de confiance asymptotique 3 95%: 319 - 99.4 uM

On voit que Jes valeurs sont différentes de celles issues des premiers calculs. On
obtient donc des valeurs raisonnables pour les deux valeurs de constantes.
L'intervalle de confiance 3 95% est extrémement large ot devrait se rétrécir en
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mesurant une série d'échantillons plus large. Les valeurs obtenues pour la
deuxidme série (Vmax= 4.42 £ 0.22 pM.min'l; Kmi= 2.7 £ 0.5 pM; Kmp= 122.1 £
10.0 pM) ont été estimées mais semble moins bonnes aw vt des graphes.

Les valeurs retenues sont donc Kmy =46+ 1.9uMet Kmy =66 £ 13 pM.

Une comparaison des valeurs de la vitesse obtenues dans le domaine de
concentrations en substrat du test d'inhibiiion, permettront de déterminer si
Y'&quation de la cinétique du second ordre peut &tre simplifiée en une &quation
du type Michaelis-Menten.

Eggan'gn delacinétique ou Equation gimp]jﬁgg
= Uman . [5]? y o Uman . Is]
Km. Kty + Kitig . [5] .« ISP Koz + [51
Pour [l = 80 uM;
. Umax , BB? Umax . BB
4.6 % 6b » 66 * 8@ + BB2 V= "66+e8
= B.5498 Uman
= 0.5352 Uman 12.5 % d'erreur]
Pour [S{ =400 uh:
u= B.8573 Uman u =8.68589 Uman

{B.17 % d'erreurl

Schéma 9 Pourcentage d'erreur du & la simplification

On estime donc que sur la plage de concenirations en substrat testée, on effectue
une erreur allant de 2.5% pour la concentration la plus faible & 0.17% pour la
cancentration la plus élevée. Au vu de ces valeurs, on peut considérer que la
cinétique aobservée suit l'équation simplifiée de Michaelis-Menten dans les
conditions du test. On vérifie done les suppositions de Granick, que Fon peut
ainsi expliquer par les valeurs relatives de Kmj et Km; la cinétique observée.

3.3. Types d'inhibitions rencontrés

Les enzymes sont inhibées spécifiquement par certains composés et ces composés,
appelés inhibiteurs, peuvent intervenir naturellement dans les cellules pour
réguler 1a vitesse de réactions métaboliques ou étre artificiellement utilisés dans
l'étude de mécanismes enzymatiques. Cette derniére approche est largement
utilisée & des fins thérapeutiques et des moalécules inhibitrices d'enzymes sont 3
la base de nombreux médicamnents. Le design et le test d'un large éventail de
composés permettent de déterminer la nature des acides aminés présents dans le
site actif, responsables de la reconnaissance du substrat, et de faire ainsi une
esquisse du site actif. C'est cette méthode que nous avons adopté pour mieux
connaitre le sysiéme de reconnalssance utilisé par la PBGS pour complexer ces



Etudes d'inbibiti -40 -

deux substrats [38,39]. L'action des inhibiteurs peut se faire & différents stades de la
réaction enzymatique. Dans le cas d'une enzyme 2 deux substrats identiques
comme la PBGS, le systéme d'inhibition peut alors devenir trés vite complexe.

El ESI

Kig +1| -I [ -1 ki

E+S58 _ ES

+8
P - S + S
sz
SE _— S+ E
Kiy +1 -1 +1 -1 Ki3
E"§1 E"T

Schéma 10: Différentes possibilités d'inhibition

Ce schéma ne montre que quelques unes des inhibitions possibles, car il faut bien
entendu compter en plus, les combinaisons d'interactions inhibiteur-enzyme et
les inhibitions du type irréversible ou slow-binding.

Les inhibitions observées lors de nos études sur la PBGS sont au nombre de cing
(inhibitions compétitive, incompétitive, mixte, slow-binding et irréversible} et
seront détaillés dans les lignes gui suivent.

La description du type d'inhibition se fera sur quelgues points concrets comime
l'analyse du comportement de I'inhibiteur, les conséquences pour la cinétique,
des exemples et la caractérisation du potentie] inhibiteur du composé dans nos
tests d'inhibition.

11 Ll

Un inhibiteur compétitif a une similarité structurale avec le substrat naturel de
I'enzyme. C'est donc par cette similarité gue I'enzyme lie "par erreur" cet
analogue de substrat. Le substrat et I'inhibiteur sont donc en compétition car ils
ne peuvent pas se lier en méme temps au site actil {schéma 11). L'enzyme
complexée avec I'inhibiteur ne peut plus fonctionner comme catalyseur pulsque
l'enzyme est bloquée par {inhibiteur gu'elle ne peut pas convertir en produit.
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Schéma 11: Inhibition compétitive

L'addition d'un inhibiteur compétitif favorise la dissociation du complexe
enzyme-subsirat ES f augmente donc la valeur de la constante de Michaelis-
Menten. Linhibition compétitive dépend donc des concentrations en substrat et
en inhibiteur mais surtout des affinités respectives de l'enzyme pour le substrat
et l'inhibiteur [91]. La constante caractérisant linhibition est appelée constante
d'inhibition Ki.

B
Sans inhibiteur
Umax ‘ "
/ ki = [E1. (U]
Uman/2 [E1]
% Avec inhibiteur
'oompétmf 81 [ Km < Kmapp, Umas inchangé |
Km Km‘n'

Figure 36: Influence d'un inhibiteur compétitif sur le graphique v=f ([5])

La visualisation du graphique représentant la vitesse en foncltion de la
concentration en substrat montre qu'a de fortes concentrations en substrat, 1'effet
de l'inhibiteur est négligeable et que la vitesse Vmax reste inchangée (figure 36).
Par contre, en calculant la valeur du Km dit apparent (Kmapp) & partir de
Vmax/2, on voit que la valeur de la nouvelle constante de Michaelis-Menten
augmente, Ces deux tendances sont donc les caractéristiques d'une inhibition
compétitive [104].

Le graphe de Lineweaver-Burk €volue selon la concentration en inhibiteur de la
manidre suivante:
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Figure 37: Influence de la concentration en inhibiteur compétitif sur le graphique
de Lineweaver-Burk [104]

Reprenons l'exemple de la D-Alanine-D-alanine ligase pour illustrer cette
inhibition. Outre la D-Cyclosérine qui semble étre un bon inhibiteur compétitil
{malheureusement toxique) [95,101], deux séries de composés ont été testées sur la
D-Alanine-D-alanine ligase: les phosphonates et les phosphinates qui miment
I'intermédiaire tétraédral [102] (figure 38).

z oM -
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Figure 38: Inhibiteurs testés par Bartlett [102]

1l semble néanmoins pour ces produits que le degré d'inhibition augmente avec
le temps, au [ur et & mesure que le compesé phosphonate ou phosphinate se
convertisse en une espice phosphorylée plus fortement fixée sur I'enzyme, Cette
inactivation lente et réversible n'est pas surprenante vu que l'on a 2 faire avee
des analogues d'intermédiaire (Chap 2.2.1,, Chap. 3.3.4.) plutét qu'a des analogues
de substrat,

Néanmoins sur la phase dite réversible du processus d'inactivation (avant la
phosphorylation), les calculs ont été effectuéds suivant le cas d'un inhibiteur en
compétition avec le second substrat (schéma 12),

Pour ces deux séries de composés, Bartlett applique 'analyse de Dixon [105] en
considérant des concentrations en substrat environ égales 3 Kma.
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a-Ala D-Ala
E = RATP E~ATPF « 0-Ala, L—- E «ATP » O0-Al3,+0-Al2; — a-Ala«0-Ala
K, Kmz Keat  app 4

L4}

E «ATP « D-Alay+

Umax . [0-Ala)?

u=
Kmj.Km, + Km; . [D-Ala] . (1 «[1] / KI }+ [B-Al2)?

Umax . [D-Ala] Umax . [0-Alal
0= -

Kmgz. (1«1} / X1 )+ ID-Mlg] Km gyp+ [D-Ala]

Pour |0-Alal = Kmj
et Km << Xm;

Schéma 12: Analyse de Vinhibition compétitive avec le second subsirat selon
Bartlett [102]

11 obtient l'équation simplifiée en négligeant le terme Kmqp.Kmj du
dénominateur devant les autres termes puisque le facleur Kmj/Kmz esl
d'environ 1800 dans le cas présent. A la suite de cette analyse, il estime qu'ayant
des inhibiteurs bi-substrats, il y a inévitablement inhibition dans le site du
premier substrat, car d'utie part, 1a composante phosphorylée est présente pour
mimer la partie du premier substrat et d'autre part, il argumente en disant que
des inhibiteurs dipeptidiques tels que les phosphonates et les phasphinates sont
trop grands pour pouvoir insérer le site actif en présence du premier substrat. A
la suite de ces comnmentaires, Bartlett a reconsidéré ces caleuls en intégrant une
inhibition compétitive touchant simultanément Jes deux sites.

Connaissant désormais la valeur de nes constantes de Michaelis-Menten pour Jes
deux sites de fixation de 'ALA (1) sur la PBGS, nous pouvons également
considérer le cas de l'inhibition compétitive avec le second substrat et
vniquement avec celui-ci qui esl le substrat le plus facile 3 déplager pour un
inhibiteur.

Pour avoir une équation du second degré qui se simplifie comme celle considérée
pour la D-Alanine-D-alanine ligase, on peut calculer le pourcentage d'erreur que
Yon obtient sur la vitesse en utilisant I'équation simplifise {schéma 13).

Un test d'inhibition s'effectue en général pour des concentrations allant de BO 2
400 pM en ALA et les valeurs de constantes obtenues sont de 4.6 uM pour Je
premier complexe enzyme-substrat et de 65.7 uM pour le second. Le calcul des
pourcentages d'erreur sur la vitesse s'effectue de la méme manidre que celui de la



Etudes d'inhibition - 44 -

réaction non inhibée puisque l'on met le terme lié & I'inhibition égale a 1 {voir
chap. 3.2.3.).

E+8 o—== Eof == F'+ 8 —ou=w EeS — P+E

K, Kmy Keay

E'= 1

Umax . ISI®

He
Km ;. Kmg + Kmg . IS]. (1 +[1] / X1 }+ IS)?

m 1]
ou valeur minlmum de

Umak . [§]
Kmgz. (1 |1} /Ki )+ [5})

e

Schéma 13: Validité de la simplification utilisée pour I'évajuation de I'inhibition
compétitive.

On estime done que sur la plage de concentrations en substrat testée, on effectue
une erreur maximale allant de 2.5 % pour la concentration la plus faible & 0.17 %
pour la concentraiion la plus élevée. Au vu de ces valeurs, nous considérons
donc que les inhibiteurs compétilifs avec le second substrat suivent catte équation
simplifiée et que l'on observe une constante de Michaelis-Menten apparente
Kmgapp dont on peut déduire le Ki (schéma 14). Clest ce que J'on appelle une
inhibition linéaire, car la dnétique obéit toujours aux lois de Michaelis-Menten.

Klew —m™m
{(Xmgpp/KXmz}-1)

Schéma 14: Constante d'inhibition compétitive pure

332, Inhibition i ctitive/mi

L'inhibiteur incompétitif lie généralement uniquement le complexe enzyme-
substrat et ne se lie donc pas a I'enzyme libre. L'inhibition incompétitive peut se
dérouler de deux manitres: la fixation du substrat peut causer un changement
conformationnel de l'enzyme et révéler ainsi un site de fixation pour
l'inhibiteur ou I'inhibiteur se fixe directement sur le complexe enzyme-substrat.
Le schéma d'inhibition incompélilive le plus commun est donc celui ob
I[.‘litr)\;;ibiteur forme avec I'enzyme un complexe ESl, appelé "dead end complex"
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Schéma 15: Inhibition incompétitive

Linhibition incompétitive d'une enzyme a un substrat est un phénoméne rare
[104). En effet, 5i l'inhibiteur a des affinités fortes avec le complexe enz]yme-
substrat, il serait surprenant qu'il n'interagisse pas avec l'enzyme libre.
L'inhibition incompétitive peut donc &tre considérée comme un cas limite de
linhibition mixte. Pour les enzymes a deux substrats, elle se produit plus
spuvent et résulte en général d'une inhibition du produit. L'expression de la
vitesse dans le cas [e plus général est la suivante:

Umanx . [S1
e
[S1.01 « )} F Ki]+ Km

Umau
n-«m/s/xn Vapp . I5]
oy e =
__Km + 18] Xmapp + |5)
1+ /Kil

Schéma 16: Equation de [a vitesse d'un réaction inhibée incompétitivement

La deuxiéme équation (schéma 16) qui est déerite sous la forme d'une équation de
Michaelis-Menten, montre que le Km est divisé par un facteur nécessairement
plus élevé que 1 et que le Kmapp est done inférieur au Km.

Il en est de méme pour le Vmax. Les deux valeurs caractéristiques sont done
affectées et diminuées en présence d'un inhibiteur incompétitif [104).

Le graphe de Lineweaver-Burk évolue selon la concentration en inhibiteur de la
maniére suivante:

(F1)

/é o

-~
e

Figure 392: Influence de la concentration en inhibiteur incompétitif sur le graphe
de Lineweaver-Burk
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L'interprétation du comportement incompétitif observé dans le cas de la PBGS
est nettement moins évident que le cas compétitif pur. On interprite ce
phénemene par des interactions pius complexes qui se font dans les deux sites A
et P. La base de Schiff formée par I'inhibiteur et la lysine est alors tout aussi stable
sinon plus que la base de Schiff formée par le substrat et la [ysine. $i on cherche
I'équation de la vitesse de la réaction inhibée dans I'un ou/et l'autre site, on
obtient une équation complexe présentant plusieurs constantes.

£+ E-1 Ky
E+ ] = -1 Knp
E-t+ } =—=— E-1-1 Kiy
E-1+85 === E-1-8 Ky
Expression de la vitesse:
Umax . |512

KMy Kmp 1+ [61/K gy + [llsz"s).K“" I+ Kmg.ISLUL « [V K2y « IVLKM, fKlq).Klgpy 1+ 18] 3

Schéma 17: Expression de la vitesse pour une combinaison d'inhibitions dans les
deux sites

La complexité de ce type d'équation ne permet plus de prévoir les tendances de
Kmapp et de Vmax. Par contre ce que l'on peut affirmer, c'est que le
comportement incompétitif est lié a Vinhibition du site P, vu que les composés
ayant des caractéristiques pour inhiber ce site provoque une diminution du
Vmax et du Kmapp.

Une double inhibition des deux sites étant accompagnée de l'inhibition
compétitive du seul site A, on rejoint en fait la remarque déja faite plus haut qui
dit que dans beaucoup de cas, on assimile l'inhibition incompétitive avec un cas
limite d'inhibition mixte (composante compétitive + composante
Incompétitive).

Suivant linhibiteur (groupe stabilisateur de base de Schiff, groupe mieux
reconnu dans site A que P..}, le pourcentage d'inhibition compétitive pure varie
permettant soit 1'observation d'une inhibitien compétitive-mixte,
incompétitive-mixte ou incompétitive pure. Les graphes obtenus pour les cas
intermédiaires mixtes sont du type suivant:

1/u
il

o
——

AN

1/718]

Figure 40: Inhibition mixte observée sur le graphique de Lineweaver-Burk
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Si le point d'intersection s'effectue avant l'axe des abscisses, la composante
compétitive prend le dessus (Kii>Kic) et lorsque celui-ci se situe en dessous de
I'axe des abscisses, C'est le cas inverse [(Kii<Kic).

Aucun exemple de ce type de comportement pour des cas d'aldolases ou
d'enzyme a deux substrats identiques n'est connus

N'ayant pas d'équation adéquate décrivant cette inhibition, on utilise I'équation
générale de l'inhibition incompétitive pour calculer le Ki de l'inhibiteur.

0l
[[Km I’Kmanp]"}

Schéma 18: Constante d'inhibition incompétitive

Pour les inhibiteurs mixtes, on utilise suivant la tendance de leurs Km l'équation
décrivant I'inhibition compétitive ou incompétitive.

3.33. _Inhibition izéversibl

En fait, deux catégories distinctes d'inhibiteurs peuvent étre décrites: les
réversibles (compétitifs, non compétitifs, incompétitifs, mixtes) et les
irréversibles. Un autre type d'inhibition appelée slow-binding dont le degré
d'inhibition augmente avec le ternps (semblable aux irréversibles), mais qui est
réversible & long cu moyen terme sera décrit dans le sous-chapitre qui suit.

Les inhibiteurs réversibles lient l'enzyme par de faibles liaisons qui sont
rapidement formées et facilement cassées. Ces liaisons sont similaires A celles qui
fixent le substrat 3 l'enzyme. L'inhibiteur est ainsi en équilibre avec l'enzyme
pour former un complexe enzyme-inhibiteur.

L'inhibiteur irréversible forme quant & lui, vne liaison forte et le plus souvent
covalente (schéma 19). La formation d'une Kaison covalente demandant plus de
temps que la mise en place de Liaisons faibles, les inhibiteurs irréversibles sont en
général plus lents A réagir [104].

E+S % E-S ——kz—l— E+P
+ | !

kqlka

£t

e

Ev

Schéma 19: Exemple d'inhibition irréversible

Cette dépendance du degré d'inhibition vis-a-vis du temps est la caractéristique
qui permet de distinguer les irréversibles des réversibles. Ces composés réduisent
la concentration en enzyme active, donc si l'inhibiteur n'est pas en excds, la
concentration initiale en enzyme va passer de [Elp 2 (Elp-(1] (valable si l'inhibiteur
n'est pas en excls. La vitesse maximale va donc Stre ainsi réduite. Si on introduit
ensuite le substrat, celui-ci va continuer d'obéir aux lois de Michaelis-Menten et
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le Km ne va pas 8tre modifié [104]. 11 est noté que dans le cas de ]a PBGS, on a pu
observé notamment pour les composés céto-diacides une diminution du Km en
méme temps que celle du Ymax, certainement engendrée par la complexité des
interactions mises en jeu. Ces irréversibles céto-diacides qui sont en fait des forts
siow-binder, interagissent au méme endroit que les inhibiteurs incom?étitifs,
c'est-d-dire, qu'il vy a dans tous ces cas, formation d'une base de Schiff entre
l'inhibiteur et I'enzyme. La diminution du Km peut étre percue ici comme
I'héritage des inhibiteurs incompétitifs aux irréversibles, puisque ceux-¢i sont en
fait des inhibiteurs incompétitifs plus stables.

M. Henz [39] a testé lors de son travail de thése des époxydes
énanliomériquemen} purs qui ont inactivé irréversiblement I'enzyme, la dialyse
nayant pas pu régénérer Factivité de celle-ci (figure 41).

NG, o COMe
D=<ﬂ§ 0;<B§
28 a0

Figure 41; Epoxydes irréversibles tesiés par M. Henz [39]

11 a proposé différentes alternatives d'ouverture de l'époxyde, Iattaque
nucléophile permettant la formation de la liaison covalente pouvant provenir
du site A cu du site P {figure 42).

Des essais d'analyse M$ ainsi que MALDI-TOF ont é1é réalisés sur 'enzyme aprés
incorporation de 1'époxyde 30 par le groupe de Jaffe. Las résultats ont montré une
alkylation au niveau de plusieurs siles. En effet, I'analyse MALDI-TOF semble
indiquer une augmentation de masse équivalente 3 cinq molécules par sous-
unité {106). De nouveaux essais, présentant des concentrations en inhibiteur plus
faibles sont envisagés.

Site A Slte P Shte A Site P

Figure 42: Inhibition irréversible de la PBGS par I'époxyde 28 [39]

Dans une récente publication 1107], Leeper propose également l'inactivation de la
PBGS par la fixation d'un époxyde 32 a la suite d'une attaque nucléophile (figure
43). Cependant, en suivant l'inactivation par ESMS, il a observé 1'augmentation
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d'un pic de masse supérieure de 95 Da par rapport A celle de l'enzyme (enzyme +
32 - 2 Hy0). 1I propose 3 la suite de cette gbservation,  un mécanisme
d'inactivation qui passe par la double fixation du méme époxyde.

COQ
coo” (o coo 1o
—— —_— X-Enz
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Figure 43: Inactivation par un époxyde suivant les cbservations de Leeper [107]

Les inhibiteurs irréversibles seront caraclérisés par le pourcentage d'activité de
I'enzyme en fonction du temps ainsi que par le pourcentage d'activité avant et
aprés dialyse (toutes ces valeurs étant valables pour une concentration donnée}.

3.34.  Lecas slow-binder

Il y 2 dé&ja plus de cinquante ans que Eassen et Stedman [108] ont fait mention
pour la premidre fols d'un type d'inhibiteurs qui n'obéissait pas aux lois de
cinétique déja définies pour les inhibiteurs réversibles (Chap. 3.3.1. et 3.3.2). La
cinétique de ces inhibiteurs a d'abord été analysée par Morrison [109], puis par
Cha [110]. Normalement, une dépendance de l'inhibition en fonction du temps
est attendue pour les inhibiteurs irréversibles comme les agents alkylants de
groupes spécifiques on les inhibiteurs provoquant P'inactivation d'enzymes.
Dans ces cas précis, la dépendance en fonction du temps est due 2 une lente
modification chimique de I'enzyme et A la formation d'une liaison covalente.
Cependant des cas d'inhibition dépendant du temps pour des inhibitenrs
réversibles ont été ohservés,

Une définition de ces inhibiteurs fut donnée par Morrisen et Walsh: "Such
compounds have been called slow-binding inhibitors to convey ihe idea that
binding, witich is the estabiishment of the equilibria between enzyme, inhibitor,
and enzyme-inhibitor complexes, occurs slowly on the steady-state time scale of
seconds to minutes’[111]. Pour donner un ordre de grandeur, les vitesses
nécessaires pour atteindre l'équilibre entre le substrat et l'enzyme dans le cas
d'inhibiteurs réversibles classiques sont dannées en millisecondes. C'est pour
cette raison que Morrison [112] choisit le terme de "slow-binding" pour définir
cette inhibition atypique,

Schématiquement, I'inhibition slow-binding peut é&tre décrite selon deux
mécanismes [111] {schéma 20). Cette inhibition t avair lieu A cause de Ia trés

faible valeur de la constante k3 (mécanisme A) qui peut étre diminuée par les
barridres rencontrées par Vinhibiteur pour se fixer dans le site actil.

Le mécanisme B décrit 1a formation rapide d'un premier complexe qui évolue
ensuite par une lente iscmérisation & un deuxiéme complexe.
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11 ne faut pas dans ce cas seulement avoir une lente conversion de El en EI*, mais
il faut aussi que le vitesse d'isomérisation inverse soit bien inférleure (kg) 2 la
vitesse d'isomérisation (ks). 11 est 3 noter que dans les situations extrémes tetles
que ke<<k3 ou k¢ qui tend vers zéro, la réaction va apparaitre comme étant
irréversible et l'inhibiteur slow-binder va devenir un inhibiteur aciive-site-
directed irréversible [111].

Mécanisme A:

£
. l\{ -
4
e Ki= .
Mécanisme B:
k;
Ky E'S ——= E+P
+ 5
E
* IX
. K.k
L < N L 5
ks ks + Kg
\__ﬁ.—J
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Schéma 20: Inhibition slow-binding: deux mécanismes possibles [111]

Pour illustrer graphiquement l'inhibition slow-binding, on peut comparer les
effets d'un inhibiteur classique par rapport & un inhibiteur slow-binder sur la
formation du produit en fonction du temps (figure 44). Pour un inhibiteur
classique, 1a vitesse de réaction reste lindaire sur une période pendan{ laquelle il y
a suffisamment de substrat. Pendant les premidres millisecondes , les courbes
décrivant la vitesse de réaction en présence d'un inhibiteur slow-binder est
identique a celle décrivant l'interaction entre le substrat et 'enzyme. Il y a donc
au départ une formation de produit quasi-identique & celle de la réaction
enzymatique normale. Cette période est suivie par une &tape ol une vitesse
d'état quasi-stationnaire plus lente s'installe. Celle-ci diminue quand la
concentration en inhibiteur augmente [111]. Les mémes remarques concernant
les irréversibles sur la variation des caractéristiques Km et ¥Vmax peuvent étre
faites pour les slow-binder.
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Figura 44: Effet de l'inhibiteur slow-binder sur la vitesse [111]

A la suite de différents études utilisant des analogues d'intermédiaires [113],
Yinhibition slow-binding fut assez souvent rencontrée. Ces analogues sont en
général de trés bons inhibiteurs qui sont trds fortement liés & l'enzyme. Plusieurs
raisons ent élé avancées pour expliquer le slow-binding et plus spécifiquement,
celui lié aux analogues d'intermédiaires. D'une part, les inhibiteurs pouvant se
lier fortement & l'enzyme possédent généralement plusieurs groupes de fixation
qui sent combinés de telle manidre 3 ebtenir une inhibition optimale. Ces
différentes interactions se mettent en place pas par pas et avec ajuslement du site
actif ce qui provoque un délai supplémentaire au temps nécessaire d 'inhibiteur
pour se fixer. Certains groupes de fixation peuvent également interagir plus
rapidement que d'autres et former ainsi un complexe non optimal qui doit
ensuite &voluer lentement vers le complexe final {mécanisme B). Il est
égalemment a souligner que dans le cas d'inhibition par des analogues
d'intermédiaires, 'enzyme n'est pas naturellement préparée a lier rapidement
une molécule ressemblant & un intermédiaire, méme si celle-ci présente une
grande affinilé pour ces composés. L'enzyme est programmée pour fixer
rapidement le substrat et les interactions stabilisant 1'état de transition sont
souvent dues 3 des transformations topologiques complexes incluant des
ajustements induits. Ces changements conformationnels enveloppent quelques
gois a[:mp}étement le complexe qui peut méme éire inaccessible a une melécule
‘eau [114].

Le groupe de Périé a identifié des composés B-dicarbenylés et a-hydroxycétones
comme étant des inhibiteurs slow-binder de l'aldolase issue de muscle de lapin
(figure 45) [115,116], Cette enzyme fait partie de Ja classe 1 des aldolases 125), c'est-3-
dire quelle fonctionne par I'intermédiaire d'une base de Schiff alors que Ja classe
11 ne nécessite que l'apport d'un ion métallique {117]. Par la présence d'une lysine
dans son site actif, ce type d' enzyma est trés intéressant pour nous, de méme que
les composés qui l'inactivent [25]. En effet, des résultats d'inhibition portant sur
des composés a-dioétones seront développés plus tard {Chap 5.3.).

j\_j\,ﬂ\ oo j\/ﬁ\/c"- “wo \‘j\/o\ e}
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Figure 45: Inhibiteurs slow-binder de I'aldolase de muscle de lapin [25,115]
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Le mécanisme d'inhibition (figure 46) passe par la formation d'une base de Schiff,
suivie d'une déprotonation en o et la formation d'une 4namine stable. Le
mécanisme proposé par Blonski passait d'abord par la formation d'un énol avant
I'énamine mais la formation directe d'énamine nous semble plus probable.
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Figure 46: Mécanisme d'inhibition slow-binding de Faldolase de muscle de lapin
selon Blonsky (modifié)(115]

Selon les expressions des Ki (schéma 20J, on voit qu'il faut étre en mesure de
calculer les valeurs des constantes d’isomérisation (ki ks) et d'isomérisation
inverse (kq et kgh 11 faut donc étre capable de déplacer I'équilibre de la réaction
dans le sens inverse et pouvoir suivre le retour d'activité dans des conditions
acceptables. Quelques essais de retour d'activité ont été effectués dans la cas de la
PBGS et ceux-¢i n'ont powr I'instant pas abouti A une méthode fiable (Chap. 7.2).

Les inhibiteurs slow-binder seront donc caraclérisés par Je pourcentage d'activité
de 'enzyme en fonction du temps ainsi <1ue par le pourcentage d'activité avant et
aprés dialyse (toutes ces valeurs élant valables pour une concentration donnée).

3.4. Litérature existante

ndelalk arla cinyle acétone ¢t ses dérivé

Le groupe de Lindblad (16] a isolé dans les années soixante-dix, 3 partir des urines
de patlents atteints de tyvosinémie (Chap. 1.1.2.2.), des produits issus de la
dégradation anormale de la tyrosine, l'acide 4,6-dioxo-heptanoique ou succinyle
acétone (11} et 'acide 3,5-dioxo-octane-1,8-dioique (10) (figure 4).

De plus, il a pu remarquer la présence importanle d'ALA et la réduction
importante de l'activité de la porphobilinogene synthase (<5 %). Ces observations
ont permis 2 Lindblad de conclure que ces deux dicétones pourraient étre des
inhibiteurs potentiels de la PBGS.

Des travaux allant dans cette direction ont été entrepris un peu plus tard par Ebert
et Tschudy [118). lls ont &tudié I'action de la succinyle acétone sur des cellules
erythrolencémiques in vive et in witre. Ils ont montré que pour de trés faibles
concentrations en succinyle acétone (10 ~8 M), on peut observer une inhibition
significative de la PBGS. En parall2le avec l'inhibition de la PBGS, une
diminution importante de la quantité d'hémoglobine et un enrichissement en
ALA ont ét€ observés. Les cellules commencent 3 mourir quand la concentration
en héme descend en dessous de 10 pmol/mg de protéine,

A la suite de ces travaux, Tschudy &tudia I'enzyme issue de foie de rat (119]. Celle-
ci démonira une inhibition de type irréversible en présence de succinyle acétone.
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L'activité de lenzyme n'a pas pu étre régénérée par dialyse et il a £té démontré
que cette inhibition irréversible a lieu dans le site actif méme. En étudiant
Fincorporation de substrat marqué en présence ou non C'inhibiteur, il a pu
mettre en évidence la compétition entre le substrat et Iinhibiteur. Ceci suggére
que l'inhibiteur réagit dans le site ol se forme la base de Schiff entre le premier
substrat et l'enzyme. '

Des observations similaires ont été faites par Meller et Cassman [120]. [ls ont isolé
la PBGS A partir de feuilles d'orge séchées et ont testé l'action de la succinyle
acétone mais également celle de l'acide 1évalinique in vive et in viiro. ls ont
trouvé que la suacinyle acétone inhibait la PBGS d'un facteur mille fois plus
grand que 'acide lévulinique.

Des études d'inhibition datant de la méme période ont également été conduites
par Brumm et Friedman sur la PBGS isolée & partir de Clostridium
tetanomorphum [121]. s ont déterminé en fonction de lz concentration de
succinyle acétone mis en jen, deux constantes d'inhibition car ils estiment que
suivant Ja concentration en succinyle acétone, ils sont en présence de un ou deux
inhibiteurs. Pour les études d'inhibition effectuées 4 haute concentration en
succinyle arétone (5 mM) et en présence de plus faibles concentrations d'ALA (1)
([ALA}= 0.5 mM), iis ont observé une inhibition compétitive (K; = 400 uM). IIs en
ont done déduit que la succinyle acétone décrit une inhibition compétitive. Par
contre pour des inhibitions se déroulant 2 des concentrations en ALA et succinyle
acétone similaires et plus élevées , ils ont obtenu une inhibition plus importante,
A la suite de ce résultat inattendu, ils ont propos¢ la formation d'un produit de
condensation type Knorr entre I'ALA et 1a succinyle ac0ftone qui semble étre un
inhibiteur plus puissant que la succinyle acélone elle-méme (K =5 uM). Ils ont
déterminé les constantes d'inhibition en faisant des corrections graphiques car
I'essai A blanc présentait selon eux déj ce pyrrole inattendu appelé SA-pyrrole
(34) (figure 47} qui réagit avec le réactif de Ehrlich é:mjsque la position a du
pyrrole est libre. Cetre correction n'est pas clairement décrite par les auteurs. De
plus, 1a synthése du pyrrole A partir 11 et 1 a été effectuée dans nos laboratoires et
la formation de quatre différents pyrroles (2 produits Knorr majoritaires et 2
preduits Fischer-Fink) a été démonirée [84]. Par ailleurs si ce produit se forme, il
devrait, dans les conditions du test, précipiter. Les auteurs ont également attribué
T'activité imhibitrice du SA-pyrrole (34) comme étant due 4 une ressemblance
avec le substrat plutdt qu'avec le produit. Ils fondent ce raisonnement sur deux
points: d'une part, le PBG n'inhibe pas la PBGS isolée de Clostridium
tetanomorphum, et d'autre part beaucoup d'anazlogues de substrat contenant
cette partie succinyle dans Jeurs structures sont de trés bons inhibiteurs.

COOH COOH CODH
COOH
O O
H:N N
1 11 H 3
Figure 47: ALA (1), succinyle acétone (11) et SA-pyrrole (34)

Shoolingin-Jordan et son groupe ont &crit la publication la plus récente porkant
sur I'inhibition de la PBCS par la succinyle acétone [68]. Ils ont montré que la
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suecinyle acétone inhibait la PBGS issue de Pisim sativum (petits pois, Ki = 0.3
#M) d’un facteur de 2 & 3000 fois plus élevé comparé a celle issue de E. coli (Ki =
0.8 mM}. De plus, ils ont synthétisé et testé le SA-pyrrole (34) décrit par Brumm
[121] et n'ont trouvé aucun effet dinhibition sur les trois sources de PBGS testés.
lIs en ont donc conclu que l'inhibition ne provient que de I'action inhibitrice de
la succinyle acétene et non pas d'un produit secondaire formé.

3!2 ll']'l' !1 EEGS I! . !- id

Les analogues d'intermnédiaires basés sur des diacides ont été en général trés peu
étudiés et seul, le groupe de P.M. Shoolingin-Jordan a publié des travaux
concernant une série de diacides [68]. 1] a étudié simultanément ces composés sur
trois sources différentes d'enzyme: Pisum sativum (petits pois) Escherichin coli et
Saccharomyces cerevisiae (levure)}, Ces trois enzymes entrent dans les deux
catégories de PBGS, celles dépendant de magnésium (Pisum satioum) et celles
dépendant de zinc (Escherickit coli et Saccharomyces cerevisiae). Des inhibiteurs
déja connus ont été retestés afin d'avoir des comparaisons significatives entre les
différences sources et les tests entrepris antérieurement. L'acide succinique {35}
m'a donné qu'une inhibition faible (Ki supérieur & 200000 pM) et son dérivé 2,2-
difluoré (36) inhibe modérément de facon compétitive I'enzyme (Ki= 7000 uM)
(figure 48). Des dérivés méthylés de Vacide glutarique 37 et adipique 38 et 39 ont
également été testés et se sont révélés étre des inhibiteurs compétitifs moyens.
Par contre, il a observé que de passer d'un intermédiaire en Cs 2 un intermédiaire
en Cyg, 'acide 2,2,7,7-tétraméthyl-sébacique (40), fait basculer I'inhibition de
compétitive 2 non-compélitive.

Shoolingin-Jordan en déduit que les diacides inhibent de fagon non spédfique
I'enzyme en ce Hant aux régions hydrophobiques de celle-ci et ils interpratent le
comportement compétitif des autres diacides par une interaction simultanée
dans Jes deux sites de reconnaissance A et P.

H H o
o &
o
o) Q
HO HO e
35 36

H

HO as HC 19

Figure 48: Diacides testés par le groupe de Shoolingin-Jordan {68).
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Dans un autre article [122], ce groupe fait également référence & un aukre diacide
quils ont testé: I'acide 3-acétyl-4-oxo-heptane-1,7-diotque (rac-41) {figure 49).
Celui-¢i pourrait mimer lintermédiaire de Shemin et ils ont observé une
inhibition dépendante du temps par la formation d'un complexe stable.

COOH
HOQC
o] O
rac-41

Figure 49: Analague d'intermédiaire testé comme inhibiteur dans le groupe de
Shoolingin-Jordan (122].

La publication de Leeper [107] la plus récente est la premi2re publication ol un
composé a £té synthétisé dans le but d'imiter l'intermédiaire décrit dans le
premidre proposition mécanistique de jordan (23] (figure 50). Ce diacide rac-42
mime parfaitement, 3 I'exception d'un groupe aminc manquant, cet
intermédiaire mais aucune inhibition n'a été détectée sur l'enzyme issue de
Baccillus subtilis.

Cet analogue, exempt de tout groupe aming, a ensuite &té testé sur la PBGS issue
de foie de bovin pour laquelle la présence d'un groupe amino en position Cs de
I'ALA n'est pas primordiale pour la reconnaissance (Km =~ Ki acide lévulinique =
0.22 mM). Une inhibition fut cette fois-ci visible (Ki = 5 mM) mais correspondait
4 une inhibition vingt fois moins intense que celle provoquée par l'acide

lévalinique.
COOK COoH HOOC COOH
el P
— 4 ~H
N HN  HNS

rac-42

Figure 50: Analogue de lintermédiaire postulé par Jordan testé comme
inhibiteur {107].

]usqlu‘a présent, peu d'articles faisant rvéférence  des inhibiteurs fluorés ont éte
publiés. A part les travaux de Jordan {68] mentionnant le dérivé difluoré de
l'acide succinique 38 qui semble 8tre un inhibiteur compétitif moyen (Ki= 7000
1M} de la PBGS, deux publications de Leeper abordent le sujet des dérivés fluorés
de I'ALA [107,123]. Dans une premiére publication [123], il développe la synthése
de J'acide 5-amino-2-fluore-lévulinique {rac-43). Ce composé a 6t synthétisé avec
l'idée d'obtenir une inhibition irréversible (figure 51). En effet, I'élimination du
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fluor engendrerait la formation d'un bon accepteur de Michael qui serait trés
sensible aux attaques d'un résidu nucléophile de l'enzyme.

COH COH . COH

> c
F F Enz-X
.......... - QA e .
o o” T
N’Hz NHZ ..-'. N}lz
rac-43 COH 44
Enz-X »”
o]
NH,

Figure 51! Inactivation envisagée par Leeper [123]

Les résultats préliminaires de I'inhibition de rac-43 sur la PBGS issue de l'algue
Euglena gracilis n'ont pas confirmé cette hypothtse. Le composé montre une
bonne inhibition (0.5 - 2 mM) qui est dans l'crdre de grandeur du Km de cette
espice de PBGS mais ne montre aucune caractéristique d'irréversibilité ou de
substrat non natarel.

Récernment, d'autres travaux de Leeper {107) portant sur l'inhibition de la PBGS
ont &té publiés. La PBGS utilisée dans cette étude est issue de B. subfilis dont le
géne a &t exprimé dans E. coli (Km = 290 M). Leeper teste & nouveau le
composé rac-43 sur rette nouvelle esp2ee d'enzyme et a conclu & sa non-stabilité
dans les conditions du test. Lors de l'ajustement du pH a 9, une coloratimdjaune
apparait immédiatement. Leeper interpréte cette coloration comme un départ
spontanée de HF qui pourrait donner lieu 3 la formation du 2,3-déhydro-ALA
(44). Dans des conditions de pH plus bas (pH= 5.4), une légere inactivation a tout.
de méme pu étre détectée, Cette inactivation ne semble se manifester qu'aprés
une certaine période e qui pourrait concorder avec la formation ultérieure d'un
produit secondaire inactivant l'enzyme. Leeper n'a pas pu déterminer si
Yinactivation provenait de rac-43 ou d'un produit secondaire formé au cours du
test. L'acide-(2.3-déhydro)-lévulinique 2 &ét¢ testé ultérieurement dans notre
groupe [39] et celui-ci n'avait présenté alors aucune propriété inhibitrice: ka non
rotation entre les carbones 2 et 3 semble en faire un trés Mmauvais inhiblteur.

3.5. Test d'inhibition

451, Procédure
Quarante-huit tubes contenant des solutions de concentrations en inhibiteur
et/ou en substrat différentes sont nécessaires pour pouvoir faire une £tude

cinétique. Les concentrations en substrat restent fixes d'un test & l'autre (795 2
397.0 WM.

La concentration en inhibiteur est estimée lors d'un préessai et est choisie de telle
manidre que la baisse d'absorbance soit visible sans &tre trop importante.
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Linhibiteur est tout d'abord préincubé en présence d'enzyme dans un tampon
phosphaté 3 pH=8.0. Ce tampon a 0.1 M en phosphate et diphosphate contient 10
HM de Zn(1D) et 10 mM de Mg(ID). Pour la stabilité de I'enzyme et afin d'éviter la
formation de ponts disulfides, on additionne également 12.3 mM de mercapto-
éthanol.

Inhibiteur + Enzyme
dans tampon phosphaté pH=8.0
Préincubation
de 30 & 45 min
Addition de ALA .
(Substral)
Incuimtion
Réactif d'arrédt; (24 min) Ca_lculaliions:
OIMHgCly + ————=« Michaelis-Menten,
20% ClCCOOH Lineweaver-Burk,
Centrifugation Hanes,
Eadie-Holistee.
Réactif de Ehrlich: .
4-Diméthylaminobenzaldéhyde . )
ds mélange AcOH/HCIO, Centrifugation
. Mesure ABS5(554 nm)

Schéma 21: Test d'inhibition

La préincubation se déroule dans un bain thermostaté & 37°C et le temps de
préincubation est d'enviren 30 2 45 minutes. Une quantité variable du substrat
naturel ALA est ensuite additionnée puis chaque tube est incubé pour un temps
déterminé et fixe de 14 minutes. La réaction enzymatique est stoppée par
I'addition d'une solution d'acide trichloro-acétique contenant du chlorure
mercurique. Les sels de mercure permettent ainsi de faire précipiter le mercapto-
éthanol. La solution résultante est centrifugée puis un volume de surnageant est
additionné A un volume de réactif de Ehrlich.

OOH OOH
HO H
KW —
H ' E -
n, H PBG ) forme NH, (a6
suivant linhibition £(554 nm) : 62000 [I*mol ! *cm’!]

Figure 52: Réaction avec le réactif d'Ehrlich
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Aprés une seconde centrifugation, on peut mesurer l'absorbance & 554 nm du
complexe résultant de l'attaque de l'amine du 4-diméthyl-amino-benzaldéhyde
(46) sur la position libre en o du pyrrale (figure 52).

Le chremophore 46 cbtenu {solution de couleur rose) a un coefficient
d'absorption de 62'000 M. emrl 4 554 nm. Le spectre visible de ce complexe
présentent en fait deux maxima, l'un 3 524 nm, l'autre 3 554 nm et c'est ce
dernier qui est utilisé pour la détermination de la quantité de PBG. Des études de
stabilité de ce chromophore ont moniré qu'un délai de 10 minutes est optimal et
qu'au deld de ce temps, la reproductibilité est plus délicate 4 cbteniz.

075
0.6
59 7 \\
o -
0.4
g 34 Y
2 p2d A1
015\ / \
LY \
400450500550 600650700 750 800
Long. donda

Figure 53: Spectre visible chservé (€ = £2'000 M-1. cm-1 & 554 nm)

A partir des résultats d'absorbance, on peut calculer la quankité de produit formé
et par conséquent la vitesse de réaction, Ces données sont retranscrites
graphiquement par les différentes méthodes 2 disposition (Chap. 3.1.2.} et les
valeurs de Ki et Vmax sont déduites par les relations d'inhibition
correspondantes.

2 ion i

Une quantité d'inhibiteur appropriée est dissoute dans 10 ou 20 ml de tampon
phosphaté pH=8.0. Le probléme qui peut se poser suivant la polarité des
substances, est la solubilité de celles-ci dans le tampan. M. Henz a testé le
comportement de la PBGS en présence des différents solvants miscibles & l'ean:
dioxane, acétonitrile, diméthylformamide et diméthylsulfoxyde [39]. Pour une
teneur en dioxane de 1.6%, il a observé une diminution de 15% de l'activité,
L'acétonitrile semble au contraire activé la PBGS et c'est le DMSO et le DMF qui
semblent étre les cosolvants les plus pratiques, avec aucune influence sur
l'activité jusqu'a une leneur de 1.3%. La méthode suivie est donce la dissolution
dans un minimum de DMS0O du produit puis addition du tampon. On calcule
ensuite par rapport au volume maximal de solution d'inhibiteur prélevée et le
volume de l'essai, le pourcentage de DMSO présent et s'il n'excede pas 1.3%, le
test est poursuivi.
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4, Résultats des' tests d'inhibition

4.1. Exploitations des résultats d'inhibition .

Les méthodes de calcul chdisies sont les méthodes de Michaelis-Menten et ses
dérivées déja citées précédemment (Chap. 3.1.2.)

Lineweaver-Burk (1) Hanes (2}
1_km 1 1 Is] _ 18] _ Kkm
U Pman [ST° Umax I DUmay Umaz
Eadie-Hofstee (3) Michaelis-Menten (4]
U-uman - 2. Kkm ,,,E‘L-“!
Is] K + [$]

Schéma 22: Méthodes de caleul

Les graphes dérivés de I'équation de Michaelis-Menten servent principalement 4
déterminer le type d'inhibition que l'enzyme subit. La valeur de la constante
Jd'inhibition est donnée 4 partir de la moyenne des constantes calculées pour trois
concentrations différentes en inhibiteur par la méthode de Michaelis-Menten (4).

La vitesse est donnée par ia relation suivante:

1=1cm

dpP n.ABS . 1BS €= 62000 M ¢m™?

t =14 min

ABS = Absorbance (554 nin)
n {facteur de dilution) = 3.33

E.l.t

Schéma 23: Expression de la vitesse

Les types d'inhibition sont donc diflérencids suivant les variations des deux
caractéristiques ¥Ymax et Km en fonction de la concentration en inhibiteur et la
variation de I'inhibition suivant le temps,

"]

itign

On différencie nettement un cas compétitif d'un cas incompétitif en comparant
les variations des grandeurs caractéristiques graphe par graphe (fipure 54A).
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Exemple d'inhibiteur compétinif: Exemple d'inhibiteur incompétitif:
F'acide S-flupro-lévulinique l'acide 4-oxv-nonane-1,9-dicique
Lineweaver-Burk (1)
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Figure 54A: Cas compétitif de l'acide S-fluorc-lévulinique (65} et cas incompétitif
de l'acide 4-oxo-nonane-dicique (102)

On voit donc un contraste certain entre les graphiques correspondant aux deux
cas. Lorsque des droites sont parallzles dans un cas, elles se coupent en un point
dans l'autre cas,
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Acide_5-fluoro-lévulinique
0 uM 70 uM 140 uM 278uM
Vmax (1) 2.00 180 1.78 1.74
Kmapp (1) 48.74 95.06 13327 211.92
Ki(1) 73.27 §0.29 %5.18
Vmax (2) 2.04 188 171 178
Kmapp (2) 5227 93.23 122.3% 219.20
K2 88.86 103.80 8721
Vmax (3) 2.00 1.89 1.73 172 |
Kmapp () 4875 9387 12470 206.07 |
Ki(3) T 75.23 8938 86.25
Vmax @) 2.01 1.89 1.72 178
Kmapp (8 B2 93.35 12284 215.04
Ki(d) 79.35 94,69 81.78

Valenrs moyennes Ki (1) 79, Ki(2): 23, Ki(3): 84, Kj(4): 85

Tableau 4: Valeurs des caractéristiques de Ymax et Km dans le cas de l'acide 5-
fluore-lévulinique (65)

Ce tableau montre trés bien la stabilisation de Vmax et l'augmentation nette de
Km en fonction des valeurs croissantes en concentration d'inhibitevr.



Acide 4oxo-npnane-1.9-digique
0 pM 76 UM 151 uM 303 uM
Vmax (1) 2.84 237 206 1.59
Kmapp (1) 5187 45 80 1321 3570 |
Kill} 570.95 661.29 66825
Vmax 2) 2.90 2.39 2.04 1.56
Kmapp 2 56.32 3783 40.15 31.69
Ki2) 426.30 "375.78 380.44
Vinax (3) 2.86 236 2.05 1.58
KMapp ) 52.79 44,71 41.32 34.84
Ki(3} 418.71 545.19 58749
Vmax (4) 2.87 237 2.05 158
Kapp (@) 53.98 45.36 41.18 34.36
Ki(d) 398.19 486.89 530.08

Valenrs moyennes Ki {1): 633, Ki(2): 397, Ki3): 517, Kj(4): 472

Tableau 5 Valeurs des caracléristiques de Vmax et Km dans le cas de l'acide 4-
oxo-nonane-1,9-divique (102)

Ce tableau montre la diminution nette de ¥max et Km en fonction de valeurs
croissantes en concentration d'inhibiteur dans le cas d'un inhibiteur réversible
incompétitif.

1.2 jtion irréversib ~binde

Dans toute la série d'inhibiteurs testés, il n'y a pas vraiment de "vrais
irréversibles”. Les composés gqui ont démoniré un comportement irréversible,
sont en fait des composés que I'on dénomine sous le terme de “fort slow-binder”,
car ils n'ont pas, par exemple, de propriétés d'alkylation comme ce fut le cas pour
les époxydes synthétisés par M. Marty [124]. Ces composés forment en fait par la
présence d'une fonction cétone, une base de Schiff stabilisée qui est normalement
réversible mais qui ne l'est que trés lentement dans ces cas précis. Mais nous
avons néanmoins gardé la dénomination irréversible pour le type d'inhibition
décrit par les “fort slow-binder". La distinction entre irréversible et slow-binder se
fait par dialyse.

Si l'activité n'a pas recouvert 20% d'activité en plus que le pourcentage d'activits
initial aprés 70h de dialyse, le \erme irréversible lui est attribué. Dans le cas
contraire, on parle de slow-binder.



L'exemple choisi est celui de l'acide 4-oxo-dodécane-1,12-dinique (110} qui décrit
un comportement slow-binder classique {figure 54B),

o0 .

Lineweaver-burk

i1
3 +
13 e
u_n? —
’u_s § v/'_.ﬂ‘y’ + s |
“oz @‘:ag'/:
B E -‘"“‘
.5 '. n.-"ﬁ__..-
o4 1ot i

0062 0.004 3006 0008 0.01 0012 Q04
1TALA

Hanes
350
'lﬂﬂ: /
3 P
2503 - /.
£ 200 =
2 1504 ]
1003
503
a H
LA SRS SRR LR NS AR EEl RAREE RARE ]
50 100 160 200 250 300 360 400
ALR & o
Eadie-Hofstce
2.4
2.2
2‘1
E g
1.83 ! T
& 461 e e P o~
; 1_41 \"M‘{q‘h
F 3
1" +
0.8 Fmverr v
0 0005 001 0SS C02 G025

TIGIFALA

Figure 54B: Cas slow-binder de l'acide 4-oxo-dedécane-1,12-dicique (110)



Acide 4-oxo-dodécane-1,12-dioique
ol 70.3 UM 140.7 uM 281.3 uM

Vmax (1) ~2.77 228 193 147
Kiapp (1) 56.3 4482 43.55 38.85
Ki(l) 2745 480.6 (626.3)
Vmax (2) 2.70 2.20 185 142
Kmapp (2) 5116 4125 34.8 32.03
Ki(2) 292.6 301.5 471.0
Vmax (3) 275 2.23 1.90 1.44
Kitiapp (3) 54.72 3,55 02 3420
Kil3) 5741 389.5 %688
Vmax (4) 273 222 189 144
Kmapp (4) S35 43.1 394 347
. Ki4) 2915 393.2 519.2

Valeurs moyennes

i (1):378, Ki(2): 355 , Ki(3): 377, Ki(4)»: 401

Tableau &: Valeurs des caractéristiques de Vmax et Km dans le cas de l'acide 4-
oxo-dodécane-1,12-dioique (110)

On remarque qu'au vu des courbes (figure 54A/figure 54B), on peut facilement
faire une confusion entre un slow-binder et inhibiteur incompétitif. Le tableau
montre également la méme tendance au niveau des valeurs de Vmax et Km:
diminution nette de ¥Ymax et Km en fanction de valeurs croissantes en
concentration d'inhibiteur dans le cas d'un slow-binder. La différenciation entre
les deux cas se fait en mettant en évidence pour le slow-binder l'augmentation
du degré d'inhibition en fonction du temps. Le tableau 7 qui suit démontre cette
propriété pour l'acide 4-oxo-dodécane-1,12-dioique (110).
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Inhibiteur I_-Enzyme Tampon| ALA

22
85
85

Temps de préinrubation 1 = 22 min, termps de préincubation 2 = B5 min
Concentration en inhibiteur: 6.1 mg /20 ml tampon

Tableau 7: Test avec variation du temps de préincubation.

On voit une différence croissante entre le blanc et I'essai avec l'augmentation du
temps de préincubation.

Une dialyse détermine entre l'inhibiteur irréversible et l'inhibiteur slow-binder.

1,13, _ Classification des inhibi

La constante standard qui nous a permis de classer les inhibiteurs entre eux, est Ia
constante Kmz= 65 UM qui est directement retranscrite des tests d'inhibition.
Cette valeur nous permet de définir des catégories d'inhibiteurs. Un excellent
inhibiteur posséde une constante d'inhibition du méme erdre de grandeur que le
Km3 (Ki<100 uM). Un inhibiteur est faible pour une valeur supérieure & 100000
KM et n'est plus considéré comme un inhibiteur pour une valeur supérieure 2
100°000 M.
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4.2. Résultats

Au cours de ce travail, plus de 70 molécules ont ét# testées sur la PBGS de I'E.
coli. Les résultats obtenus vont étre divisés en trois grandes parties:

= les analogues de substrat qui seront subdivisés suivant les modifications
structurales apportées par rapport a I'ALA (1)

- la famille des composés B-dicétones qui s'articule autour de la succinyle acétone
(11)

- et enfin les analogues d'intermédiaires qui seront essentiellement des diacides &
longue chaine ou des composés similaires dont une des deux fonctions acides
sera remplacée par un groupe nitro ou un groupe ester méthylé.

421, Lesanalopues de substrat
4.2.1.1. Variation en position 1

Les deux premiers composés 47 et 48 proposés sont en fait des substrats non-
naturels potentiels de Ia PBGS car ils possédent tous les deux une fonction amine
primaire en o d'une fonction cétone susceptible de former un pyrrole avec nne
seconde molécule,

Q
X N° Km{pM) | Ki{pM) Type d'inhibition
(NHZ)
Q
I)k/\cozcﬂs 47 0 9] Formation de pyrrole
NH,
o
H\/‘ NO, 48 45 15 Compétitif-mixte
NH;
9]
/N\/\r NH, 49 =) &) Prabléme de détection
o

Tableau 8: Résultats d'inhibition pour une variation en position 1

L'ester méthylé de ALA 47, purifié de tont ALA qui perturberait I'interprétation,
forme sans équivoque possible un pyrrole dans les conditions du test
d'inhibition. Aprés une incubation de 40 min, une solution de 4.87 mM de 47 en
présence d'enzyme donne un spectre visible (Absorbance= 0.858 unité) semblable
a celui du vamplexe formé par le PBG et le réactif d'Ehrlich (Amax= 55¢ nm)
L'analogue nitré de I'ALA, le l-amino-i-nitro-butane-2-one (48), décrit par
laugmentation do Km et la diminution modérée du Vmax, une excellente
inhibition compétitive-mixte de 15 pM.



Ce dernier composé trds bien reconnu Ear I'enzyme, était un des compasés les
plus susceptibles de jouer le réle de subsirat non-naturel et de former ainsi du
PBG dinitré. Matheureusement malgré un temps d'incubation a 37°C assez long
{t= 26 h}, aucune formation visible de pyrrole n'a été détectée.

Quant au dérivé amide de l'acide 1évulinique 49, il pose un probléme au niveau
de la détection car il ¥ a formation dans la zone de mesure du spectre visible
d'une bosse assez imposante (Amax = 548 nm) 2ui ne permet pas de faire des
mesures. La coloration rose normalement observée tourne dans ce cas au violet

trés foncée,
. lati 1t
(1 xcon| N |Kmtunn| KigM) | Type dinhibition
O
(‘LUA CO.H 50 57 18'200 Compétitif
NH,
0
o™ COM 51 43 24'500 Compétitif
0O
o 52 56 >100'000 Inhibition non
§ o oH détectde
NH;
CO,CH, 53 52 19'000 |Incompétitif-mixte
NH, (rac)
o]
/“jr'\cozﬁ 54 51 580 Incompétitif
)
J\n/‘\ COLCH, 55 75 11900 Incompétitif

Tableau 9: Résultats d'inhibition pour une variation en position 3

L'introduction d'un oxygéne a la place d'un carbone augmente d'un facteur 300
la constante d'inhibition de 50 par rapport 3 I'ALA (Km= 65 pM). Le dérivé 3-oxo
de I'ALA 50 est donc un mhibiteur faible de constante d'inhibition Ki=18'200 u.
La perte de l'amine augmente modéremnent la constante d'inhibition a 24'500 pM
pour l'acide acétoxy-acétique (51). Par contre, la glycyl-glycine (52), un dérivé 3-aza
de I'ALA, présente une modification qui provoque un effet désastreux sur
SEnhibll;tion et demande des concentrations de 80'600 uM pour entrevoir un effet
'inhibition.
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Les constantes d'inhibition calculées sont de l'ordre de 150'000 & 200°000 uM ce
qui ne permet pas de considérer la giycyl-glycine comme un inhibiteur.
L'introduction d'une amine primaire ou d'une double liaison en position 3 (cas
53, 54, 55} donne de bons résultais, si I'on considere que le rapport entre la
constante d'inhibition d'un ester méthylé et celle de son acide correspondant est
de 15-20 pour 53. '

2.1.3. Variation en ition 4

X
° . e Likies
CO0H N KmiuM} | Ki{gM) | Type d'inhibition
{NH)
HO.,
N
)\/\ 56 58 21'500 Compétitif
CO,H
OH
|A/\ NO, 57 70 21'800 Compétitif
OH

Tableau 10: Résultats d'inhibition pour une variation en position 4

La suppression de la fonction cétone aboutit 2 des inhibiteurs compétitifs faibles
aux alentours de Ki= 22'000 pM ce qui n'est pas plus mauvais que la conversion
de la céiene en amide ou en ester (acide acétoxy-acétique (51) Ki=24'500 pM).

4214 Variation en position 5

Le dérivé N-méthylé de 'ALA 58 a montré une légére formation de pyrrole
(Amax= 554 nm), un test serait cependant envisageable. Avec une concentration
assez élevée (5.74 mM), Yabsorbance est passée de 0.019 aprés Sh d'incubation 2
37°C & 0.026 aprés 20h d'incubation. L'encombrement supplémentaire de I'amine
introduite par un second méthyle aboutit 2 'obtention d'un inhibiteur 59 faible.
L'allongement ainsi que la diminution de la chaine carbonée entre la fonction
cétone et Y'amine {cas 60 et 61), donnent des consfantes d'inhibition un peu plus
€élevées (supérieure a 20'000 M) mais du méme ordre de grandeur.

L'acide 5-cyano-lévulinique {62} est un trés bon inhibiteur incompétitif ce qui est
en contradiction avec des travaux antérieurs [39] effectués sur le dérivé ester
méthylé de ce composé qui décrivait un comportement slow-binder. Le dérivé
soufré 63 (Ki=5200 pM) donne des résultats trois & quatre fois meilleurs que
l'amine §9. L'hydrazide 64 pose un probléme de détection qui se retranscrit
vi.st;e]lement par une coloration orange trés intense (bosse imposante Amax = 458
nm).
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Composé N° JEKmipM) | Ki(uM} | Type dinhibition
Q

HK/\COzH 58 - (-} |Formation de pyrrole

NHCH, '
o

Hk/\ . 59 52 17200 Compétitif

N(CHz),

o
(H QC}ZN/\)\/\ COH - 60 61 20'600 Compétitif
o
HQNJ\/\COIH 61 51 27'600 Compétitif

G

‘)l\/\ CoH 62 49 152 Incompétitif

CN
Q

COH 63 55 57280 Compétitif
SCH;
o
HpN. H J'l\/\ CoH 64 ) {} Pb de détection

Tableau 11 : Résultats d'inhibition pour une variation en position 5

Suivent ensuite dans la série des variations en position 5, des composés fluorés
qui sont de bons inhibiteurs.

Composé fluoré N°© Km{pM) | Ki(uM) | Type @inhibilion

\L\ODZH 65 50 85 Compétitif

"\/({]]\/\QOICH3 66 49 695 Compétitif
8]

F;C)k‘/\ COH 87 - & Slow-binder

Tableau 12 : Résultats d'inhibition pour les composés fluorés
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L'acide S-fluoro-lévulinique (65) est vingt-cing fois mieux reconnu que l'acide
tévolinique (23} et est & peine moins bien reconnu que le substrat naturel. Son
ester méthylé 66 reste un bon inhibiteur et son dérivé trifluoré, l'acide 5,55
trifluore-lévulinique (67) a un degré d'inhibition augmentant avec le lemps.
Pour une concentration de 643 uM, le pourcentage d'activité passe de 60% aprés
30 min de préincubation & 52% aprés 1 h 3¢ min de préincubation. Aprés 92 h de
dialyse, Yactivité a pa &tre régénérée de 38 4 87% (C =21.8 mM).

42,15 le_variation

0
l/u\ X coou N° Km(uM) | Ki(pM) | Type d'inhibition
X

a

7 C,[L NS COH 68 55 18'800 Compétitif

H
]
F 3CJ\'/\ COH 9 0] -} Slow-binder
0y C5Hg

j\ ~~ 70 -} ) Probléme de
HN" "N” TCoH detection

Tableau 13: Résuitats d'inhibition pour une double-variation

Le composé 68 est un inhibiteur faible dans le méme ordre de grandeur que son
dérivé non fluoré, 'acétyl-glycine {115) (Ki =18'70¢ pM, [39]). La présence d'un
éthyl-carboxyle en position 3 du composé 69 permet tout de méme de maintenir
l'effet slow-binder déjd observé pour l'acide 3,5 5-trifluoro-lévulinique (67). Pour
une concentralicn de 6.37 mM, le pourcentage d'activité passe de 82 % apras 30
min de préincubation 4 70% aprés 1h 30 min de préincubation. Aprés 7¢ h de
dialyse, I'activité a pu étre régénérée de 61 & 88% (C =12.5 mM).

Le composé 70 présente quant i Jui des pics interférants & 418 et 432 nm,
4.2.1.6. Autres composés testés

Les deux composés aromatiques 71 et 72 donnent des résultats intéressants et
peuvent étre mis en paralldle avec d'autres déja testés par M. Henz {39).

Le 4-nitro-benzaldéhyde (71) décrit une inhibition compétitive moyenne tandis
que l'acide phthalaldéhydique (72} est un inhibiteur incompétitif excellant avec
un Ki de 27 pM. Le composé 73 ne permet pas d'observer une inhibition daire et
le 4-furanyl-3-méthyléne-batane-2-one (74) réagit avec le réactif de Fhrlich.
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Composé N° [Km(uM)] KiluM) | Type dinhibition
o]
u 71) 56 3'900 Compétitif
NG,
0 H
COOH 72 49 27 Incompétitif
C
/\Ou\r 73 {-) () Inhibition non
détectée
OH O
0\ 74 -} -} Réagit avec le réactif
o de Ehrlich

Tableau 14: Composés divers

Une série de composés P-dicétones ainsi que des dérivés de cette fonctionnalité
ont été tesiés, Ces tests permettent d'explorer plus précisément la classe dont est
issue Ia succinyle acétone (11), décrite dans la littérature comme étant l'inhibiteur
de la PBGS le plus efficace [118,119).

Afin d'étudier l'importance de la formation d'énamine sur l'inhibition
provequée par ces composés B-dicétones, les trois types de B-dicétones suivantes
ont été étudiés:

R]U Rz RM Rz R]%E Rz
3

8-dictlones Ry . .
norn encombrées B-dicétanes encombrées B-dicétones bloguées

Figure 55: Types de f-dicétones testées

Des tableaux présenteront séparément les résultats de ces trois catégories de p-
dicétones avec des dérivés de la succinyle acétone suivis de dérivés de l'acétyl-
acétone. A la fin de ce chapitre, des résultats concemant des analogues de B-
dicétenes sont également présentés.

Le succinyle acétone a dans un premier temps été décrite comme un inhibiteur
incompétitif de la PBGS issue de E. coli [38], mais s'est avéré étre aprés une étude
plus poussée, un slow-binder puissant. Pour une concentration de 2.5 pM en
succnyle acétone (11}, laciivité baisse A 42% aprés 30 min de préincubation. Une
dialyse de 70 h a permis de régénérer partiellement I'aclivité de l'enzyme de 9 &
50% pour une concentration initiale en 11 de 0.14 mM.



La sucdinyle acétone (11} mais aussi 'acide 4,6-dioxo-5-méthyl-heptanoi ue (79},
dérivé méthylé de la succinyle acétone, ont montré une régénération de l'activité
par dialyse. On suppose que les fi-dicétones encombrées et non encombrées qui
décrivent une inhibition croissante en fonction du temps, suivent également ce
type de comportement. Les dérivés [-dicétones entidrement blequés ne
nécessitent guant & sux aucune dialyse, vu quils présentent une inhibition
réversible,

Le premier tableau monire les résultats concernant les P-dicétones nom
encombrées (tableau 15). Les valeurs données entre parenthéses sont en fait des
valeurs calculées aprés 30 min de préincubation 3 partir de Vexpression de la
constante d'inhibition incompétitive. N'ayant pas d'équation adéquate décrivant
la cinétique d'inhibition de nos slow-binder, nous avons teut de méme voulu
compater nos inhibiteurs B-dicétones entre eux en donnant une valeur de
constante. Nous avons opté pour le calcul de constantes suivant la maniére
incompétitive pour un temps fixe car une variation similaire des deux
caractéristiques (diminution de Vmax et Km) a été observée pour ces deux
catégories d'inhibiteurs.

Cependant quelques slow-binder monirent ung relative stabilisation du Km et
aucune valeur n'a été attribuée a ces composés {composés dont le type
d'inhibition est suivie d'une astérisque}.

1l faut néanmoing &tre prudent avec ces valeurs, appelées Ki' qui donnent une
variation des grandeurs des caractéristiques pour un temps donné. Ces valeurs
Ki' nous permaitent de comparer les composés §-dicétones slow-binder entre eux
et en aucun cas de les cemparar 4 des composés présentant un autre type
d'inhibitien.

Les valeurs données dans l'avant-derniére colonne des tabieaux sont les valeurs
d'activité caleuléss pour deux temps de préincubation différents (valeur
supérieure: temps de préincubation de 30 min; valeur inférieure: temps de
préincubation de 50 min) et la dernidre colonne indique a la concentration a
laquelie ces activités ont été caleulées.

Activité (%)
Composé N Km | Ki Type A(30) Conc
{EM} | {(uM) | d'inhibition (A0} {mM]}

42
ij\/\ coon |1 (70} | (1.4} | Slow-binder (24} 0.0025

Q (4]

/“\)k/\No 76| 44 15 | Incomp-mixte

2

Q
/“\j\cm}_[ 77 | (59 | (2600 Slow-binder
59

Q o]
MCOOCH; 78 | (68} [(1600)| Slow-binder (48} 1.89

Tableau 15: f-Dicétones non encombrées
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On observe donc que le remplacement du groupe carboxylate de la succinyle
acétone par un groupe nitro ne permet plus d'avoir I'effet slow-binding. Le 6
nitro-hexane-2 4-dione (76) décrit une irds bonne inhibition réversible mixte
mais ce composé ne semble pas trés stable dans les conditions du test
d'inhibition. On voit également que la diminution de 1a chaine carbonée portant
la fonction adde permet de garder l'effet slow-binding dans le cas de l'acide acéto-
pyruvique (77) et de son ester méthylé 78 (inhibition slow-binding de 77 accordée
suivant celle de 78}

Km | K Type | Activité (%) | Conc
Caomposé N° (M} | (uM) | d'inhibition AGD) {mM)}
[A{0)]
%J\/\COOH 79 | (67} | (440) | Slow-binder 75 0.077
Fac
[58]
MAMB 8] -} Slow- 65 1.32
Tl = ¥
F binder 2]
cooy | 81] (57} | (400) | Slow-binder 56 0.44
rac [38]
coon | 82 | (55 | (2'400} | Slow-binder 75 0.58
ac
[7at

B3| 60 16 Compétitif-
mixte

50'000) [82]

851 (-} () Slow- 92 6.85
binder*

NGy
TRC
/Lrﬂ\ 84| 7O & Slow-binder 90 16
nc
j\l/i\
3

[79]

iit B6 | 37 | 8800 | Compétitif-
mixte
COOH

Tableau 16: f-Dicétones encombrées
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Dans la série des p-dicétones encombrées, on observe différents résultats
intéressants. Sur cette série de huil composés, deux se dégagent par Jeur caractdre
réversible, tous les autres étant des slow-binder. Sur ces deux inhibiteurs
compétitifs mixtes, un des deux est le 2-(3-nitro-propionyl}-cyclohexanone (83)
qui confirme Je résultat du 6-nitro-hexane-2,4-dione (76} qui montrait déja que
I'introduction d'un groupe hitro perturbe JVeffet slow-binding. De plus, 83 est un
trés bon inhibiteur réversible avec un Ki de 16 pM. Le deuxidme inhibiteur
compétitif-mixte de Iz série est Yacide 3-acéiyl-lévulinique (B6) qui est en
revanche un inhibiteur plus faible (Ki=8'800 uM). Par ailleurs, on gbserve une
nette différence de concentration néocessaire pour observer l'inhibition aprés 30
min, entre les composés P-dicétones possédant une chaine succinyle (79; 75%
d'activité pour C= 0.077 mM) et ceux n'en possédant pas (84; 90% d'activité pour
C= 16.0 mM). Méme 200 fois plus concentré, le dériveé méthylé de l'acétyl-acétone
B4 n'arrive pas A fournir une inhibition comparable A celle de l'acide 4,6-dioxo-5-
méthyl-heptanoique (79). 11 faut également signaler que le fait d'aveir une
cyclohexanone en bout de chaine dans l'acide 4-oxa-4-(2-oxo-cyclohexyl)-
butyrique (81) ne semble pas énormément déranger l'enzyme puisque 81 semble
prevogquer une inhibition similaire 2 celle de 79.

Composé N° [Km (M) | Ki(uM) | Type d'inhibition

Q)
/%/\COOH 87| 44 54500 | Compétitif- mixte
o)

%cmﬂ sa| &2 50200 | Compétitif- mixte

89 61 34200 | Compétitif- mixte
90 58 arQoo Incompéttif-
mixte
b
91 BO 70'000 Incompétitif-
mixke

Tableau 17: B-Dicétones bloguées

En parcourant ce tableau 17, on voit rapidement que tout effet de slow-binding a
disparu avec le blocage du carbone central et que ces cing composés décrivent une
inhibition mixte réversible. Avec des constantes d'inhibition qui dépassent dans
tous les cas les 30'000 pM, ces composés f-dicétones bloquées sont de trds faibles
inhibiteurs dont la présence ou non d'un groupe succinyle dans la molécule
n'influence pas leur potentiel d'inhibition.
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Composé N°® [Km (uM) ] Ki (uM) [ Type d'inhibition
O NH, - ‘
)\;”k/\ CO,CH, 92 ) ] Slow-binder*

/I\/‘I\/\ o | 23 ) ) Réagit avec ALA
CH/S?J/\
COICHQ, 94 (') ('} Pl‘()bléme

d'hydrolyse
CO,CH;
1 0
)\/lk/\ 96 -} ) Probléme de
COLCHy détection
&)
/I%/"\/‘\ i
Q COCH,
N-O
/k)\/\ coon | 98 -} (-} Aucugg inhibition
O-N tectee
/U\/\ coon |99

Tableau 18: Analogues de f-dicétones

Peu d'informations ont pu étre tirées des dérivés de f-dicétones (tableau 18).
Concernant les énamines, on observe clairement la formation de pyrrole entre
l'ester méthylé de 1'acide 6-amino-4-oxo-5-hepténoique {93} et ALA (1). Cette
formation, spontanée et rapide dans les conditions du test d'inhibition, ne nous
permet pas d'évaluer son potentiel d'inhibition. Quant a l'ester méthylé de
I'acide 4-amino-6-oxo-4-hepténoique (92), il décrit une inhibition slow-binding,.
Pour une concentration de 4.9 mM en 92, le pourcentage d'activité passe de 88%
aprés 40 min de préincubation & 51% aprés Th 40 min de préincubation. Aprés 89
h de dialyse, l'activité a pu étre régénérée de 20 4 71% (C= 12.6 mM). Le 4-
méthoxy-6-oxo-4-heptenoate de méthyle (95) et le 6-méthoxy-4-oxc-5-heptenoate
de méthyle (94) ont &t§ lestés en présence d'environ 15-20% de leur produit
d'hydrolyse commun, le 46-dioxo-heptanoate de méthyle (Ki'=319 uM, slow-
binder, [39]). Au vu des quantités de composés & meltre en oeuvre pour observer
une inhibition, on peut juste en déduire que ces composés inhibent moins bien
l'enzyme que son produit d'hydrolyse commun. Un mélange d'isoxazoles 98 et
99 {ces produits n'étant pas séparables) a 6té testé et n'a pas mis en évidence une
inhibition importante.
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423, I ) 1 ¢ diai
4.23.1. Les diacides

Une série de diacides a été testée comme analogues d'intermédiaires potentiels.
Ce travail a été effectué A la suite des travaux antérieurs de M. Henz et R. Liénd
{Chap. 2.)[38,39). La plupart des premiers diacides testés par M. Henz semblaient
montrer un comportement compétitif trés modéré avec des Ki de l'ordre de
10'000 uM (figure 25). Malpré ces résultats, nous avons tout de mé@me &té motivé
de développer d'autres inhibiteurs & partir de diacides tout en jouant un peu plus
avec la longueur de la chaine carbonée entre les deux fonctions acides.

Une série de diacides a donc éié testée et les résultats sont repartés dans le tableau
qui suit.

Km| Ki Type
Cx Composé N° [{uM) | (uM) | d'inhibition

O
Cs )K[\ COOH 100| 65 | 1'770 | Incompétitif
COOH
O O
Cy Ho\ﬂ/\/u\/\/u\ OH 01| 52 68 | Incompétitif

's)
o
G HO\I]/\)I\/\/YOH 102f 53 | 403 |Ilncompétitif
0 C
o]
Cro HOY\/\N\)\OH 103| 43 | 8700 | Compétitit/
o activateur
o] o}
G HO\[I/\/“\/\/\)LOH W{ () [ (3 [ Irdversible
o
o} o]
Cm HOWOH 105} ) ) | Irréversible
o o

o) ,\/\j\
HO. - -
Coo \“/\)LH o |106]| 54 [22'900| Compétitif
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Km| Ki ~ Type
C, Camposé N° [ (up} | (uM) | drinhibition

o) O
Cro HO\B/\)LN-H\“/\)LOH 107| 48 | 8300 | Compatitif
0 0
H O
G| HO N\n/\J\OH 108} 3 | © | Irréversible
0 o

o)

Cn HO\'l/\)L(\/‘)\ﬂ/OH 109] ) -} 1 Slow-binder
3
o] O
O o]

Ciz How OH 119] ¢ -} Slow-binder

3

o
Tableau 1% Diacides testés

Les diacides de ceite seconde série possédant une chaine carbonée entre les deux
fonctions acides plus courte (100, 101, 102) décrivent une inhibition
incompétitive assez bonne. Tout comme M. Henz {39], nous obtenons des
inhibiteurs compétitifs modérés pour certains diacides A dix carbones (103, 106 et
107} allant jusqu'd un Ki supérieure 2 22'000 pour 106, La différence de
comportement la plus frappante est celle observée entre l'acide sébacique (103) et
l'acide 4-ox0 sébacique (104). L'introduction de la fonction cétone n'a pas
seulement améliorée l'inhibition mais un changement de type d'inhibition s'est
produit. L'acide sébacique (103) monire une inhibition compétitive modérée
(Ki=8'700 uM) tandis que J'acide 4-oxo-sébacique (104) devient par l'introduction
de la fonction cétone un inhibiteur irréversible. D'autres cas d'irréversibilité ont
été trouvés pour les composés 108 et 105. Aprés 70 h de dialyse, Vactivité de
l'enzyme était toujours & un pourcentage assez bas pour ces trois compasés. Par
contre pour les céto-diacides & chaine plus longue comme l'acide 4-oxo-
undécane-1,11-dioique (109) et I'acide 4-oxo-dodécane-1,12-dioique (110}, P'activité
de l'enzyme a pu étre partieliement régénérée,
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Aclivité en fonction Dialyse (70 h)

du temps

Cx [ Composé| Activité (%) | Cone. [ Activité (%) | Cone Type
At3D) {mM) A {mM) | d"'inhibition
[A(30N [A(70)]

Cuo 108 66 0.44 13 216 | Irréversible
135] f13]

Cup 104 73 041 22 6.70 | Irréversible
[32] [28]

Cio} 105 17 0.41 2 4.24 | Irréversible
61 (3]

Cy 109 B4 033 61 3.26 |Slow-binder
(73] [89]

Ciz 110 46 0.45 46 2.55 | Slow-binder
[31] [72]

Note;

=Les valeurs données dans 1a troisidéme colonne sont les valeurs d'activité calculées pour deux temps
de préincubation différents {valeur supérieure: temps de préincubation de 30 min; valeur inférieure:
temps de préincubation de 30 min)

-Les valeurs données dans 1a cinquiéme colonne sont les valeurs d'activité calculées avant et apris
dialyse lvateur supérleure: activité avant dialyse; valeur inférieure: activité aprés dialysel

Tableau 20: Diacides slow-binder et irréversibles

423.2. Les dérivés mixtes

Six analogues de 108 (tableau 19} ont &té synthétisés avec des changements aux
deux extrémités par remplacement du groupe carboxylate soit par un ester
méthyld ou soit par un groupe nitro. Les résultats sont reportés dans Ie tableau
suivant:

Composé. N°|] Km | Ki | Type d'inhibition
{(uM} | (uM}

(o)
/\)'\ COLHy 11 ) | © Irréversible
HOLC ﬁ/‘\g/\/
O
H /\)L COH l11z| 59 | 243 Incompétitif
500, N
O
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Compose Ne] Km | Ki [ Type d'inhibltion
(pM) | (UMD

O
OzN/\/lLﬁ’\n/\’CO’H 1m| & | O] lréversible
g

0
OZN/\)LN/\,/\/C%H 114 | 48 |18'200] Comp/activateur
H

/\,i COCH; 115] ) TIrréversible
/\)()L
NG, |u1s] 53 20 | Compétitif-mixte

mixte

0
/\)L NO, 117] 61 | 30 Compétitif-
OzN H/\g/\/

Tablean 21: Composés mixtes testés

En plus de ces six composés, un dérivé nitré de 106 {tableau 19) a été testé.
Lintroduction dn groupe nitro en 114 comparé 3 106 augmente légérement la
valeur du K;. Une estimation correcte de ces constantes d'inhibition est délicate
car le composé 106 montre un effet activateur mais il reste largement dans la
catégorie des inhibiteurs faibles.

On s'apercoit que trois inhibiteurs parmi ces six analogues montrent une
inhibition irréversible. Nous avons effectué des dialyses pour ces trois composés
et en présence des composés 113 et 115, l'inactivation de l'enzyme varie
légérement. Le pourcentage d'activité a augmenté de 17% a 30% pour 113 et de
33% 4 40% pour 115, Le composé 111 permet d'avoir une inactivation trés stable
de l'enzyme.

Trois des analogues de 108 décrivent une inhibition réversible de type variable.
Les différents graphiques démontrent une bonne inhibition incompétitive pour
le composé 112 et une inhibition compétitive mixte excellente dans le cas des
composés 116 et 117, Un test comparatif entre 108 et son dérivé nitré 113 a 6té
effectué ntilisant les mémes conditions et les mémes concentrations {0.30 mg/mil)
pour chaque composé. Pour deux temps de préincubation (27 min et 96 min) et
deux concentrations en ALA différentes, nous avons incubé avec ou sans 'un de
ces inhibiteurs l'enzyme. Ce test nous permet d'estimer lequel de ces deux
inhibiteurs inactive le plns rapidement l'enzyme. Aprds 27 min, Le composé 113
inactive Géja 3 75% lenzyme contre 0% pour le composé 108. Aprés 96 min, nous
avons pu observer un début d'inactivation de 'enzyme par l'action de 108 (10%)
et l'inactivation toujours croissante de la PBGS par 113,
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Au vu de ces résuttats el par leur analogie structurale, on peut penser que la plus
rapide inactivation par 113 va de paire avec la plus rapide reconnaissance de 113

par l'enzyme.

Activité en fonction Dialyse (70 h)
du temps
Composé | Activité (%) | Cone. | Activité (%) | Conc, Type d'
A60 | @m | A@ | | inRibltion
[At0)] [AG70)}
113 * 25 0.35 “ 17 019 | Irréversible |
.12 *30
115 * 88 173 «33 467 | Irréversible
«70 40
111 * 35 188 v 37 857 | Iéversible
- 89 40

Note:
-Les valeurs données dans 12 denxidme colonne sont les valeurs d'activité calculées pour deux temps

de préincubation différents (valeur supérieure: temps de préincubation de 30 min; valeur inférieure:
temps de préincubation de 90 min)

-Les valewrs données dans la quatridme coloruve sont les valrurs d'activité catculées avant et aprs
dizlyse {valeur supérleure: actvité avant dialyse; valeur inférieure; activité aprés dialyse)

Tableau 22: Diacides mixtes slow-binder et itréversibles

Deux autres inhibiteurs mixtes mimant l'intermédiaire de Jordan 1 112 et 113
(figure 56) ont 1€ testés. Ces composés shydrolysant spontanément dans les
conditions du test d'irhibition, aucune valeur les concernant n'a pu étre estimée.

,\/F\ . COOH /\/ﬁ\ - COOCH;3
H,000C o N‘*T/\/ HOOC o N\r\/
112 113

Figure 56: Diacides mixtes posant des problémes d'hydrolyse

En travaillant & deux temps de préincubation différents, on voit une
augmentation du degré d'inhibition. Ceci est certainement dd a Il'inhibition
supplémentaire d'un produit d'hydrolyse dont la concentration est croissante
{oxime de l'acide lévulinique par exemple) lors de la préincubation.
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5. Discussion des résultats concernant les tests
d'inhibition
T N

5.1. Hypothéses de travail mécanistiques

Tous les résultats obtenus seront traités en tenant compte des observations
suivantes:

- la porphobilinogéne synthase posséde deux sites de reconnaissance distincts
pour chaque substrat (site A et site F) [22]

- les constantes de Michaelis-Menten calculées pour chaque site sont: 66 M pour
le site A et 4.5 uM pour le site P

- le premier substrat est reconnu dans le site P et est suivi par la reconnaissance
du second substrat dans e site A [23]

- le site P contient une lysine qui forme avec ALA une base de Schiff [28]

- la base de Schiff va toujours 8tre décrite commme étant de configuration frans
entre la lysine de I'enzyme et le Cs5 de I'ALA selon les essais RMN 13C et 15N de
Jaffe [30,31]

- la structure rayons-X de la PBGS issue de levure montre la présence d'un ion
métallique zinc proche de la lysine impliquée dans la formation de la base de
Schiff (49)

Ces données donnent une représentation minimale (figure 58) du site actif mais
suffisante pour émettre les hypotheses suivantes:

- la constante Km impliquée dans la cinétique de Michaelis-Menten est celle
correspondant 2 la reconnaissance du second substrat qui se lie dans le site A. Les
composés qui décrivent une inhibition compétitive pure sont donc en directe
compétition avec le substrat se fixant dans le site A (Chap 3.3.1., schéma 13)

- les inhibiteurs compétitif-mixtes, incompétitif-mixtes et incompétitifs inhibent
les deux sites avec des proportions variables suivant le ¢as (une molécule dans
chaque site).

- les inhibiteurs slow-binder inhibent essentiellement le site P. Les
cOMmportements irréversibles que nous avons observé sont en fait des inhibiteurs
"fort slow-binder” (inhibition possible des deux sites avec une méme molécule).



» Inhibition incompétitive
ou mixte
HyN— » "Slow Binder”, irréversible

* Inhibition incompétitive
ou mixte
* Inhibition compétitive

Figure 57: Corrélation site d'inhibition / type d'inhibition

5.2. Discussions des résultats

521. Analogues de substrat

Les composés résultant d'une variation en position 1 sont dans la lignée des
acides phosphoniques, acides sulfoniques et composés nitrés, dérivés de 1'acide
lévulinique ou d'ALA, testés par M. Henz et R. Liidnd [38,39]. On avait durant les
premidres études sur Rhodobacter spheroides, déja remarqué que le dérivé acide
sulfonique de ALA, l'acide 4-amino-3-oxo-butane-sulfonique, n'inhibait pas du
tout la PBGS. L'acide 3-oxo-butane-phosphonique s'était avéré étre un inhibiteur
faible tandis que le dérivé nitré, le 4-nitro-butane-2-one (24), éfait mieux reconnu
gue le substrat lJul-méme. Ces tendances se sont reconfirmées pendant les travaux
e M. Henz [39] sur la PBGS issue de E. coli.



HO H,N
24 25 48

Compétitif Compétitif Compétitif-mixte
28 puM 17 pM 15uM

Figure 58: Analogues nitrés de ALA

On remarque que les dérivés nitrés de ALA sont des inhibiteurs compétitifs ou
compétitifs mixtes trdés puissants et que l'introduction d'un groupe hydroxy ou
amino améliore légérement ['inhibition mais que celle-ci est du méme ordre de
grandeur que le 4-nitro-butane-2-one (24} (figure 58).

Cette introduction de groupe polaire n'a pas l'effet aussi important quiil a pour
l'acide lévulinique {23) car le passage de Vacide lévulinique au substrat naturel
divise la constante d'inhibition par un facteur supérieure a 30 {figure 59). Sur la
PBGS issue de Rhodobacter spheroides, on avait trouvé un rapport 3 & 4 entre
l'acide ¥évulinique {23) et ses dérivés hydroxy et amino en position 5 (114} et (1)
qui avaient une constante d‘inhibition du méme ordre de grandeur.

H COQH COOH
Of o=é o=é
HO H,N

23 114 1
Compéstitif ~ Compétitif  Substrat naturel
2200 pM 333 1M 65 UM

Figure 59: Série carboxylate correspondante {39]

De plus, on voit que dans la série carboxylate, I'influence sur la constante
d'inhibition du groupe hydroxy n'est pas la méme que celle du groupe amino.
L'acide 5-hydroxy-lévulinique (114) est 5 fois moins bien reconnu que le substrat
naturel.

A partir de la PBGS issue de E. coli, on constate que suivant la fonction présente
en position T {nitro ou carboxylate}, les fonctions (amino, hydroxy ou aucune} en
position 5 ant des influences différentes.

L'amélioration de la reconnaissance par l'introduction d'un groupe nitro en
position 1 masque sans doute Yamélioration apportée en position 5 par un
groupe amino ou hydroxy. Cependant on ne peut pas aussi facilement conclure
que la position 1 est un site de reconnaissance plus important que la position 5,



car la stabilité des Ki dans la série nitré peut provenir du fait que les composés
nitrés inhibent plus spécifiquement le site A et que ce site accorde moins
d'importance a la reconnaissance de la fonction en position 5. Le site P peut par
ailleurs étre plus “critique” envers la fonction présente en position 5.

Les composés nitrés 24 et 25 présentent done urne inhibition compétitive avec le
second substrat dans le site A. Le 1-amino-4-nitro-butane-2-one (48) présente
cependant une inhibition mixte qui montre une analogie plus importante que le
{25) ou le 4-nitro-butane-2-one {24) avec le substrat naturel, ce qui lui permet
d'interagir avec les deux sites tout en inhibant plus fortement le site A.

NOy NG,
PBGS, Tampon pH=80  NoO,
37°C,26h
N4 -
o N
N
48 C=585mM 145

Fléure 60: Formation de pyrrole dinitré 145 souhaitée

Cette inhibition mixte nous a conforté dans l'idée que le I-amino-4-nitro-butane-
2-one (48) pouvait agir comme substrat non-naturel de la PBGS et conduire au
PBG dinitré 145. Malheureusement, aucune formation de pyrrele n'a pu &tre
détectée (figure 60).

Cet analogue nitré de ALA 48 a également é1é testé par Leeper sur la PBGS issue
de B. subtilis (Km=0.2% mM) dont le gdne a &té coné et exrrimé dans E. coli [107).
H a trouvé gue ce composé n'était pas stable dans les conditions du test
d'inhibitien (pH=9.0, 37°C, tampon Bis-Tris progane, temps de préincubation=10
min}. Par suivi 1H-RMN, il a vérifié la stabilité de ce produit dans un tampon
D20 4 pH=8.0 et a remarqué lapparition de signaux dans la région des protons
oléfiniques. 1l en a déduit qu'avec le départ de HNQO2, on observe la formation
d'une cétone a,f-insaturée. Il n'a donc pas pu dire si 48 ou le produit secondaire
&tait tesponsable de la bonne inhibition observée (Ki=0.30 mM). Dans nos
conditions, aucune dégradation de 48 n'a été observée (pH=8.0, 37°C, tampon
phosphaté, temps de préincubation=30 min).

L'amélioration de l'inhibition due an remplacement d'un carboxylate par un
groupe nitro avait déji été observée par d'autres gronpes notamment au cours
des travaux de Bright [125) sur I'acotinase.

En effet, des analogues nitrés de citrate et d'isacitrate ont éré jusqu'a 70°000 fois
mieux reconnus gue les substrats naturels correspondants {citrate et isccitrate).
Par déprotonation en o du groupe nitro, ils possédaient ainsi des inhibiteurs
puissants, analogues d'intermédiaire.

Notre cas n'est pas semblable puisque nous avons de réels analogues de substrat
qui n'ont rien 3 voir dans le contexte de la PBGS avec des analogues
d'intermédiaires. L'explication se trouve plutdt dans la répartition des charges, la
géométrie et la longueur des liaisons similaires pour le groupe nitro et le groupe
carboxylate.
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Figure 61: Comparaison groupe nitro/ groupe carboxylate

Le groupe nitro sous la forme nitronate peut éire considéré comme un
remplacement isostérique du groupe carbaxylate [126] (figure 61).

Le 5-amino-lévulinate de méthyle (47) montre que celui-ci a pu étre correctement
reconnu par l'enzyme, contrairement aux différents esters de l'acide 1évulinique
précédemment testés [391 qui n’avaient montré aucun potentiel en tant
qu'inhibiteur. Ce composé a su induire 1a suite de réactions nécessaires pour
former le PBG diester méthylé. Pour plus d'informations, cette réaction devrait
dtre suivie par HPLC-MS, ce qui permettrait d'identifier plus précisément le
pyrrele formé.

COORH COOH
COOH < COOH <
{ -
o NH o
3] 0=(
HN H,N
51 50 115 52

Compétitif  Compétitif Compétitif Non
24'500 pM 18200 uM 18800 uM  Inhibiteur

Figure 62: Dérivés esters et amides de ALA (1)

Des étndes similaires sur des dérivés esters de ALA ont été effectuées par Leeper
[107). 11 a observé la non inhibition de la PBGS par l'acide acétoxy-acétique (51) et
Vinhibition tr2s moyenne de 50 (Ki=26 mM; Km=0.29 mM). Il a done¢ souligné
I'importance de la présence du groupe amino dans le cas de la PBGS issue de B.
subtilis. Leeper a également observé la non stabilité de l'acide acftoxy-acétique
(51} dans les conditions du test (20% d'hydrolyse au bout de 10 min, tampon
phosphaté D0 4 pH=9.0, RT). Dans notre cas, aucun probleme d’hydrolyse n'a
&té observé (tampon phosphaté & pH=8.0, 37°C) et I'introduction du groupe
amino n'a pas abaissé la constante d'inhibition d'une maniére spectaculaire. Le
remplacement d'une fonction cétone par une fonction ester ainsi qu'amide est
trés défavorable pour la reconnaissance de la molécule par I'enzyme.

Néanmoins le cas de la glycyl-glycine (52} est intéressant puisque des Ki
supérieures & 150'000 pM ont ét¢ calculés lors des tests et ceci ne permet plus de
ranger ce composé dans la catégorie des inhibiteurs (Leeper a fait la méme
observation [167)).
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Figure 63 Cas de l'acétyl-glycine {115) et de la glycyl-glycine (52)

Deux Foints peuvent expliquer cette mauvaise inhibition: on passe dune part
d'une fonction cétone & une fonction amide ce qui explique également le facteur
dix qui fait passer la constante d'inhibition de l'acide 1évulinique (23} A celle de
I'acétyl-glycine (115). La fonction amide introduite ne permet plus de considérer
le carbonyle comme un point d’ancrage peur la lysine du site actif, Y'inhibition se
fait donc sans surprise uniquement dans un site A. D'autre part, cette liaison
amide a un certain caractere insaturé (double liaison entre N(3) et C()} qui
donne une certaine planéité 2 la molécule. Ces deux aspects sont communs &
Yacétyl-glycine (115) et 4 Ia glycyl-glycine (52) et n'explique done pas la différence
flagrante entre ces deux composés. La présence de Famine dans la glycyl-glycine
(52) provoque donc une géne stérique supplémentaire qui augmente sa constante
’inhibition d'un facteur 50 par rapport a l'acétyl-glycine (115).

Le 3-amino-lévulinate de méthyle (53, Ki= 15'000 pM) donne des valeurs un peu
plus élevées que le dérivé azoture correspondant (12°400 uM, [39]) alors que la
double Halson de Vacide 3-méthyléne-tévulinique (54} semble moins géner
puisque I’on obtienl un trés bon inhibiteur incompétitif avec un Ki de 580 pM. Ce
dernier composé pourrait en fait étre plutdt considérer comme un analogue
d'intermédiaire potenliel Jordan 1L

COOH
HOQC HOCC HOOC
— p—
NHy O e NH, O NH,
Substrat 54 Intermédiaire Jordan 11

Figure 64: Cas de I'acide 3-méthyléne-lévulinique (54)

La suppression de la cétone en position 4 entrafne donc une augmentation des
valettrs de Ki aux alentours de 20'000 pM. Le 4-nitro-butane-1,2-diol (57) a &é
synthétisé dans le but d"¢laborer un inhibiteur efficace dans le site A alliant un
groupe nitro trds bien reconnu dans le site A et une pince diol pouvant
complexer efficacement le zing, supposé maintenir le second substrat dans le site
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A (des dérivés alcool-thiol ont bien entendu été envisagés dans cette optique 1a).
Les résultats qui en découlent sont assez significatifs et montrent qu’une fonction
cétone est indispensable en position 4 pour une bonne reconnaissance. Lorsque
'on suit I'évolution des dérivés nitrés 1-nitro-butane (116), 1-hydroxy-4-nitro-
butane-2-one (25) et 4-nitfo-butane-1,2-diol (57}, on voit que 1'on se retrouve bien
au niveau des constantes d'inhibition entre le composé nitré possédant une
cétone 25 et celui ne possédant aucun substituant 116.

Site A

NO, NOy
=
Zr{:““-on
57 116
Compétitis Compétitif Compétitit
Ki=18 pM Ki= 21800 pM Ki=55'100 pM

Figure 65: Modification en position 4

Le dérivé hydroxylamine de I'acide 1évulinique 56 est également un inhibiteur
faible avec un Ki toumnant également aux alentours de 21'500 uM. Le design
d'inhibiteurs puissants passe donc par la nécessité d’avoir en position 4 d'une
fonction acide, une fonction cétone.

En combinant les résultats obtenus par M. Henz [39] (figure 66) et les derniers
résultals oblenus, on arrive 4 avoir une bonne vue @’ensemble sur les effets de
variation de groupe en position 5.

On voit tout d’abord que Yappoert de groupes non négativement chargés est
mieux accepté que labsence de groupe qui est décrit par une constante
& inhibition de 2’200 UM pour l'acide lévulinique (23).

Tous ces composés substitués en position 5 sont des inhibiteurs compétitifs a
I'exception de deux qui interagissent comme slow-binder et inhibiteur
incompétitif. L'inhibition compétitive pure montrent que ces composés
complexent trés bien (par un systdme de pince) le zinc respansable de la fixation
du second substrat.
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Figure 66: Modification en position 5

Le dérivé N-méthyl de ALA 58 forme en petite quantité un pyrrole. Il serait
intéressant de modifier les conditions et de suivre cette formation. F. Stauffer a
reproduit cette réaction en milien basique en 1'absence d'enzyme ¢t a observé la
formation de deux pyrroles [81]. Ce type d’analogues est intéressant car il
permetirait d‘éviter par condensation chimique la formation de pyrazine
indésirable. Le dérivé N,N-diméthyl de ALA 59 est faiblement reconnu dans le
site A {compétitif, Ki= 17'200 pM), l'encombrement did aux deux méthyles ne
permet plus d'avoir une bonne reconnaissance, Le composé 60 avec un carbone
de plus enlre la cétone et I'amine que 59 nest pas beaucoup moins bien reconnu
que ¢e dernier.

Le raccourcissement de cette chaine jusqu’a I'obtention d'une fonction amide
diminue linhibition jusqu‘d un Ki de 27600 yM pour l'acide snccnamique (61).

Le dérivé soufré S-méthyl de ALA 63 est mieux reconnu que N,N-diméthyl de
ALA 59 lcinq fois mieux), une amélioration certainement due a un
encombrement stérique moins important. Un dérivé oxygéné similaire apportera
sans aucun doute des informations supplémentaires sur la reconnaissance a ce
niveau de 1a structure.

L‘acide 5-cyanc-lévulinique (62) ne confirme pas les résultats d'inhibition slow-
binding observés paur son ester méthylé 348. La présence d‘un groupe fortement
électro-atitacteur permettait dans le cas de 148 de favoriser ia formation de
Vénamine dans le site P. Le changement de type d'inhibition entre 'acide et son
ester méthylé reste encore inexpliqué.
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Figure 67; Inhibition du composé 148

Le comportement siow-binding est observé pour Vacide §,5,5-trifluoro-
lévulinique {67) qui stabilise la base de Schiff. Le cas de 67 esi délicat car le carbone
en ¢ de la cétone est totalement substitué par des fluors. On a pu remarquer que
la présence d'un seul fluor ne permet pas de réaliser une stabilisation suffisante
pour observer l'effet slow-binding. Il faut néanmoins noter que ce composé
trifluoro peut-8tre défini comme étant un inhibiteur incompétitif /slow-binder, Ia
diminution d‘activité étant faible (8% sur une heure}. Ceci tendrait plus vers la
stabilisation d'une base de Schiff ou d'une forme hydratée de I'iminium (figure

H
H
? NH
FF

Figure 68: Modification en position 5 entrainant un effet slow-binding

La trifluoro-acétyl-glycine (68} et le 3-(irifluoro-acétyl)-monosuccinate d'éthyle
(69} soni dans la suite logique des conclusions tirées sur les autres analogues de
substrat.

Site A Site P

Flgure 69: Analogues de subsirat avec double modification
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L’effet slow-binder de Vacide 5,5,5-trifluora-lévulinique (67) est dii & umne
stabilisation de la base de Schiff par la présence des trois fluors en a du carbonyle.
Si on empéche la fixation de ce produit dans le site P en remplagant la fonction
célone par une fonction amide, cet effet stabilisateur n‘a aucune efficacité dans le
slte A et on reirouve une constante d‘inhibition semblable A celle de l'acétyl-
glycine (115) (18'700 pM). La triflucro-acétyl-glycine (68) est donc un inhibiteur
compétitif de Ki &gale 3 18'800 uM. La présence d'un groupe encombrant comme
le carboxy-ethoxy dans la structure du composé 69 n'empéche pas 1a formation de
la base de Schiff et les trois fluars peuvent dans ce cas jouer le rdle de stabilisateur
et induire ainsi l'effet slow-binding. La forme énamine pro[l)osée (figure 69) est la
forme la plus semblable étant favortisée par la présence de l'ester en position 3. 11
est & noter que la forme non fluoré de ce composé s’est révélée Stre un inhibiteur
compétitif avec une constante d’inhibition d’environ 23'000 pM. Lintroduction
des fluars a permis I'inhibition dans le site P et a provoqué un changement de
type d’inhibition,

M. Henz avait déj3 testé deux composés benzaldéhydes qui décrivaient une
inhibition slow-binding; le 2-nitro-benzaldéhyde (117) et le 24-dinitro-
benzaldéhyde (118).Lors de ce travail, deux nouvelles molécules de ce type se sont
rajoutées; le 4-nitro-benzaldéhyde (71) et Vacide phthalaldéhydique (72). Les deux
nouveaux résultats obtenus différent des précédents puisqu'aucune inhibition
slow-binding n‘a £t identifiée pour ces deux cas.

Site P Site A

O P P

I~.k() N\O
+ +
NH NH
H H
118 m7 71
. - Compétitif
. Slow-
Slow-binder ow-binder Ki= 3900 uM
72
Incompétitif
Ki= 27 uM

Figure 70: Comportements des dérivés benzaldéhydes

En voyant cette série, on remarque qu'il faut avoir une combinaison groupe nitro
et position ortho par rapport 4 Ualdéhyde pour aveir un slow-binder.
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Le remplacement par un carboxylate de la fonction nitre ou le déplacement de
celle-ci en position para, ne permet pas d’obtenir de stabilisation de la base de
Schiff. Par contre, on observe un changement de site d’interaction puisque le 4-
nitre-benzaldéhyde (71) décrit une inhibition compétitive moyenne de 3'900 puM.

Du polnt de vue électronique, la position artho et para influent de la méme
maniére, ['explication d'une meilleure inhibition se trouve donc également dans
la proximité des fonctions aldéhyde et nitre qui permettent ainsi d'aveir des
interactions plus favorables, En fait l'inhibition slow-binding est certainement
favorisée par deux facteurs: I'effet désactivateur supérieur du nitro par rappott 4
la fonction acide carboxylique et l'effet d'interaction supplémentaire par un
groupe nitro ou acide carbhoxylique en positien ortho.

Le 2-nitro-benzaldéhyde (117) et le 24-dinitro-benzaldéhyde (11B) remplissent
tout 2 fait ces conditions, par contre Vacide phthalaldéhydique (72) stabilise moins
bien le complexe enzyme-substrat et on aboutit & une inhibition incompétitive
qui est du reste trés honne (figure 70).

Le 4-nitre-benzaldéhyde (71) montre que la stabilisation seule avec un groupe
nitro en para ne suffit pas et qu'il est alors reconnu comme un analogue de
substrat (la position en para et la présence du nitro le favorisant).

Quant au composé furane 74 (figure 71), on ne peut pas estimer son potentiel
inhibiteur puisque le blanc effectué sans enzyme et sans ALA montre "apparition
d’une coloration violette avec le réactif de Ehrlich. Cette celoration parasite
permet de penser que ce composé, dont la position en & dans le cycle furane est
libre, réagit aver le réactif comme un pyrrole nan substitué en @ le ferait.

/A

40 N

Figure 71: Réaction du composé 74 avec le réactif de Ehrlich

522, 1 &3 B-dicét

La succinyle acétone (11), abrégée SA, est donc le slow-binder le mieux reconnu
de cette série de composés B-dicdtones. Des changements structurels A partir de ce
composé sont donc tr2s intéressants et pourraient certainement apporter des
éclaircissements sur la manidre dont est trés bien reconnue cette molécule
(fixation sur deux sites, stabilisation en énamine ou pas}.

Le premier dérivé intéressant a tester est l'analogue nitré de la SA, le 1-nitro-5
oxp-hexane-3-one (76). Cependant, il faut tout d'abord signaler que ce composé ne
semble pas trés stable 3 moyen terme dans le tampon 3 37°C. Le spectre RMN
aprés 2h dincubation semble mentrer l'apparition de nouveaux signaux
correspondant & des protons plus déblindés (départ de la fonction nitro?). La
constatation importante est que 12 encore la fonction nitro semble influencer
d'une maniére spécifique le type d'inhibition. On est passé d'une inhibition
slow-binding excellente 3 une trés bonne inhibition mixte. Ced indique donc que
le groupe nitro n'est pas optimalement reconnu dans le site P ce qui a pour
conséquence 'observation d'une inhibition réversible incompétitive et que ce
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groupe permet également d'accentuer I'inhibition dans le site A pour renforcer le
caractére mixte. On constate par ailleurs que par l'ebtention d'une constante
d'inhibition 10 fois supérieure a celle de la SA, lintroduction du nitro dans la
molécule n'a pas le méme effet bénéfique pour les composés interagissant dans le
site P que pour ceux interagissant dans le site A.

Cette conclusion permet-de rejoindre différentes observations déjd faites
précédemment {figure 72)

- I'amélioration de I'inhibition pour les analogues de substrat par lintroduction
d’un groupe nitro.

- la non formation de PBG dinitré 145: l'analogue nitré de ALA, le 1-amino-4-
nitro-butane-2-one (48} qui est trés bien reconnu dans le site A, ne permet pas
d'atler jusqu'a l'analogue dinitré du PBG.

o Q
/lk/\ (DZH : )k/\ NO;
24
23 .
Compétitif %mzlgémf
Ki=2200 M NG,
NG,
0
l)l\,\mz %
NR
7 a8 HN N
Compétitif—mixte 145
Ki=15 pM

Figure 7% Influence du groupe nitro sur les analogues de substrat

Un deuxiéme cas de §-dicélones va dans ce sens puisque le 2-(3-nitro-propionyl)-
cyclohexanone (83) décrit une trés bonne inhibition compétitive mixte de 16 pM
par rapport & l'acide 4-oxo-4-(2-oxo-cyclohexyl)-butyrique (81) qui décrit un effet

stow-binding (figure 73},
11 76

J

Slow-binder Incomp. mixte Kiz15 uhi
o o o
Oy j— é/k/\noz
81 83
Slow-binder Comp. mixte, Ki=16 uM

Figure 73: Changement de type d'inhibiion par lintroduction d"un groupe nitro
dans les composés du type p-dicétones.
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Cette valeur de constante d'inhibition est également surprenante car elle met ce
composé au méme nivean que analogue nitré de ALA 48 et 76. L'effet stérique
apportté par le cyclohexyle doit 8tre compensé et ceci doit se faire en grande partie
par une meilleure complexation du zinc dans le site A par le passage & la forme
énol de 83 (figure 74). 11 a &té démontré que 83 est présent exclusivement sous sa
forme énol dans CDCla (97%) [81]. Cependant 76 est également présent
exclusivement sous sa forme éncl et on ne peut pas vraiment comparer ces deux
composés qui présentent un type d'inhibition ditférent.

Deux cas réversibles parmi les f-dicétones non-bloquées sur trois sont donc
associés A des compoesés possédant une fonction nitro en position 3 par rapport &
I'une des deux fonctions cétones.

ite A

Figure 74: Inhibition provoquée par e composé 83

Un autre composé B-dicétone, V'acide 3-acétyl-lévulinique (86). décrit une
inhibition compétive mixte.

Site A Site F
COOH "
Q o I\L
‘H
Zﬂ""xh NH =0
86 Cas A Cas B
Compétitif-mixte
Ki=8800 pM

Figure 75 ; Inhibition mixte provoquée par le composé 86

85, ayant un caraciére compétitif plus prononcé, est plutdt reconnu comme un
analogue d’ALA dans le site A, 5i par inhibition du site P {mixte), une des deux
fonctions cétones forme une base de Schiff de telle fagon 2 avoir reconnaissance
du groupe carboxylate (cas A), on peut s'imaginer que la formation d’éramine
trés probable entre C(3) et C(4), donne une certaine rigidité qui perturbe cette
reconnaissance. 5i l'énamine se présente suivant le cas B, il n'y a pas
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reconnaissance optimale du carboxylate mais possibilité de former des ponts
hydrogéne. Le cas B semble le plus J)robable mais ne permet pas d'obtenir un bon
inhibiteur ni un caractére stow-binder.

Ce composé a été synthétisé dans le but d’avoir un composé susceptible d‘avoir
des interactions dans les deux sites par I'intermédiaire de ces deux fonctions
cétones et servir ainsi de modele d’intermédiaires basés sur les mécanismes de
Shemin ou Jordan IL. La falble inhibition observée ne permet pas de penser que
'on a atteint ce but et un composé ayant un carbone de plus sur une des deux
chaines acétyles serait certainement plus adapté {Chap. 7.2, figure 114).
L'inhibition se faisant essentiellement dans le site A, on peut également penser
qu'en présence de substrat dans le site P, 'acces de Iinhibiteur possédant une
chaine acétyle est rendu plus difficile d'oir un Ki plus &levé.

A partir de la structure de la succinyle acétone (11), il &tait intéressant de voir
quelle influence peut avoir le raccourcissement ou l'absence de la chafne
succinyle sur les valeurs de Ki. L'évolutian décrite sur la figure 76 est assez mette.

K Iy AL

119
Slow-binder Slow-binder Slow-binder
Ki'=1.4uM Ki'=260uM Ki=3'700 uM

Figure 76: Influence de la chaine succinyle

Le Ki* est augmenté d'un facteur 20 pour une diminution de deux carbones de la
chalne succinyle et d'un facteur supérieure 3 2000 pour I'absence dune chaine
succin&e:; Ce dernier résultat montre donc la nécessité d’avoir une chalne portant
un carboxylate pour obtenir de bons inhibiteurs. Cependant le cas de l'acide acéto-
pyruvigue (77} pose un probldme intéressant: avec quelle fonction cétone la base
de Schiff se forme-t-elle 7 Autrement dit, I'acide acéto-pyruvique est-il reconmu
comme un analogue de l'acide lévulinique dans le site P ou est-il reconnu
comme devrait 1’étre généralement un composé f-dicétone ?

Site P Site P
;'H Hi ® HO,
H ]
Cas A CasB

ked
Slow-binder Ki'=260 pM

Figure 77 : Inhibition slow-binding provoquée par le composé 77
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Le composé 77 étant majoritairement sous forme énol en position C(2)/C(3)
(mesuré dans CDCly et dg-DMSQ), la cétone en position 4 est la plus réactive [84]
et ceci devrait aboulir A la formation d'une base de Schiff de la forme A. 51 c’est la
fonction cétone en position 2 qui forme la base de Schiff (possibilité B, les
liaisons hydrogéne stabiliSant la forme énamine sont possibles, mais par contre,
le carboxylate est dans nne position trés défavorable pour étre reconnu. Vu la
réactivité de la oétone en position 4 et la reconnaissance bien gue pas optimale du
carboxylate, la possibilité A semble étre la plus probable des deux.

Dans cette série de composés ob Fisomérisation en énamine est 1'atoul principale
de ces fi-dicétones, il était intéressant de voir comment se comporteraient ces
composés si on affaiblissait cette propriété. Le point principal sur lequel on peut
jouer est 'encombrement du carbone central par rapport anx denx fonctions
cétones et nne série de ces dérivés a alors i€ testée,

COH COH
rac-79 87
Slow-binder Compeétitif-mixte
Ki'=440 pM Ki'=54'500 pM
(8} o}
M/\COZH coH \g),ﬁk/\cozg
1 rac-82 88
Slow-binder Slow-binder Compétitif mixte
Ki'=1.4 uM Ki'=2'400 pM Ki'=50"200 pM
o} [0} Q o}
COH ,_ COH
rac-8% rac-8%
Slow-binder Compétitif-mixte
Ki'=400 uM Ki'= 34200 pyM

Figure 78: Influenre de l'encombrement stérique sur le carbone central

5i on regarde les séries de composés encombreés et bloqués dérivés de la SA (11)
pure (sans ester ni dérivés nitrés), on remarqne déjd une différence de
réversibilité nette entre les B-dicétones ayant encore une possibilité d’isomériser
et celles totalement bloquées, L'acide 4,6-dioxo-S-méthyl-heptanoiqne (rac-79),
Facide 4-(2-cyclohexyl)-4-oxo-butyrique (rac-81) et V'adde 4-(2-cycloheptyl}-4-oxo-
butyriqne (rac-82) sont des exemples de dicétcnes encombrées qui décrivent nne
inhibition slow-binding. 11 est également intéressant de sonligner que rac-81
inhibe 2 nn méme degré la PBGS aprés 30 min que rac-79. Cependant, 'apport
d’un carbone de plus dans le cycle casse cette similitnde et mnliiplie la constante



Di ion des résul o5 tests d'inhibiti -96-

d‘Iinhibition par 6 pour rac-82. Les composés cyclahexanones rac-81 et rac-83 sont
deonc des composés surprenants car qu'ils soient spécifiques au site A (rac-83) ou
au site P (rac-81), ils provogquent des inhibiticns similaires & d’autres composés
moins encombrés et qui sont plus proches structurellement du substrat naturel.
Ces composés seront des inhibiteurs intéressants 2 étudier dans le cadre de
structures tridimensionnelles de complexes enzyme-inhibiteur.

Par Je blocage du carbone central, on obtient das composés capables de former une
base de Schiff dans le site F mais incapables d’apporter la stabilisation
supplémentaire engendrée par une forme énamine.

L'adide 5,5-diméthyl-¢,6-dioxo-heptancique (87), l'acide 5,5,7-triméthyl-4,6-dioxo-
octancique (88) et I"acide 4-oxo-4-{2-0xa-(2- méthyl)-cyclohexyl)-butyrique (rac-89)
démontrent tous les trois une inhibition réversible du type compétitif mixte,
Toutes ces inhibitions compétitives faibles (Ki supérieures a 30'000 pM) se
passent donc majeritairement dans le site A, mais 1a mixité démentre qu'il y a
également inhibition dans le site . Une fais que le carbone central de la SA est
complétement blaqué (cas de 87), Fencombrement stérique d’autres carbones (cas
de 88) n'apporte pas de dirninution supplémentaire de Finhibition, an remarque
plutdt une stabilisation du Ki.

Des dérivés encombrés de Facétyl-acétone (119) ont également été testés et les
meno-encombrés font déja partie de la catégorie des inhibiteurs faibles, ce qui ne
facilite pas la compréhension exacte de leur compertement.

Les composés fluorés sont intéressants, car en introduisant une laisan plus forte
avec des propriétés chimiques différentes, on restreint I'impact structural par
rapport, par exemple, 3 Fintroduction d’un méthyle. Le résultat de Facide 55-
difluoro-4,6-dioxo-heptancique serait trés intéressant car il permettrait de bloguer
le carbone central tout en limitant Fencombrement stérique et ceci correspondrait
& un medale de la succinyle acétone (11) incapable de s‘isomériser en énamine Cy-
Cs. Les premiers tests de composés B-dicétones fluarés n'ant pour Pinstant pas
donné de résultats. Une stabilisation du Km ne nous permet pas d'évaluer une
valeur de Ki' selon la méthade a laquelle nous nous sommes tenus pour
Févaluation des slow-binder.

L'effet slow-binding est donc bien dépendant de 'encombrement stérigque du
carbone situé entre les deux cétones, ce qui nous fait supposer que l'on a bien
stabilisaticn de la succinyle acétone par la fermation d'une forme énamine enire
Je carbone Cy et Cs.

Une série de composés de types énamines, énal-ethers et autres ont été testés
dans Je but de mieux comprendre le mécanisme d'inhibition atilisé par les
compasés B-dicétanes. Ce type de compasés wérifierait 1a distance nécessaire entre
la cétone participant 2 la Dase de Schiff et le carboxylate. En effet, les différents
composés qui suivent sont des analogues du 4,6-dioxo-heptanoate de méthyle
(120} figé dans une ou l'aulre de ses formes énals et il est intéressant de voir
comment réagit I'enzyme vis-3-vis de ces composés (double laison déja établie
entre la cétone en position 4 et le carbone central ou entre la cétone en position &
et Je carbone central).

Les essais d'inhibition en présence de l'ester méthylé de l'acide 6-amino-4-oxo-5
hepténcique (93) montre une augmentatton de la quantité de pyrrole formé par
rapport & un essal témoin. L'énamine réagit avec ALA pour former un pyrrale
fi;ui fausse e tast et cette formation a été suivie par T. Engeloch & l'aide d'études

H-EMN. Une quantité équimolaire d'inhibiteur 93 et d'ALA (1) sont dissous
dans du tampcn phosphaté deutéré, Aprés 10 min de réaction & température
ambiante, la formatian d'un pyrrole est déja bien visible, Des comparaisons avec
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des spectres de pyrroles synthétisés attribuent la structure du composé
perturbateur au pyrrole 152 {figure 73) (84).

' H
} D,FO; / DFO,> pH 8

+H3N N

HyCOy 152

Figure 79: Formation du pyrrole 152 & partir de ALA (1) et I'énamine 93.
Lz formation de ce pyrrole suit certainement une réaction du type Knorr.

L'inhibition par l'ester méthylé de l'acide 4-aminc-6-oxo-4-heptenoique (92)
permet d'avoir une base de Schiff stabilisée et donc d'observer une inhibition
slow-binding,.

Possibilité A
Hi00;
NH
+
—NH
)_NH NH
.
HC0y M Hy00; NH; ¢ H;0

Figure 80: Inhibition slow-binding du compasé 92

La fonction cétone qui forme la base de Schiff est en position & par rapport 3 la
fonction ester méthylé, c'est--dire deux carbones de trop par rapport a la
reconnaissance gptimale et s'il y a formation d'énamine, la formation de laisons

gvdrogénes ne sera pas favorisée {possibilité A). La seconde possibilité (possibilité
B) propose la fixaticn de la molécule dans l'autre sens: dans ce cas, i y aurait
moins de géne stérique dans le site P, possibilité de former l'énamine et



possibilité de former des ponts hydrogénes (fonction cétone ou amine non
protonée).

Vu l'importante tendance 2 I'hydrolyse des deux dérivés énols ethers (94, 95), ces
composés ont été testés avec environ 15-20% de leur produit d'hydrolyse
commun, le 4,6-dioxe-heptancate de méthyle {(120). 5i ces composés étaient de
trés bons inhibiteurs, ils auraient décrit une inhibition d'un Ki' inférieur 2 300
KM. Ceci n'étant pas le cas, ces composés sont considérés comme de faibles
inhibiteurs.

Différents conclusions peuvent déja étre tirées de ces résultats d'inhibition:
- las composés P-dicétones sont généralement des inhibiteurs slow-binder

» la structure de la succinyle acétone (11), inhibiteur slow-binder le plus puissant,
suggtre que ce lype de composé est reconnu comme un analogue de substrat, la
premidre partie de la molécule {carboxylate pasition 1/ cétone positdon 4) mimant
ALA et la deuxidme partie (enchainement p-dicétone) favorisant la formation
d'énamine et donnant ce potentiel d'inhibition puissant

- dans le méme sens que la remarque précédente, on peut dire que l'inhibition
par la succinyle acétone ne semble pas se faire simuitanément dans les deux sites
suivant une analogie avec le mécanisme de Jordan T ou Shemin

HOOC
Enz o —x— N“'Eﬂz
H

O NH,
H,N
Intermédiaira Shemin it Intermédiaire Jordan I

Figure 81: Inhibition simultanée dans les deux sites par la SA

- le remplacement d'un carboxylate par un groupe nitre induit un changement
d'inhibition slow-binding & une inhibition réversible.

- linhibition compétitive mixte faible des composés B-dicétones bloqués renforee
I'hypothése que ces composés stabilisent par la formation d'une base de Schiff qui
sisomérise sous une forme énamine.

- la formation d'énamine pourrait se faire suivant une déprotonation en o de
liminium {cas A) ou sur la forme hydratée de celui-ci (cas B).



COOH
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Figure 82: Formation possible de I'énamine

2 1 " P
2. lacides
Lorsque l'on regarde, les trois principaux mécanismes proposés, on voit que

quelque soit le mécanisme, on passe 2 un moment donné par uh intermédiaire
diacide & longue chaine (figure 83),

S e A%

HN NH, 0O NH,
Shemin Jordan II Jordan |
AN J
Y
Diacides en C, Diacides en Gy

Figure 83: Intermédiaires mécanistiques diacides



Le passage se fait soit par un intermédiaire diacide comportant 5 atomes de
carbone entre les deux fonctions acides (Shemin, Jordan II} soit par un
intermédiaire comportant 8 atomes de carbone entre les deux fonctions acides
(Jordan I). L'intérét de tester des diacides & chaine variable entre les deux
fonctions acides est donc évident {figure 83).

En analysant ces tésultsts, le point important qui se dégage est Fobtention de
composés céto-diacides irréversibles dont la chaine carbonée est constituée de 10
carbones (céto-diacides Cig). Les composés 104, 105 et 108 (figure 84) sont
similaires en deux points: ce sont des diacides dont les deux fonctions acides sont
séparées par huit atomes et ils possédent une fonction cétone en position 4 par
rapport & une des fonctions acides. Ces cornposés décrivent une inhibition
irréversible par une fixation optimale par trois points de reconnaissance:
reconnaissances de chaque fonchion acide et reconnaissance de la fonction cétone
qui forme une base de Schiff.

Site A Slte P

104: CO-NH changé en CH-CH,
105: CO-NH changé en CO-CH,

Figure 84: Reconnaissance des céto-diacides Cyg

Ce type de composés semblent étre les seuls diacides A Interagir de fagon aussi
forte avec l'enzyme au point d'obtenir une inhibition irréversitle. Ces composés
n'ont pas les caractéristiques normales d'inhibiteurs irréversibles déja identifiés
dans le cadre de la PBGS. Les époxydes, synthétisés par M. Marty [124], se sont
révilés &tre irréversibles sans grande surprises [39]. Cependant les oéto-diacides
Cyp sont trés différents de ces composés alkylants. Pour étre plus précis, on devrait
appeler ces composés “fort slow-binder”. La formation d'une base de Schiff est
normalement réversible et dans [e cas précis de nos céto-diacides Cqg, la réversion
se fait de fagon trés lente, ce qui conduit i l'observation d'une inhibition
irréversible,
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Cx Composé N° | K:(pM) Type &'
- - inhibitlon
Cs
HO OH 19 500 | Compéinf
o 0
Ce
HO OH 20 | 10400 | Compedsf
o
Cr
HO OH 21 8600 | Compéitif
0 o
Cs Q [
HOY\/IK/\/KOH 101 82 Incompétitif
Q
Cy o 102 | 450 | Incompésiif
HDMA/YOH
o o
Cio 1 o 104 ¢ Irvéversible
HOY\)’\/\/\/N\
OH
o
Cn g 109 © Slow-binder
HOY\/N\(\/)\'( OH
3
o) o
e Y\w He © Stow-binder
HO
oH
3
o)

Tableau 23: résultats des variations de la chaine carbonée concernant les oéto-
diacides

5i nous comparons juste la série concernant les diacides contenant une fonction
cétong en position 4 par rapport a4 une des fonctions acides, on observe une
évolution trés intéressante avec l'extension de la chaine carbonée (tableau 23),

Les premiers céto-diacides 19, 20 et 21 inhibent compétitivernent l'enzyme et sont
reconnus dans le site A comme des analogues de substrat {39],

Vient ensuite l'analogue Cg, l'acide 4-oxo-octane-1,8-dicique (101), pour lequel
une inhibition incompétitive excellente est observée,

Ceci signifie donc que l'interaction enzyme-inhibiteur n'a plus seulement lieu
dans le site A mais simultanément dans les deux sites. On t alors imaginer
que Ja chaihe carbonée est assez longue pour permettre cette double interaction et
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ue la reconnaissance des deux fonctions acides s'est faite, ainsi que la formation
ge 1a base de Schiff. Catte hypothese d'une meitleure fixation de linhibiteur
quand la longueur de Ja chaine carbonée augmente est renforcée par les résultats
des autres composés. La présence de l'acide 4-oxo-nonane-19-dioique (102)
proeveque une inhibition incompéliive avec un potentiel d'inhibition un peu
moins important que 101, Cette différence peut provenir d'une meillewre
interaction avec la conformation prise par un diacide en Cg. L'acide 4-oxo-
sébacique (104}, I'analogue Cyg, inhibe irréversiblement I'enzyme. Cet inhibiteur
a la longueur oplimale et toutes les fonctions nécessaires pour se fixer trés
fortement 3 l'enzyme. Les deux composés dont la chaine carbonée est plus
longue, l'acide ¢-oxo-undécane-1,11-dicique (109} et Facide 4-oxo-dodécane-1,12-
dicique (110), décrivent une inhibition slow-binding qui montrent que les
reconnaissances s'effectuent toujours sans probléme mais qu'avec une longuenr
supérieure 3 la longueur optimale, la fixation est moins efficace et on arrive &
dissocier te complexe enzyme-inhibiteur a I'aide d'une dialyse.

En résumé, si 1a chaine est trop courte, les diacides sont reconnus comme des
analogues de substrat, 5i la chaine est tout juste plus courte que la longueur
optimale, I'inhibiteur interagit dans les dewx siles et on est en présence
d'inhibitenrs incompétitifs. Dans le cas optimal d'une chaine 4 dix atomes, on
observe une inhibition irréversible et dans le cas de chaines un peu plus longues,
la double interaction est toujours présente mais on observe cette fois-ci une
inhibltion slow-binding. Dans cette série de céto-diacides, on peut voir d'une
manidre progressive et intéressante tous les types d'inhibition observées lars des
études d'inhibition de Ia PBGS.

En revenanl sur nos intermédiaires mécanistiques, on voit qu'un des résultats
important de cette série est la différence significative entre l'inhibition
compétitive et faible engendrée par l'acide 4-oxo-pimélique (21) et Virréversibilité
engendrée par l'acide 4-oxo sébacique (104). Ces deux composés confrontent
directement l'intermédiaire Shemin/Jordan 1 a l'intermadiaire Jordan 1. D'autre
part, 'intraduction de la fonction cétone sur l'acide pimélique (22) pour obtenir
21 ne montre qu'une légére amélioration de Vinhibition (Chap.2., figure 25},
tandis que la méme introduction sur I'acide sébacique proveque un changement
d'inhibition compétitive moyenne & une inhibition irréversible. Cette
introduction de cétone en position 4 dune des fonctions acides crée une
molécule qui est si fortement reconnue par l'enzyme gqu'elle inhibe
irréversiblement celle-ci. De plus, les analogues d'intermédiaire de Shemin, rarc-
18/1 et rac-18/11 n'ont pas donné de résultats spectaculaires (Ki>10'000 uM). La
conclusion rapide et évidente que 'on peut tirer de ces résultats ast que la
dépendance du type d'inhibition en fonction de la longueur de la chaine
carbonée telle qu'elle est décrite ici est un argument en faveur du premier
mécanisme de Jordan.

Un avtre compasé céto-diadde Cyg, Facide 4,7-dioxo-décane-1,10-dioique (105) a
été testé (figure 85),

Ce composé, qui possdde deux cétones, inhibe l'enzyme d'une fagon plus
proenoncée que l'acide 4-oxo-décane-1,10-dicique (104). Pour une méme
concentration (0.41 mM), 105 inhibe aprés 30 min trois fois plus que 104. On peut
done imaginer que 105 a plus de capacités A inhiber I'enzyme, car la symétrie de la
molécule facilite 'acods par un coté ou l'autre du site actif ou que Vinteraction de
12 cétone qui ne forme pas une base de Schiff avec un zine améliore linhibition.

Finalement, on peut également faire les remarques suivantes sur les résultats des
autres diacides testés: l'inhibitenr le moins bon de la série est 106 (figure 85) avec
un Kj=23'000 pM qui posséde une fonction amide et aucune fonction cétone, Plus
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surprenante est la valeur de 8300 uM pour la constante d'inhibition de 107 qui
est un inhibiteur compétitif avec un potentiel d'inhibition proche de celui de
Y'acide sébacique. L'introduction du greupe CO-NH-NH-CO n'affecte pas
Iinhibition par rapport 4 I'acide sébacique (103),

3730 3T

HN—NH
106 107 105
Compétitif Compétitif lrréversible

Ki=22900uM  Ki=8300 M

Figure 8% Composés 106, 107 et 105 diacides en Cyyg

Ce tyﬁe de céto-diacide en C10 n'a &€ rencontré qu'une fois dans la hittérature
dans le cadre de l'inhibition de la PBG5S (figure 86). Leeper a décrit la synthése et
le test d'un analogue d'intermédiaire Jordan 1 rac-42 [107], mais aucune
inhibition n'a été visible sur la PBGS de Baccillus subtilus.

S

rac-42

Figure 86: Analogue d'intermédiaire de Jordan 1 testé par Leeper [107]

S5i nous analysons la structure de cette molécule, on voit qu'elle remplirait les
conditions idéales pour provoquer une inhibition irréversible et il serait
intéressant de la tester sur la PBGS issue de Escherichin coli.

A la sulte des résultats obtenus dans la classe des céto-diacides Cyg, nous voulions
vair si il était possible de réaliser des changements de type d'inhibition sur cette
classe de composés comme ce fut le cas pour celle des B-dicétones. Ces cornposés
sont tout-a-fait adéquats pour faire ce type d'étndes, car ils ont l'avantage
d'interagir dans les deux sites simultanément et c'est un point sur lequel nous
pouvons jouer. Le composé standard diacide choisi est 108 (figure 84), car d'une
part il 'est composé de deux parties bien distinctes (une pouvant former une base
de Schiff, Yautre pas) et d'autre part, on peut facilement synthétiser des dérivés a
partir de ce composé. Par Ja position de la fonction cétene, nous avons un point
de repére pour savoir quel groupe inhibe quel site. :

Les différents types d'inhibition observés dans cette catégorie (Chap. 4, tableau 21),
nous disent d'ores et déja que nous avons réussi en introduisant des
fonctionnalités différentes des deux lonctions acides de I'inhibiteur irréversible
de base 108 a modifier le type d’inhibition et par conséquent, le site d'interaction.
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Les hypotheses de départ que nous essayons de vérifier par cette série de dérivés
mixtes du composé 108 sont les suivanies:

- les oéto-diacides Cig ou un dérivé ayant des fonctions équivalentes, inhibent
irréversiblement l'enzyme par une reconnaissance optimale de l'inhibiteur.
L'interaction dans les deux sites, appuyée fortement par la formation d'une base
de Schiff, lui permet de stabiliser le complexe enzyme-inhibiteur de telle facon a
ce qu'une inhibition irréversible soit visible.

~ le groupe nitro est mieux reconnu dans le site A que dans le site P sulvant les
résultats obtenus avec les cyclohexanones, 2-(3-nitro-propionyl)-cyclohexanone
(83) et I'acide 4-oxo-4-(2-oxo-¢yclohexyl)-butyrique (81), ainsi que la diminution de
la valeur de la constante d'inhibition Ki par l'introduction d'un groupe nitro
dans le cas des analogues de substrat.

- un inhibiteur montrant une inhibition compétitive inhibe essentiellement le
site A, alors que celui montrant une inhibltion incompétitive ou slow-binder
inhibe majoritairement le site P (sans exclure la mixité).

Le résultat de l'acide 6-(3-nitro-propionyllamino-hexanoique (114} (compétitif,
18200 pM) montre immédiatement qu'un composé alliant une fonction nitro
ainsi qu'une fonction acide carboxf/]ique sans posséder de fonction cétone en
position 4 donne un inhibiteur faible. Ceci indique une fois de plus la nécessié
d'avoir une fonction cétone.

Site A Site P

Irréversibilité
111: R,= COsH, Ry= CO;CH;
= 113: R}= NO,, Ry= CO,H

-
} } 115: Ry= NOy, Ro=COyCHa
Zﬂ"-‘{l:' '"H

Figure 87: Cas d'iréversibilité dans la classe diacides mixtes

Lotsque I'on regarde les différents cas d'irréversibilité (figure 87}, nous pouvons
définir une structure type d'irréversible el également prévoir les groupes
fonctionnels acceptés (figure 88),

J

COOH, COOMe
o .Hooc/\i YT
\ r_°
v Y,
/ 108 \

Partie A de l'inhibitewr (fonction amide} Partiz P de Y'inhibiteur (fonction cétone)
interagit avec te sitz A de laPBGS interagit avec le site P de la PRGS

Figure 88: Structure-type d'un diacide mixte irréversible



Nous voyons déja que pour chaque partie de linhibiteur, seule une autre
fonction peut remplacer le carboxylate et celle-ci differe suivant la partie
concernée (une preuve de plus que les deux fonctions carboxylates ne sont pas
reconnues de manidre similaire). Le grou])e nitro est accepté & la place du
carboxylate dans la partie interagissant dans le site A, ce qui confirme bien une de
nos hypothses de base (page 104). Tandis que la formation de la base de Schiff et
la possibilité d'aveir un inhibiteur irréversible n'est pas empéchée par Ia
fonction ester méthylé introduite dans la partie ' de l'inhibiteur.

Concernant ces inhibiteurs irréversibles, une comparaison intéressante a é&té
effectuée sur les rapidités d'inactivation des inhibiteurs 108 et 113. Cette
comparaison trouve sa raison d'étre dans le fait que I'on pense que 113 devrait
étre mieux reconnu que 108, le composé 113 ayant une fonction nitro dans la
partie A de l'inhibiteur. Il a été prouvé, notamnment pour différents analogues de
subsirat, que le nitre est mieux reconru que le carboxylate dans le site A. Pour ces
analogues qui décrivent une inhibition compétitive réversible, on a constaté par
Iintroduction d'une fonrton nitro 2 la place d'un carboxylate, une amélioration
de linhibitian qui se traduit par une constante d'inhibition Ki plus petite.

Pour les inhibiteurs irréversibles, le calcul des constantes d'inhibition n'étant pas
possible, on a voulu estimer I'effet de Vintroduction du groupe nitre par une
mesure des vitesses d'inactivation dans les mémes conditions et concentrations.
En comparant les pourcentages d'activités, on s'apergeit que l'inactivation par le
composé nitro-acide 113 est 8 3 9 fois plus rapide que par le diacide 108, ce qui
consolide nos hypothases. Pour comparer l'effet de l'introduction de ester
méthylé, il suffit de comparer le composé 108 au composé 111. Un test simultané
n'a pas été effectud (les concentrations pour obtenir une inhibition, étant déja
trop différentes), mais il faut, pour avoir une meilleure inhibition, utiliser cing
fois meins de composé 108 que de composé 111. Ceri nous indique déjd que
Iintroduction du groupe ester méthylé permet l'irréversibilité mais que
I'inhibiteur proposé est moins bien reconnu par l'enzyme.

Les cas des inhibiteurs réversibles 116 et 117 (figure 89 sont tout aussi
intéressants. On voit assez rapidement que l'introduction du groupe nitro dans la
partie P de linhibiteur perturbe l'enzyme qui ne décrit plus une inhibition
irréversible mais une inhibition compétitive mixte. Celle-ci se déroule alors
majoritairement dans le site A ce qui nous fait penser que l'inhibiteur est
reconnu alors comme un analogue de substrat. La partie comportant le groupe
nitre est trés certainement reconnue dans le site A et il n'y a donc plus possibilité
de former la base de Schiff (ou trés partiellement d'oi le caract¥re mixte de
Finhibition) puisqu‘il ne reste que la fonction amide dans l'autre partie de la
molécule. Par contre au vu des bonnes valeurs de Ki (similaire aux analogues de
ALA nitrés), il y a tout de méme reconnaissance du groupe nitro et de l'ester
méthylé dans le site P. Dailleurs, 1a meilleure valeur de Ki de 116 par rapport &
117 s'explique par une meilleure recomnaissance du groupe ester méthylé que du
groupe nitro dans le site P
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Figure 89: Inhibition sélective provoquée par les composés 116 et 117

116 Comp-mixte Ki= 20 uM
117 Comp-mixte Ki= 30 uM

Le cas du composé 112 {figure 90) est inverse aux deux cas précédents. lci une
inhibition incompétitive pure a été cbservée qui résulte d'une inhibition
majoritaire dans le site P.

On peut également penser que dans ce cas-ci, il ¥ 2 rupture de la double
Teconnaissance mais ici due 3 une mauvaise reconnaissance dans le site A
L'ester méthylé est trés mal reconnu dans le site A, ce qui est éﬁ;alement le cas
pour les analogues de substrat comme l'ester méthylé de 'acide lévulinique qui
n'est pas un inhibiteur de la PBGS (39]. La formation normale de la base de Schiff
sans double interaction conduit done & une inhibition incompétitive.

Site A

+/3
N
a\ }
112

Incompeétitif, Ki= 243 uM

Site P

Figure 90: Inhibition sélective du compose 112

Nous avons donc par le blais de groupes fonctionnels spécifiques a un site de
reconnaissance, obtenus des inhibiteurs sélectifs et confirmé par la méme
occasion toutes nos hypotheéses de départ (page 104).

5.3. Conclusions mécanistiques

Les recherches de notre groupe se sont tournées dans un premier temps vers
Yhypoth2se de Shemin. Ceci s'explique par l'analogie inévitable faite avec la
classe des aldolases mais également par les résultats obtenus lors de la mise au



point d'une synthése biomimétique du PBG. En effet, cette synthese, basée sur le
mécanisme de Shemin [§2], passe dans un premier temps par une condensation
aldolique du type Mukaiyama (Chap. 2., figure 21). Lorsque tous les éléments sont
en place (fonctions amines déprotégées), la formation de pyrrole se fait
spontanément. 11 suffit donc que la liaison C-C soit formée pour que le reste des
réactions s'enchaine. Le mécanisme proposé par Shemin semblait donc &tre une
vole atirayante,

Les résultats de R Liiond comparant le pyrrole mixte formé [ors de I'addition
d'ALA a lacide 1évulinique (23) an composé postulé par Shemin (synthétisé), ont
montré que les deux composés n'étaient pas identiques {27].

Ces résnliais appuyés par les résultats d'inhibition décevants des analogues
d'intermédiaires de Shemin (Chap. 2.2.1.), nous ont fait explorer les autres
possibilités. M, Henz a opté suivant les résultats intéressants de "Single
turncver" avec du substrat marqué de Jordan [23,29] et I'analogie avec les
aldolases, pour le second mécanisme de Jordan [39]. Ce mécanisme présente
I'inconvénient de ne pas conserver la liaison covalente enzyme-substrat plus de
trois étapes lors de la formation du PBG.

Au début de mon travail, nous avons gardé comme hypothése la formation de la
base de Schiff dans le site P et nous avons orienté les tests d'inhibition vers les
analogues d‘intermédiaires. Les composés diacides étaient donc l'occasion idéale
de confronter directement des analogues d'intermédiaires de Jordan 1 avec ceux
de Jordan Il. Les résultats obtenus lors de la variation de la chaine carbonée des
céto-diacides (Cyp irréversibles) sont trés favorables an mécanisme de Jordan 1.
Cependant, Jordan avait lors de tests d'inhibition de diacides mentionné que les
diacides 2 longue chaine inhibaient de manidre non spécifique l'enzyme en
interagissant avec des régions hydrophobes de celle-ci [68). L'évolution du type
d'inhibition lors de l'extersion de la chaine carbonée des céto-diacides ainsi que
les inhibitions observées pour les diacides mixtes ne nous fait en aucun cas
douter de la spécilicité de ces inhibitions. Par contre, ces résultats ne permetient
pas d'exclure totalement I'hypothése de la formation initiale d'une liaison C-C,
I'espace oceupé par un céto-diacide Cyg pouvant étre également pccupé par un
intermédiaire Jordan 11/Shemin.

De plus, la récente détermination de la structure rayons-X de le PBGS issue de
levure [49] a donné des informations structurales supplémentaires quant an site
actif dont il faut tenir compte. Ces nouvelles données mettent au premier plan
deux points: la fonction importante d'une seconde lysine (état protoné) et la
présence du zinc métallique entourée de trois cystéines et d'une molécule d'eau
ptés du site actif. Pour Tinstant aucune publication ne traite intégralement
d'expériences plus approfondies concernant le rdle de cette seconde lysine et du
zinc, Cependant, Jordan mentionne briévement quelques résullats non publiés
[69.78,75]):

- la structure de la PBGS issue de E. cefi en présence d'acide 1évulinique snpgére
que le carboxylate situé dans le site P interagit avec les résidus Tyr-312 et Ser-273
(résidus conservés suivant les structures primaires de différentes souches).

- la mutation de la Lys-210 sur la PBGS issue de levure conduit & I'incapacité de
la Lys-263 de jouer son rble de nucléophile.

Sans expériences plus approfondies, nous ne pouvons pas connaitre exactement
le rdle du zinc ou encore de la seconde lysine, mais nous pouvons par contre
émettre des hypothéses les concernant.
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Réle possible du zinc métalligue

La structure rayons-X a donc mis en évidence la présence aux abords du site actif
du zinc métallique complexé par trois cystéines (Cys-120, Cys-122 et Cys-130,E.
coli) et éventuellement par une molécule d'eau, alors que les précédentes études
avaient pluttt tendance d souligner le réle structurale de ce zine. Ce zinc peut
difficilement jouer son rdle d'acide de Lewis si le substrat au site A se coordine en
cinquiéme. Ce cas de figure oriente les investigations vers la possible formation
d'un hydroxyde métallique qui jouerait un rdle dans les déprotonations
impliquées dans le mécanisme.

Cependant en absence d'éléments supplémentaires, 1l faut éire prudent car la
seconde région de fixation métallique moins bien définie et plus éloignée du site
actif (2inc entouré de ligands plus polaires: Cys, Tyr, His) semble &tre dans une
région de l'enzyme qui se réajuste aprés fixation du premier substrat.

Réle possible de 1a seconde lysine

La fonction de la seconde lysine semble donc étre primordiale suite aux premiers
assais de mutation et plusieurs possibilités quant & son rdle peuvent &tre
envisagées:

- cette lysine protonde peut tout simplement avoir un rdle dans ls régulation du
pH an niveau du site actif de l'enzyme

- elle semble diminuer le pKa de la lysine 247-base de Schiff (E. col})
- elle peut avoir un réle important dans le mainlien de la structure

- 2lle peut faciliter par une charge positive I'approche et la mise en place du
substrat dans le site P

- et elle peut également avoir un réle direct dans le mécanisme dans des tapes de
protonation et de déprotonation.

Jordan & la suite de ces informations a porlé sa préférence sur le mécanisme
Jordan 11 tout en n'excluant pas le mécanisme Jordan I 1l a proposé une
déprctonation par I'hydroxyde métallique en C(3) du substrat situé dans le site A
qui est suivie par la formation d'une liaison C-C. Aprés cyclisation, il propose que
ia Tysine impliquée dans Ia formation de [a base de Schiff {libre A ce stade) enldve
le proton pro-R lors de l'aromatisation.

Mécanisme proposé

Le mécanisme qui suit reprend donc le mécanisme de Jordan | en incorporant ces
nouveaux léments: le zinc et la molécule d'ean qui agissent sous la forme d'un
hydroxyde métallique et la seconde lysine protonée qui est directement impliquée
dans des étapes de protonation et déprotonation.
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Figure 91: Mécanisme proposé pour la PBGS issue de E. coli
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6. Synthése d'inhibiteurs

Trois distincles parties faisant intervenir de la synthése sont décrites dans ce
chapitre. La premiére partie porte sur la recherche d'un biocatalyseur susceptible
d’hydrolyser des époxydes nitrés en composés diols énantiomériqguement
enrichis. Ces diols pourraient &tre des inhibiteurs intéressants de la PBGS. La
seconde partie traitfe 3 nouveau du travail concernant les analegues
dintermédiaire de Shemin (séparation d'énantiomres et amélioration d'une
étape de synthdse) et la dernidére partie déerit la synthese d'un analogue de
substrat nitré.

6.1. Hydrolyse énantiosélective de diols nitrés (Stage effectué dans le
groupe du Pr. K. Faber, T-U Graz) '

6.1.1. _ Objectifs

Des composés nitrés ayant été plusieurs fois décrits comme étant de bons
inhibiteurs de la porphobilinagéne synthase, une des idées de départ de ce travail
était de développer de nouveaux composés susceptibles d’avoir un potentiel
d‘inhibition intéressant A partir d’époxydes nitrés. Lors d'un stage dans le groupe
du Pr. K. Faber, jai pu étudier les hydrolyses enzymatiques d'époxydes.
L'ouverture d'époxydes nitrés n"ayant pas encore été réalisée par ce groupe, il était
intéressant de voir comment se comportaient ces dérivés nitrés trés polaires en
présence d'enzymes issues de différentes souches que l'on nomme
époxyhydrolases (EH). Deux composés nitrés ont été synthétisés 2 cette intention,
I'un monosubstifué, I'autre étant 2,2-disubstitué {figure 92).

&/\P‘qoz : Noz

rac-121 rac-122
2-(2-nitro-éthyl)-oxirane 2-méthyl-2-(2-nitro-éthyl)-oxirane

Figure 92: Dérivés niirés testés

Jusqu“a présent, les seuls résultats concemant des substrats polaires semblaient
montrer que les camposés possédant un caractére polaire inhibent I'enzyme. Ced
pourrait étre une conséquence de la fonction principale des EH qui ont la tiche
d’hydrolyser dans la métabelisation des xénobiotiques des substrats peu polaires
en composés plus polaires. Dans un premier temps, l'ouverture enzymatique
d'époxydes en présence de différents nucléophiles semblait étre la voie qui
pouvait nous apporter la plus grande variété de composés. Mais la mise en
oceuvre de ces réactions n'est pas opiimal et fournii environ 50 % de diol
résultant de 'hydrolyse enzymatique simple [127]. L’'ouverture enzymalique a
donc été utilisée sans nuctéophile afin d'obtenir un diol dont on pourrait ensuite
iransformer la fonction alcool primaire en tosylate et introduire ainsi les
gronpements désirés.

612, Les époxyhydrolases
6.1.2.1. Role des époxyhydrolases
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Les époxyhydrolases, enzymes catalysant I'hydrolyse régiosélective et
énantiosélective des époxydes, joue un role déterminant dans la métabolisation
des xénobiotiques [128). Dans les cellules vivantes, les composés aromatiques
peuvent dire métabolisés selon deux schémas:

"

R d R OH
R ctase
Dioxygénase E:E? - &
0 Hz » » OH
R Dioxétane cis-diol

\ Autres
- Meétabolisations
O R R
\ Epoxyhydrolase @!Oﬁ
bl Q —— —_—
Mono- H,0O "y

QOH
OXygenase  Argne-oxyde trans-diol

Figure 93: Réle des époxyhydrolases dans la décomposition des composés
aromatiques [129]

a) Dans les cellules procaryotiques, les dioxygénases catalysent la cycloaddition
d’oxygéne moléculaire sur la double liaison afin de former une dioxétane. Celle-
cl est ensuite réduite par une réductase sous la forme d'un cis-1,2-diol
biologiquement plus inoffensif.

b) Pour les eucaryotes (champignons, mammiféres), le chemin suivi differe. II
implique une monocoxygénase qui additionne sur une double liaison de
Faromatique un oxygene. Ceci aboutit  la formation d'un composé aréne-oxyde
trés réactif el toxique. Les EH interviennent ici en hydrolysant cet ardne-oxyde,
cancérogine et tératogéne par son caractére alkylant, en un trans-1,2-diol, plus
inoffensif. Ce composé, présentant une solubilité dans 1'eau plus importante et
deux groupements hydroxyles qui sont des positions assez réactives dans la
molécule, est ke candidat idéal pour de futures métabolisations {129)].

_  » HO OH

Epoxy- R Y
hydmla_se Diol-
Mono- 0 \ dehydratase
oxygénase JOL OH Vers d'autres
g R — métabolisations
R
Epoxyde- ] spont.
isoméra: o)
R H

Flgure 94: Réle des époxyhydrolases dans la décomposition des alcénes [129]

En ce qui concerne les alcénes, ceux-ci peuvent 8tre métabolisés par le passage &
un époxyde, suivi par la formation d‘un diol en présence d'une EH (figure 94).
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Celui-ci peut étre directement métabolisé ou conduire 2 un composé carbonylé
par l'action d’une diol-déhydratase (méme résultat avec une époxyde-isomérase)
qui sera également ultérieurement métabolisé [130).

6.1.2. 2. Structure des époxyhydrplases

Comparé & d'autres classes d’enzymes, les EH sont encore un groupe d’enzymes
sur lequel peu de recherches ont été effectudes. Jusqu'a présent, ces recherches se
portaient essentiellement sur les cellules issues d’eucaryotes. Depuis peu, 2
I'institut de chimie organique TU-Graz, une EH issue de procaryote présentant
une grande sélectivité a &k isolée et caractérisée [131).

Les époxyhydrolases de cellules d’eucaryotes sont généralement localisées dans le
foie, organe o elles présentent une activité supéreure, mais aussi dans les reins,
intesting et poumons. Elles sont isolées & partir de souris, de rats, de cobayes, de
laping, de porcs et de singes. On distingue trois types d’EH: les époxyhydrolases
microsomales (m-EH, les mieux connues) [132,133), les époxyhadrolases
cytosoliques (c-EH), et également des époxyhydrolases spécifiques a I'hydrolyse
des 5,6-6poxystéroides.

Les EH de procaryotes sont facilement accessibles et représentent une source
d’enzyme moins onéreuse. Ces caracléristiques ne peuvent que favoriser une
utilisation industrielle future. Une enzyme isolée A l'institut 3 partir de la
bactérie Rhodecoccus sp. NCIMB 11216 [131,134-136) présente une haute
sélectivité lors de V'hydrolyse d'époxydes 2,2-dialkylsubstitués.

Caractéristigues de I'EH de Rkedococcus sp. NCIMB 11216

. protéine sous forme de monomére de masse molaire 35 kDa

. pas d'atomes métalliques
- pas de groupes prostétiques visibles dans la région ULV.
- pH optimal pH=8, température aptimale 30°C

6.1.2.3. Mécanisme des époxyhydrolases

Le mécanisme de Phydrolyse catalysée par des EH repose sur une addition d’eau
sur des époxydes ou des aréne-oxydes pour donner des diols vicinaux. En fait, re
mécanisme qui n'utilise aucun groupe prosthétique ou ion métallique a été
longtemps I'objet de beaucoup de discussions. 1l a été un certain temps accepté
que le cycle oxirane était ouvert par I'attaque directe d’un nucléophile, ceci en
présence d'eau sous des conditions de catalyse basique aidée par un résidu
histidine {129}, A partir d'expérienres utilisant HyO", de nouvelles informations
ont été apportées sur le mécanisme des m-EH de mammiferes. Il a été montré
que la réaction passait par la formation d'un intermédiaire monoester de glycol -
enzyme [137] (figure 95). Celui-ci est formé vraisemblablement par l'attaque
nucléophile d'un aspartate sur le cycle oxirane conduisant a la formation d'une
liaison covalente. Cette liaison ester est ensuite hydrolysée par un ion hydroxyle
qui provient de la déprotonation d’une molécule d’eau par une base
(probablement une histidine) qui libére ainsi le glycol.
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Figure 95: Mécanisme des époxyhydrolases microsomales

Une conséquence stéréochimique de ce mécanisme est l"ouverture trans-
spédifique du cycle oxirane qui incorpore un oxygane de Feau dans le substrat. A
la suite d’expériences utilisant H20™ marquée, il a été montré aussi bien pour les
m-EH [138] que pour des cellules entidres provenant de champignons 69}, que
seul un oxygéne est introduit dans I'époxyde. Les études effectuces a Finstitut de
chimie organique TU-Graz sur les EH de souche bactérienne c'est i dire & partir de
Rhodococcus sp. NCIMB 11216 ont également conclues & l'introduction irgns
spécifique d'un oxygéne de I'eau dans le substrat [131] (via échange avec le résidu
aspartate), Cette introduction se fait dans la plupart des cas sur le carbone
stériquemnent le moins encombré. 11 y a cependant, deux possibilités A envisager
pour V'hydrolyse enzymatique des époxydes (figure 96):

A. L'attaque nucléophile a lieu sur le carbone non chiral du cycle oxdrane ce
qui implique la rétention de configuration du centre chiral (par exemple:
Aspergillus niger [139]),

B. L'attaque se fait sur le centre asymétrique ce qui aboutit 2 une inversion
de configuration (par exemple: Beauwiriz sp [139]).

A
X [s] OCH
Rétention  /\ oK + /__,(
* HO R
(R (S}

At
AN
O OH
rac R
| Qf + /—’-;
B HO R
Inversion (R} (R)

Figure 96: Effets stéréochimiques possibles sur un racémat

Méme si c’est la rétention de configuration qui a été le plus souvent observée et
décrit dans la littérature, l'inversion de configuration a également fait 'objet de
diverses publications {69,138l. 1l est donc important de déterminer la
configuraiion du produit formé mais également celle du produit restant. La
régiosélectivité de I'attaque autant que I'énantiosélectivité envers le substrat sont
des points importants. La combinaison de ces deux aspects peuvent avoir des
applications intéressantes dans la synth2se énantio-convergente [69}.
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Figure 97; Synthéses des composés rac-121 et rac-122

Différentes remarques concernant les synthéses des produits de départ et
également sur les synthéses découlant de ces produits, peuvent étre faites (figure
97).

En ce qui concerne la synthése du 2-(2-nitro-éthyl)-oxirane (rac-121), les difficullés
se sont trouvées non pas lors de 1a synthise de I'époxyde mais lors de "ouverture
de cet époxyde en dial, étape nécessaire 4 'obtention de diol de référence rac-57.
L’ouverture en milieu basique est généralement préférée & Vouverture en milien
acide car bien qu'étant lente, elle ne génere normalement que peun de réactions
secondaires par rappart 2 I'cuverture en milieu acide. En ce qui concerne ce
premier dérivé nitré, I"ouverture en milieu basique montre [a formation de
plusieurs produits mais surtout la perte du composé lors de l'extraction.
L'ouverture en milieu acide a dans ce cas-ci montré de meilleurs résultats et a
permis d'obtenir le diol avec un rendement de 56 %. Le passage du produit nitré
sous une forme nitronate dans la phase aqueuse est possible. Néanmoins, une
extr;cticn en continue sur la phase agqueuse n'a permis aucune récupération du
produit.

En ce qui concerne la synthése du 2-méthyl-2-(2-nitro-éthyl)-oxirane (rae-122),
deux différentes procédures ont été suivies (figure 98). Tout d’abord, 1a procédure
normale, cest--dire cefle suivant la synthdse étape aprés étape, puis un raccourci
qui rassemble la bromation et la nitro-déhalogénation en une seule étape (le
solvant étant identique pour les deux réactions). Lors de la premigre synthése de
cet époxyde, le traitement final de la bromation aboutissait & la perte assez
impartante de produit bromé. Ce composé est en effet trés volatil et disparait
assez facilement lors de I'évaporation du DMF qui ne s'évapore pas sans peine.
Ceci n'est en aucun cas favorable vu que la réaction qui suit est une réaction de
nitro-déhalogénation qui n'a également pas un bon rendement. La mise en
commun des étaFes de bromation et de nitro-déhalogénation qui permet davoir
une quantité plus importante d'époxyde & la fin, aboutit néanmoins a la
formation majoritaire d'un produit non attendu 129 aprés I'époxydation (figure
99). Apparemment, la mise en ceuvre d’un produit non purifié lors de la
réaction d'¢époxydation avec le m-CPBA engendre la formation non négligeable
d’un produit secondaire.
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T2 ors DMF NO, majoritajre 129

Figure 98; Procédures utilisées dans la synthése du composé rac-122

Le specire de masse montre que 1a structure du composé formé 129 (suivant le pic
IJarent, m/z= 129} n'est pas trés €loigné de celle du produit désiré, c'est 4 dire
‘époxyde rae-122 dont la masse molaire est de 117,10 g/mol. [Yaprés les spectres
YH- et 13C-RMN, on est en présence de deux méthylénes (dont un porte un alcool)
qui ne couplent pas ensemble, d'un méthyle isolé, d'un carbone quaternaire et
également d'un carbonyle.

En rassemblant ces renseignements avec les informations données par I'LR
(présence d'alccol primaire, de liaison NO et damide), la structure suivante a été
propesée (M = 130 g/mol):

<Q

NH

129
o

Flgure 99; Structure possible du produit secondaire 129
Cette structure ne Tépond pas complétement aux analyses (par exemple 2 1611
cm-1: ¥ CO amide bande pas tr2s prononcée mais on se trouve également dars le

cas d'un acide hydroxamique) tnais une hypothése de formation peut étre
donnée sur sa formation & partir de I'époxyde rac-122 (figure 120):

B H

NG, N +

\
OH N-OH

rac-122
e
— R
129
QO

Figure 100: Formation possible du produit secondaire 129
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6.33.2. Remargues générales concernant le travail avec les microorganism t
les époxydes

En travaillant avec cette matidre biocatalytiquement active et en interprétant les
résultats, il ne faut en aucun cas oublier que l'on utilise un systéme multi-
enzymes et non pas des enzymes pures. La teneur en époxyhydrolases est jusqu’a
présent inconnue et la quantité en masse est acceptée comme étant inférieure A
0.1%. Celte remarque est surtout 3 prendre en compte dans l'estimation des
vitesses de réaction atteintes qui sont proportionnelles a la quantité de catalyseur
engagée. 11 est également en aucun cas connu si Fon est en présence de plusieurs
époxyhydrolases ou non.

Dans le cas ot il s’agit de plusieurs époxyhydrolases, on peut se demander s} elles
ont la méme régio et/ou énantiosélectivité, ce qui pourrait bien évidemment
interférer sur la valeur de la pureté optique. Une autre caractéristique des
systémes multi-enzymes est Ja possibilité d’avoir des réactions secondaires qui
pourrait ainsi apporter une activité hydrolytique supplémentaire et par
conséquent demander Vapport de groupes pratecteurs supplémentaires
(hydrolyse d’esters par exemple). Malgré ces désavantages apparents, les sysi2mes
multienzymes sont néanmoins des systdmes acceptables. En effet, 'activit
catalytique des époxyhydrolases est d'abord testée et prouvée pour certains
substrats et la dépense occasionnée par une purification nest alars justifide quen
présence d’une certaine aclivité.

Les diols posent des problémes au niveau de I'extraction & partir de la suspension
aqueuse de Yemzyme. En effet, ils sont partiellement solubles dans la phase
aqueuse ce qui rend difficile leur récupération quanlitative par rapport aux
époxydes correspondants. Cecl demande également des quantités de solvant
d’extraction assez importantes et par la méme occasion nécessite un temps
d’évaporation plus long ce qui ne peut qu'augmenter les pertes en époxyde trés
volatil. Vu ces conditions de travail, le suivi quantitatif de la réaction est essez
délicat.

L'époxyde lipophile a par contre une faible solubilité dans ’eau et tend lors de 1a
mise en oeuvre de la réaction enzymatique & se concentrer sur les membranes
lipophiles des cetlules. Ce phénomene se manifeste quand les cellules
lyophilisées n'ont pas été hydratées suffisamment longtemps dans le tampon
avant I'addition de I'époxyde. Les cellules doivent rester environ une heure dans
le milieu tampaonné jusqu’d ce gqu’elles s'entourent de leur enveloppe d’eau
naturelle et qu’elles reprennent leur conformation initiale. 5i ceci n'est pas
respecté, I'époxyde va préférentiellement s'emmagasiner dans la cellule qui est
Fartiellement séche. Cette concentration élevée en époxyde est dangereuse pour
a cellule, les cellules se cassent, forment des amas et la réaction est ainsi génée,
voir complétement empéchée,

Un autre probléme est celui de l'inhibition de 'enzyme par Y'époxyde. Celle-ci
peut se produire lorsque la concentration en substrat est trop élevée et I'on
observe alors une inhibition irréversible. La probabilité de I'inhibition dépend de
la concentration et de la réactivité de 1"époxyde.

Une des principales conditians pour qu'un époxyde soit un bon candidat 3
I'hydrolyse enzymatique est sa stabilité dans le tampon employé. L'hydralyse
spontanée, non-sélective de I'époxyde abaisse la pureté optique des produits
obtenus et cache la bonne énantiosélectivité éventuelle de I'enzyme. Pour toutes
les transformations, on utilise un tampon 50 mM de Tris-(Hydroxyméthyl)-
amino-méthane (Tris) pH=8.0. Parall2lement aux essais de screening, la substance
testée est additionnée 3 2 ml de tampon sans enzyme et est trattée suivant les
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mémes conditions afin d’avoir un témoin. Par suivi sur chromatographie couche
mince, {i ne doit apparaitre aucune trace de diol.

£14. Lescreening
Le screening est danc Fopération qui permet de sélectionner parmi les souches

citées plus bas, celles qui possédent une activité sur les substances testées. La
réaction générale du screening est done 'hydrolyse suivante:

OH
Ry, .0 Microorganismes Rp .0,
- »,
N i Rz‘“‘é\/OH
1

R 30°C, Tampon Tris, pH=8 R

Figure 101: Schéma général de I'hydrotyse par les EH

Les différentes souches testées sont les suivantes:
Rheodococeus equi 1FQ 3730 ( RE)
Mycobacterium paraffinicurn NCIMB 10420 (MP)
Rhodecoccus sp. NCIMB 11216 (PP)
Nocardiz sp. EH1
Nocardia sp. HB
Nocardia sp. TB1
Rhodococcus yuber DSM 43338 (RR)
Rhodococcus rhodechrous (Rot)
Méthylobactérium sp. (Rosa)
Mycobacterium E3

Ces souches sont achetées ou proviennent soit d'un laboratoire de Stuttgart
(C.Syldatk] soit des laboratoires de l'institut de biotechnologie de Graz.

La mise en oeuvre du screening est décrite en partie expérimentale (Chap B.3.} et
les résultais du screening effectué sur les deux dérivés nitrés rac-121 et rac-122
sont rassemblés dans le tableau 24.

Vu les résultats rassemblés dans ce tableau, seule la souche E3 semble présenter
une activité hydrolytique sur les composés nitrés. Néanmoins ce tableau ne
refléte pas le déroulement exacte du screening. Dans un premier temps, seuls les
neuf premiers microorganismes ont été testés et les CCM ont révélé des taches de
couleur orange (Rf= 0.34, AcOEt pur, Vanilline milieu H3SQ4) pour certains
microorganismes. Ceci a faussé nos résultats puisque ces taches semblaient
correspondre & des produits polaires semblables aux diols désirés. Cependant,
aprés comparaison par chromatographie en phase gazeuse entre le diol référence
synthétisé et le résidu d'extraction des réactions enzymatiques & plus grande
échelle (100 pl de substance) avec RR, EH1 et H8, on ne retrouvait pas le dicl dans
les résidus. Ces taches n'étalent en fait que des artefacts. Une dernitre seuche (E3)
s'est alors rajoutée et on a pu constater qu'elle possédait bien une activité
hydrolytique sur ces composés (confirmé par GC).
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Souches rac-121 | rac-122

Nocardia sp. EH1 - -
Nocardia sp. TB1 . -
Nocardia sp. HB -
Rhodococcus ruber (RR) - -
Rhodococcus équi (RE) -
Muycobacterium paraffinicum (MP) -
Rhodococcus sp. (PP) - -
Rhodococcus rhodochrous (Rosa) -
Méthylobactérium sp. (Rot) -
E3 + +

¥ + ¥ signifie que selon la CCM, I’époxyde est hydrolysé en diol.
”=* signifie un résultat négatif.

Tableau 24: Résultais du screening des composés nitrés rac-121 et rac-122

; . iosélectivi
.1.9.1. Estimati I'ex ipmériqu
L'exc®s énantiomérique (ee) se calcule selon la formule suivante:

=H—$
B+§

ee

*180]%]

Schéma 24: Expression de l'excds énantiomérique ee

R et 5 sont les concentrations des énantiomeres correspondants aux valeurs des
surfaces des pics donnés per le chromatogramme.

Pour évaluer la sélectivité d’une enzyme sur un substrat racémique, on calcule Je
ra|i;port énantiomérique E [140]. Cotte valeur est fonction de la conversion ¢ et des
valeurs ee du produit (eep) ot du substrat résiduel (eeg).

= ﬂi‘-c)'[l—ee,} _ '“[(1—8)‘(14-99,}

- In[(l- c)* (l+eez)' B In[[i -c)* (l-ee.)

Schéma 25: Expression du rapport énantiomérique E

Ces deux expressions donnent de bons résultats quand la conversion ne prend
pas une valeur trop petite ou trop grande.

L'excs énantiomérique est déterminé par GC sur une colonne chirale 3 base de p-
clodextrine perméthylée en utilisant H; comme gaz vecteur. Suivant les cas,
ifférentes modifications concernant le gaz vecteur, la pression, la température
ont été apportées. En pratique, on voit que la capacité de séparation sur les
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colonnes A base de cyclodextrine dépend fortement de la quantité de substance
injeckée. Avec une quantité trop importante, la résolution diminue visiblement
ce qui provoque des fluctuations au niveau des valeurs des maxima des pics et
des temps de rétention. Certains composés nécessitent cependant d'étre
dérivatisés afin d’observer la séparation des pics.

Les configurations absolues sont, si aucune littérature n’est connue {valeurs de
pouvoir rotatoire d’un énantiomére seit du diol soit de I'époxyde), déterminédes 3
partir de composés préparés énantiomériquement purs. Par comparaison avec les
pics GC références, on retrouve quel pic correspond 3 quel énantiomere sur le
chromatogramme.

6.15.2. Résultats concerpant les excds énantiomériques:

Des premiers essais d'estimation d’excés énantiomérique ont £ié effectués avec les
microorganismes EHI, RR, HS sur le composé 2-(2-nitro-€thyli-oxdrane {rac-121),
mais les échantillons injectés n’ont montré aucune présence de diol (par
comparaisen avec un diol référence) et ont conclu donc & Ia non-activité de ces
époxyhydrolases sur ces composés nitrés. Dieux autres estimations avec le
microorganisme E3 ont &té effectuées plus tard sur les composés #g¢-121 et rac-122
et ont cette fois-ci montré la formation de dicls. Les chromatogrammes semblent
montrer un ee, pour le composé 2-(2-nitro-éthyl)-oxirane (rac-121) mais par
conire une mauvaise sélectivité pour le composé disubtitué 2-méthyl-2-(2-nitro-
éthyl)-oxirane (rac122) ei les études concernant rac-122 ont été arrétées A ce stade.

Par contre pour le 2-(2-nitro-éthyh-oxirane (rac-121), les différents
chromatogrammes qui semblaient montrer une certaine sélectivité, n'étaient pas
satisfaisants au niveau de la séparation des pics des énantiomeéres du diol, ce qui
empéche le calcul de ee,. La méme difficulté avait déja été rencontrée tors de
Iinjection du 2-(>-nitro-éthyD-oxirane (rac-121). Différents paramétres ont éié
changés (température jsotherme variant de 130 & 180 °C, pression de 0.5 bar ou 1
bar, gaz vecteur H; ou N,}.

D'autres essais d'hydrolyse ont alors été effectués une année plus tard &
Neuchiitel et des injections ont été alors effectuées 3 Bern sur des mélanges
époxyde-diol par lintermédiaire du Dr Claude Saturnin sur des colonnes chirales
également & base de B-cyclodextrine permethylée préparées 3 Neuchitel. Pour
I'époxyde 2-{2-nitro-éthyl}-oxirane ({rac-121) et son diol correspondant, la
séparation a pu &tre obtenue Sur une colonne qui était alors en cours de
d}éveloppement. Les spectres et les conditions d’'analyse sont en annexe (Annexe
3

Denx publications écrites par Zindel et DeMeijere décrivent la préparation et les
mesures des pouvoirs rotatoires du (2R)-4-nitro-butane-1,2-dial et du {28)-4-nitro-
butane-1,2-diol [141,142]. Une simple mesure du pouveir rotatoire des diols
formés par hydrolyse enzymatique permet selon le signe de savoir quel
énantiomére est formé préférentiellement.

Les derniers d'essal d'hydrolyse ont montré que l'enzyme était peu sélective et
que la conversion faible soulignait "I'ige™ de la souche. Les faibles sélectivité et
conversion observées sont peut-itre la conséquence d'une hydrolyse spontanée et
qui est, de ce fail, non sélective. Nous avons donc décidé afin d'avoir une
premigre idée du potentiel jnhibiteur de ce diol rac-57 sur la PBGS, de fester le 4-
nitro-butane-1,2-diel sous sa forme racémique. Une certalne quantité de composé
racémique avait été synthétisé comme référence et a donc &té utilisée pour les
tests d'inhibition (résultat Chap. 5.1.2.3.).
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Une souche, capable hydrolyser des époxydes nitrés a donc été trovvée et des
conditions de séparation par chromatographie en phase gazeuse onrt &té
déterminées pour le 2-(2-nitro-éthyl)-oxirane (rac-121) et le 4-nitro-butane-1,2-diol
(rac-57). L'aspect intéressant de cette souche E3 est qu'elle est en général peu
réactive avec les époxydes non nitrés. Pour étudier ses possibilités d'hydrolyse, il
serait nécessaire de synthétiser d'autres substrats nitrés (époxydes 1,2-disubstitués

ou frisubstitués, substituants plus longs...) et de les tester sur un micreorganisme
récemment préparé.

6.2. Travaux concernant les analogues d'intermédiaire de Shemin

L'intérét porté sur les analogues d'intermédiaire de Shemin remonte dans notre
groupe aux travaux de R. Liiond qui avait alors testé sur la PBGS issue de
Rhodobecter spheroides, 1'acide 3-acétyl-4-méthoxy-4-méthyl-heptane-1,7-dioique
sous forme de mélange racémique rac-18/1 et rac-18/1I [38). Par la suite, M. Henz a
déterminé les constantes d'inhibition de ces composés sur la PBGS issue de E. coli
[39). Les résultats ont ét€ dans les deux cas décevants (figure 102). Cependant, on a
observé dans les deux cas une meilleure inhibition de rac-18/1 (disposition unlike
des chaines acides) par rapport & rac-18/11 (disposition like), une tendance qui s'est
avérée plus prononcée sur R. spheroides.

Diagtéréoisomeéres T
HOOC <
Hll. '?
o=(S R
R. spheroides E. coli
18/1a Km (MM): 260 65
Kirac-181 (uM): 11000 11900
Ki rae-18/1F (uM): 25000 17000
C
HOOC <
4
Het, _ 0CH; H
3 " wOCH,
ER 7{ S S\
o o

18/11a 18/11b
Figure 102: Diastéréoisomaéres 2 séparer

La diminution d'un rapport légérement supérieure 2 2 dune constante
d'inhibition d'un diastéréoisomere par rapport a un autre est significative et c'est
sur cette observation qa'il semblait intéressant de pouveir tester les
énantiomeres séparément. Un des deux énantiomdres doit forcément étre mieux
reconnu par l'enzyme et une diminution de la constante d'inhibition devrait
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éire observée ce qui nous indiquerait Ia configuration refative de ces chafnes
acides préféré par 'enzyme.

Ces composés ont donc été resynthétisés suivant une méthode développée par H.
Bertschy [85] jusqu'au stade de diesters méthylés rac-130/1 et rac-130/11 et dans des
quantités importantes afin d'avoir Ia possibilité de tester différentes techniques
de séparation.

L'étape clé de Ja synthése est ure condensation aldolique de type Mukaiyama qui
utilise le tétrachlorure de titane comme catalyseur [143,144]. Cette condensation
met én jeu le 4-triméthyl-silyloxy-pentancate de méthyle (131} et le 44-
diméthoxy-pentanocate de méthyle (132) [145]. La silylation dirigée & partir d'un
dérivé bromé du lévulinate de méthyle est décrite cﬂms le chap. 6.2.2. qui suit.
Quant A l'acétale, il a 8t8 préparé par action du triméthyl-orthoformate sur le
lévulinate de méthyle (133? dans le méthanol [85). Aprés isolation du mélange
des quatre stéréoisoméres, la séparation des diastéréoisomeres s'effectue sur une
colonne par chromatographie-flash. La quantité de produit (8.12 g} et Ia difficulté
de la séparation ont porté au nombre de trois les colonnes nécessaites pour
récupérer e maximum de diastéréoisomeres. Le diastéréoisomeére rac-130/1 qui
est suivant les valeurs de Ki obtenues le diastéréoisomere le plus intéressant, est
formé en plus faible quantité que le diastéréoisomere rac-130/11.

La premidre méthode de séparation d'énantioméres que nous avons ienté est
bien entendu la chromatographie liquide haute performance chirale. Avec l'aide
du Dr. E. Francotte, nous avons pu bénéficier des moyens techniques de Ciba dans
ce domaine,

Une série de colonnes a 8té tesiée et une bonne séparation de ces diastéréoméres a
¢t¢é obtenue dans les conditions suivamtes:

Colonne: Chiralcel OD (25°0-46 am)

Etuant: Heptane/ [sopropanal (95/5)

1.0 mlmin, KT, 30 bar, Détection UV, 210 nm

Abs [
13.598
i
S04 H
! |
! 16.583
L
R 24.605
IR 21,168 [
Voo i Do 3t 200
J VoA ! ' TN 35.753
! T e
ot J"f‘!ur"-w"’xu-"; "
) 10 20 30 *

Figure 103: Séparation par HPLC chirale de 130/a et 130/Tb

min
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Lors de la colonne préparative, 800 mg de substance ont é¢é au total séparés et
deux chromatographies préparatives ont été nécessaires a cette séparation (430 mg
+350 mg). Les premiers 450 mg ont été dissous dans 3 ml d'éthano! et dilué avec
70 m! d'éluant (Heptane/ Isopropanol (95/5). Les conditions de la préparative
sont les suivantes;

Colonne; Chiralcel OD (5b'5 cm); éluant: Heptane/ Isopropanol (95/5); 60
mi/min, RT, 2 bar; Détection U.V. 210 nm

Cette bonne séparation nous permet d'éviter de tester d'autres esters plus
encombrés de rac-18/1 et rae-18/11 qui seralent plus facilement séparés sur rolonne
chirale.

L'absorption U.V. correspondant a chaque pic chromatographique et la mesure de
la rotation suivant les pics de l'échantillon 2 séparer, nous ont permis d'attribuer
la nature du composé & chaque pic:

.pic 1 {13.6 min}: énantio. 130/1a ou b (hmax=210 nm, optiquement actif (+))
-pic 2 (16.6 min}: énantio. 130/1a ou b (Amax=210 nm, optiquement actif {-}}
.pic 3 (21.2 min): produit d'élimination 1 (Amax=240 nm)
.pic 4 (24.6 min): produit d'élimination 2 (Amax=240 nm})
pic 5 (31.2 min): produit d'élimination 3 (Amax=240 nm)
.pi¢ 6 (35.8 min): énantio. 130/I1a ou b (kmax=210 nm, optiquement actif (-))

Les produits correspondants aux pics 3, 4 et 5 ont &té identifiés comme étant des
composés d'élimination. Leurs spectres U.V. trés similaires montrent une
absorbance maximale & 240 nm, e qui correspond A déplacement bathochrome de
30 nm par rapport au chromophore de base (210 nm), ce qui pourrait étre
identifter & l'introduction d'une double liaison conjuguée. Ces composés ne sont
également pas optiquement actifs et les spectres 1H-RMN ont permis d'observer
la disparition du signal du proton porté par le carbone asymétrique en o de la
cétone, ainsi que celui du OCHs. Ceci indique bien que ces composés ont perdu
une molécule de méthanol formant ainsi des cétones o,fi-insaturées, bien
qu'aucune identification formelle n'ai été faite,

A Ia suite de cette séparation, nous avons obtenus 326 mg d'un des deux
énantiomeére et 321 mg de lautre (autres romposés: m«< 10 mg).

roue:

L'étape suivante serait donc l'obtention des diacides 18/Ia et 18/1b
énantiomériquement purs 4 partir de ces esters méthylés 130/1a et 130/1b. Une
partie de ces esters a donc ét€ hydrolysée en présence de soude dans un mélange
THE/H20. Lors de la vérification de la pureté optique de ces diacides, nous avons
remargqué gque ces conditions d'hydrolyse aboutissent sans doute 2 une
épimérisation des composés due a la présence d'une fonction cétone en & de I'un
des deux carbones asymétriques.
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COCH COCH COOH
H < _ HOOC < Ho9c <
Hu! ; OCH3 ‘Q_é_%ocﬂg .H %' _.? OCH3
5 S /R
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18/1a 18/11a

R5 —> mélangeR5+55
SR —> mélange5R+RR

Figure 104: Epimérisation des énantioméres sous conditions basiques

1l faut donc trouver des techniques d’hydrolyse pius douces (test de différentes
estérases) pour aboutir aux diacides 18/1a et 18/Ib énantiomériquement purs.

Les tests d'inhibition des diesters 13%/Ta et 130/Tb nous aurait permis d'avoir une
idée précise sur I'énantiomére qui induwit la meilleure inhibition.
Malheureusement, ces diesters sont trés peu solubles dans les conditions du test
et nécessiteraient trop de DMSO comme solvant pour les solubiliser
{(perturbation du test). .

Une publication de Tius [146] concernant la synthése d'un triéth%!]silyl-énolether,

le 2-triéthylsilyloxy-4-méthyl-2-pentene, qui est ensuite impliqué dans une
condensation aldolique nous a particuli¢rement intéressé. En effet, la sitylation
dirigée qui se fait en une seule étape A partir d'une cétone a,p-insaturée en
présence de triéthyl-silane et de catalyseur de Wilkinson (RhCI{(PPh3)a) serait une
voie possible dans le cadre de la synthése du 3-acétyl-4-méthoxy-4-méthyl-
heptane-1,7-dioate de méthyle (130) 3 partir du frans-4-oxo-2-penténoate de
méthyle (134) (figure 107).

Cependant, aucune publication reliée 2 ces hydrosilylations ne relevait de
réaction concernant des cétones o,f-insaturées portant des groupes électro-
attracteurs. De plus, ces hydrosilylations sont généralement utilisées comme
réactions de réduction de [a double liaison des cétones o,f-insaturées dans des
conditions autres que fortement basiques ou acides (147,148].

L'hydrosilylation [1,4] ainsi que I'hydrosylilation (1,2] sont possibles et la
rédominance de l'une de ces silylations par rapport & J'autre se fait surtout en
onction de I'hydrosilane utilisé [146] (figute 105)
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Figrare 105: Les hydrosilylations [1,4] et {1,2]

Les dihydrosilanes (Rz5iHj) et les trihydrosilanes (RSiH3) conduisent
régiosélectivement & l'addition [1,2] tandis que les monohydrosilanes (R3SiH)
conduisent a l'addition [1,4].

Cette régiosélectivité est épalement dépendante du substrat, de la concentration
en hydrosilane utilisé et de la température de réaction qui lorsqu'elle est élevée
(>40°C) favorise I'addition [1,4].

Deux mécanismes ont 6té proposés pour ces hydrosilylations: un par Ojfima {147)
et l'autre par Chan [149).
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L

Figure 106: Les deux mécanismes d'hydrosilylation proposés [147,149]

Le mécanisme plus élaboré de Chan tente d'expliquer la relation entre le type
d'addition et 1'nydrosilane utilisé par une migration d'hydrogéne du silyl au
carbone portant I'oxygéne, processus uniquement possible dans le cas du di- ou
trihydrosilane [149]. Néanmoins, une forme s-cis de la célone insaturée
permetterait de mieux expliquer la complexation du rhodium et du silicium.
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Une série de réactions nous a permis de définir les conditions expérimentales
nécessaires d'une part 3 avoir une réaction et d'autre part 3 diminuer les
réactions secondaires. La réaction s'effectue avec le moins de formation de
produits secondaires & une température de 80°C. Nous avons varié le
pourcentage molaire en catalyseur de Wilkinson de 1 & 3% d'essais & 60°C afin de
diminuer le temps de réaction qui augmentait les chances de formation de
produits secondaires. A B0°C, il serait sans doute intéressant de voir si l'on ne
peut pas revenir & des pourcentages plus bas. Enfin, une équivalence de 1.2 éq. en
triéthylsilane sernble optimal.

H OCH,
| OB o 134
MeQH | e
EtaSiH_
/ﬁ\l/ﬁrﬁ‘CHa e yeenr
Br O de Wilkinson
rac-135 + 3 produits tolugne
secondaires 40%
Zn
{CH3 )80
THF
TMEDA 45%
(CHghS (CH,CH )5
OcH, OCH;,
EZ-1310 Eiz-136
- Rendement global = 10% - Rendement global = 40%
. Purification longue . Purification simple
. 2 étapes . 1étape
. Produils sensibles - Prodults assez stables

Figure 107: Comparaison des deux méthodes

Un mélange cis/trans (56/44) du composé 4-triéthyl-silyloxypentanoate de
méthyle (136} a &t isolé par simple distillation du résidu aprés évaporation du
toludne avec 42% de rendement.

Une alternative & la synth#se impliguant une bromation de l'acide lévulinique
suivie d'une silylation a donc été trouvée. L'hydrosilylation novs permet de
préparer & partir d'un produit commercial un composé silylé facilement isolabie
et assez stable (deux semaines au réfrigérateur sans dégradation) en une étape,
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6.3. Synthése d'un analogue de substrat: le 1-hydroxy-4-nitro-butane-
2-one (25) .

La synthése du composé l-hydroxy-4-nitro-butane-2-one {25) nous a
particulidrement intéressé dans le but d'évaluer l'influence de l'introduction
d'une fonction alcool sur le 4-nitro-butane-2-one (23) qui était alors notre
meilleur inhibiteur compétitif (Ki= 28 pM) et de voir si il était encore possible
o'améliorer cette inhibition déja excellente,

La synthase suivie est la suivante (figure 108):

Q
O NaNOyCHyo0OH . BryCH,OM
)Ivﬁ' THF, RT )L/\ NO,  RT NO,

Br
137 2 138
0 o
{SHsHN HCLCH,0H
HCOOH, 50 °C l)l\/\ NG, RT NO,
OCHO 139 o %5
Figure 108: Synthese de 25

0 NaNOyCH;C0OH  §
)kf THF, RT )k/\ NG,
137 24

Figure 109: Synthése du composé 24

Le 4-nitro-butane-2-one (24) est synthétisé a partir du 3-buténe-2-one (137) en
présence de nitrite de sodium et d'acide acétique selon une méthode de
Miyakoshi [150]. La réaction se fait dans le THF et est laissée sous agitation
dant 14 heures 4 température ambiante. Cette méthode utilisant une addition
de Michael simple et ne présentant aucune difficulté expérimentale, permet
d'éviter le passage & un dérivé chloré suivi d'une réaction de nitro-
déhalogénation {NalNO; dans DMF par exemple} qui aboutissent en général a un
rendement moyen {38,151,152). Le rendement brut de cette étape est de 99%.

- mo-d-ni
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O

)I\/\ S8, (u\/\
NO, RT NG,
24 Br 138

Figure 110: Bromation du composé 24

La synthése du I-bromo-4-nitro-butane-2-one (138) s'est effectuée par addition de
brome au 4-nitro-butane-2-one (24) dans le méthanol suivant la méthode utilisée
pour la bromation de l'acide 1évualinique (23} (figure 110). L'addition du brome a
été effectuée lentement et la température n'a pas dépassée 5°C. Le mélange
réactionnet est laissé sous agitatien 14 heures a température ambiante, Aprés
extraction, isolation et purification, en obtient le 1-bromo-4-nitro-butane-2-one
{138) avec 45% de rendement par rapport au produit engagé lors de la premigre
étape, le 3-butine-Z-one (137). Lors de cette réaction, la bromation peut également
se faire en position 3 ou 4 de 24, mais J'obtention maijoritaire d'un produit (deux
produits secondaires ont été cbservés) est beaucoup plus prononcée dans le cas
présent que dans celui de l'acide l&vulinique ol un mélange de cing composés en
proporticns équitables a été obtenu [153].

La position qui est en général bromeée, est celle située sur le carbone en « du
carbonyle le plus substitué (groduit thermodynamique)} [154]. Cependant, un

upe coréen a fait mention de la bromation sélective de certaines cétones dont
‘acide lévulinique (23) dans le cadre de la synthése d'inhibiteurs potentiels de la
PBGS [135]. 11s ont également effectué la bremation du 4-nitro-butane-2-one (24)
dans le méthanol en présence d'un équivalent de brome mais dans des
conditions de reflux (température ambiante dans notre essai} et sur une durée
plus courte {40 min contre 14 h), Ils obtiennent 138 avec un rendement de 45% et
un rapport 138/ 3-bromo-4-nitro-butane-2-one de 2.5. Lors de la purification par
chromatographie-flash, nous avons récupéré 11.5 g de produits secondaires (non
identifiés) sur 30.5 g de composés bromés (soit 62% de 1-bromo-4-nitro-butane-2-
one (138) s5i on considére une masse molaire semblable pour tous ces composés).
A température ambiante, nous avons donc obtenu un rendement similaire en
composé majoritaire 138.

edul- -4-nit ane-2-one (13
o]
MN(C;He)y
NO;  HCOOH,50°C NGy
Br 138 OCHO 139

Figure 113: Formylation du composé 138

Le premier mode opératoire ulilisé pour cette synthése a été 1'utilisation du 1,8-
diazobicyclo[5.4,0]-7-undecdne (DBU) comme base, l'acide formique et
Facétonitrile comme solvant. Le probléme principal de cette méthode a été la
récupération du I-formyloxy-4-nitro-butane-2-one (139) qui formait avec le DBU
une huile brune. trés visqueuse et qui diminuait sérieusement le rendement
{rendement=10%). De plus, on observait la formation de nombreux preduits
secondaires avec cette base forte.
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En passant & une base moins forte que le DBU comme la triéthylamine, aucune
formation de produit ne semblait se produire.

Par la suite, la quantité d'acide formique a été renforcée (5 €q. contre 1 éq) ot le
solvant (l'acétonitrile) a été supprimé car il favorisait le passage du dérivé nitré
dans la phase aqueuse lors de I'extraction et 138 a donc été simplement solubilisé
dans I'acide formique. Aprés addition goutte & goutte de Ja triéthylamine (1 éq.) 2
5°C, le mélange réactionnel est laissé sous agitation & 50°C et la réaction est sulvie
par spectroscopie TH-RMN pendant plusieurs jours. Aprés dix jours, la réaction 2
été stoppée car le début d'une formation de produit secondaire 140 a été observé
{figure 112). Le rapport 139/138 est alors d’environ 6/1. Le produit secondaire a été
identifié comme étant un composé nitroso issu de l'attaque du nitrogyle sur la
cétone &,f-insaturée résultant d'une réaclion rétro-Michael (10 % de produit
secondaire 148 dans le produit final).

o
(CpH)N
NOy  HCOOH, 50C NG,

Br 138 ocHo 139

: L

OCHO 140

Figure 112: Formation du produit secondaire 140

Apres extraction, isolation et purification, le 1-formyloxy-4-nitro-butane-2-one
(139) a &t obtenu avec un rendement de 36%.

4, thése 1-hydroxy-4-nitro-butane-2-one (25);
O
Q
HQOL,CH,0H
OCHO 139 OH 25

Figure 113: Synthdse du composé 25

La premiére méthode utilisée a été celle de dissoudre le 1-formyloxy-4-nitro-
butane-2-one (139) dans du méthanol et d’hydrolyser la fonction fermiate sur de
I‘alumine. Cette réaction fonctionne si le méthanol contient 1% d'eau, mais pose
un probléme au niveau de la récupération du 1-hydroxy-4-nitro-butane-2-one
(25) )qui est rendue difficile par une fixation du produit sur 'alumine (rendement
10%).

Par la suite, une simple hydrolyse en milieu acide dans le méthanol pendant 17
heures & température ambiante a permis d'obtenir aprés purification le 1-
hydroxy-4-nitro-butane-2-one (25) avec un rendement de 62%.
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7. Conclusions

7.1. Conclusions générales

- Nous observons un comportemnent cinétique qui suit les lois de Michaelis-
Menten. Il a été possible d'estimer les constantes de Michaelis-Menten pour
chaque site par des essais de formation de PBG A basses concentrations en ALA:

Kmi1 = 4.6 pM pour le site P
Kz = 66 uM pour Je site A

Les valeurs de Ky et Ko explique la cinétique du Michaelis-Menten sous
nos conditions experimentales de test ({Substrat]>>Kmy).

Umax . [SI _ _ bman . 8]
Kmy. Kmz + Km; . {$] .+ [S)? Km; + 3]

- Une inhibition compétitive claire avec le second substrat (aucune inhibition
dans le site P) est observée pour les analogues de subsirat.

- Une double interaction dans les deux sites de l'inhibiteur donne une cinétique
d'inhibition cF]v.:ls romplexe et se décrit par une inhibition mixte, incompétitive
ou slow-binding,.

- Le groupe nitro est mieux reconnu s'il est ntilisé comme substitut du gronpe
carboxylate dans un inhibiteur inleragissant dans le site A, Ce remplacement n'a
pas le méme effet bénéfique si il y a liew snr des molécules interagissant dans le
site P de l'enzyme.

- Les composés B-dicétones inleragissent comme analogue de substrat dans le site
P en formant une base de Schiff stabilisée sons forme énamine. Les B-dicétones
non encombrées décrivent toutes une inhibition slow-binding {(excepté les
dicétones possédant une fonction nitro).

- Une nouvelle classe d'inhibiteurs a §té présentée au cours de ce travail: [es céto-
diacides Cjg. Ces diacides présentent trois points de reconnaissance (deux
fonctions acides et une fonction cétone qui forme la base de Schiff), cette
combinaison permet d'en faire des inhibiteurs "fort slow-binder" qui décrivent
un comportement irréversible. La structure de ces composés est favorable an
premier mécanisme proposé par Jordan.

- Nous sommes capables d'inhiber sélectivement le site A ou le site P de
I'enzyme en introduisant un groupe nitro ou un groupe ester méthylé 2 la place
d'un des denx carboxylates d'un inhibiteur céto-diacide Cyg.

- Les énantioméres de l'analogne d'intermédiaire de Shemin, le 3-acétyl-4-
méthoxy-4-méthyl-heptane-1,7-dicate de méthyle (rac-18) ont pu étre résolus par
HPLC chirale,

- La synthdse d'un silylénolether dirigé, le 2-triéthylsilyloxy-4-méthyl-2-penténe
(136), a pu étre effectuée avec un rendement de 40% a partic dune
hydrosilylation en présence de catalysenur de Wilkinson en une seule étape. Cette
réaction diminue le nombre d'étapes de la synthese d'un analogne
d'intermédizire de Shemin rac-18.
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7.2, Perspectives

- De nouveaux inhibiteurs également basés sur un systéme de trois points de
reconnaissance comme les céto-diacides peuvent encore étre développés. Les trois
points de reconnaissance ne seront plus deux fonctions acides et une fonction
cétone, mais par exemple une fonction acide et deux fonctions cétones. Le

mier compesé de ce type, lacide 4,7-dioxo-octanoique (141), testé par E. Zizzari
156} est un inhibiteur slow-binder. Ce résultat permet de penser que l'on aura &
faire avec une classe semblable A celle des céto-diacides Cip Des comparaisons
avec des composés semblables mais analogues d'intermédiaire de Shemin
comme 142 seront intéressantes.

OOH H

141 142

Figure 114: Analogues d'intermédiaires envisagés

- Ce travail a mis en évidence l'inhibition des deux sites de la PBGS par des
composés céta-diacides. Ces composés sont des inhibiteurs idéaux pour faire des
études de modélisation moléculaire (espace occupé, distance) et pour éire
cristallisés avec l'enzyme afin d'étudier par rayons-X des complexes inhibiteur-
enzyme.

- D'intéressants inhibiteurs fluorés restent toujours a étre testés. Le dérivé
difluoré de la succinyle acétone (143), analogue bloquée de la succinyle acétone,
ainsi que les analopues fluorés d'ALA (exemple rac-144) seraiént une source
d'informations importante soit dans un suivi 1?F-RMN soit dans la formation de
dérivés de PBG.
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Figure 115: Analogues fluorés & envisager

- 1l serait également intéressant de suivre par HPLC-MS, la formation de
composés "PBG-mixte”, c'est-a-dire la formation de dérivés du PBG portant des
chaines latérales avec des substituants différents. L'ester méthylé de ALA 47, est
un candidat tout désigné pour ce genre d'essais, mais le T-amina-4-nitro-butane-
2-one serait également un candidat potentie! avec la formation envisageable d'un
FBG-mixte possédant une chaine nitro-méthyl et une chaine propionique.

H
CO,H CO,CHy Hoe CO,CH, c 0,
?
) 0 *
N N
HyN NH, HN H H,N H
1 87
Site A Site P
NG, COH COH
ON
?
o o]
N
H;N NH, HN H
48 1 145

Figure 116: Formation de PBG-mixte

- Quelques préessais concernant la possible observation de la cinétigue du retour
de l'activité de la PBGS en présence d'un slow-binder ont été effectués. Ces
mesures permettraient de calculer les valeurs de Ki des inhibiteurs slow-binder.
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Ces premiers essais ont été effectués sur trois jours & 4°C dans des conditions de
dialyse (11 de tampen phosphaté pH=8.0) en présence de succinyle acétone (11).
Ces mesures doivent cependant se faire 2 37°C et le temps de mesure ne doit pas
éttre trop long car l'instabilité de I'enzyme poserait alors des problémes. Plusieurs
publications monirent la détermination de ces valeurs de Ki dans le cas
d'aldolases [115] qui sont tout 2 fait réversibles. Par contre, la PBGS ne permet pas
de jouer sur les conditions d’essai et sur lajout de produit pour déplacer
T'inhibiteur.

- Comme les résultats des tests l'ont montté, certains composés n'ont pas pu étre
testés pour divers problémes. Mis 2 part les composés réagissant avec ALA (cas de
93), il serait envisageable de tester les composés réagissant avec le réactif de
Ehrlich par une méthode analytique comme I'HPLC. L'HPLC permetirait de
mettre en route uhe analyse qualitative d'une série de composés par
comparaison & des inhibiteurs étalons. Une analyse quantitative serait
néanmeoins plus complexe 3 metire en jeu, mais l'analyse qualitative permettrait
de faire une premilre selection au nivean des inhibiteurs testés.
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8. Partie expérimentale biochimique et
bicorganique

8.1. Appareils et produits utilisés

811, Chromatographie gazeuse { TU-Graz)
Chromategraphe gaz Shimadzu GC-14A, Split-Injecteur, FID.
Colonne A:

Pour la simple séparation de substances:

Biorad RSL 1701, 35m+0,25mm+0.25pm (Film), Perméthylsiloxane (7%
Cyanopropyl, 7% Phenyl), N,

Colonne B :

Pour l'estimation des excés énantiomériques:

Chirasil.DEX CB, Chrompack, Perméthyl-8-cyclodextrine fixée chimiquement,
25m+0.32mm*0.25um (Film), H;

813§ } sirie UV-Visibl
Les spectres U.V-visible ont £t¢ enregistrés sur un spectromeétre HP 8452A Array.
813, Centrifugeuse

La centrifugeuse utilisée durant les tests d'inhibition est une centrifugeuse de
table de type MSE, Mistral 2000.

8,15, Produits chimi
Acide acétique Fluka, puriss p.a.
Acide perchlorique Fluka, puriss p-a.
Acide trichlorpacétique (TCA) Fluka, puriss p.a.
Chlorure de magnésium hexahydraté Fluka, microselect
Chlorure de mercure (II) Fluka, puriss p.a.
Chlorure de zine Fluka, puriss p.a.
Dihydrogénophosphate de sodium {NaP) Fluka, microselect
p-Diméthylamino-benzaldéhyde Fluka, puriss p.a.
Hydrogénophosphate de sodium (NaP) Huka, microselect
Mercapto-éthanol Fluka, Bioch. >99 %

Tris(hydroxyméthylamino-méthane Fluka, Bioch. »9¢ %
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8.2, Travaux biochimiques

inati a m X §i
Les pipettages décrits dans le tableau ont été effectués sur les solutions suivantes:

Solution ALA: 0.5 mg de ALA, HCI dissous dans 10 m] de tampon phosphaté
pH= 8.0 (0.1IM NaP, 12.3 mM mercapto-éthanol, 10 mM MgCl>6H20 and 10 pM
ZnCly)

Solution PBGS: un épendorf contenant environ 1.1 mg de PBGS a ét¢ dilué dans
70 mi de tampon.

Essai | Solution PBGS (W) { Tampon {pl) Solution AlA (b |
1 400 1080 20
2 400 1040 40
3 400 1040 60
4 400 1020 80
5 400 1000 100
6 400 900 200
7 400 8BGO 300
] 400 700 400

La solution enzymatique est additionnée au tampon et les différents tubes sont
préincubés 15 minutes & 37°C dans un bain thermostaté (2 mesures par essai).
Aprés addition des différents volumes de la solution d'ALA, les tubes sont
incubés exactement 14 minutes. Aprés addition d'l m] de réactif d'arrét (20%
TCA, 10 mM HgCla) et centrifugation, le mélange du surnageant avec un réactif
de Ehrlich (1.1 g 4-diméthylamino-benzaldéhyde dans 20 ml d'acide perchlorique
ajusté 2 55 ml avec de l'acide acétique) forme un complexe rose. Le mélange
résultant est & nouveau cenirifugé (4 min, 1900 g). Lz quantité de PBG formé est
mesuré par absorbance & 554 nm {e = 62'000 [mol-] * cm11}. L'expérience a été
effectué deux fois. Les résultats sont décrits en page 37.

La PBGS issue de E. coli (CR 261) a ét¢ procurée par le Dr. Ch. Roessner de
l'université Texas A & M. La production et la purification de cette source de
PBGS ont &t€ dérits dans des travaux de M. Henz [39).

Les essais d'inhibition (48 tubes au fota)) contiennent 400 i d'une splution de
PBGS (1 épendorf (1.1 mg) dans 80 ml de tampon) et linhibiteur (irois
concentrations différentes par test) dans du tampon phosphaté a pH=8.0 {(0.1M
NaP, 12.3 mM mercapte-éthanol, 10 mM MgCl-6HoO et 10 uM ZnClz). La
préincubation a lieu 3 37°C durant 30 i 45 minutes. Le substrat est additionné 3
des concentrations différentes et le mélange résultant est incubé durant 14

minutes. Un schéma de pipettage et d'addition d’ALA peut ére décrit comme
suit:



Blanc Conc ] Conc It Conc 111
Inhibiteur ol 300 ) 500 ) 700 ul
dilué dans (ou 50 pl) (ou 100 ul) {ou 200 ul)
tampon
Solution 400 ul 400 ul 400 p) 400 ul
PBGS
Tampon completé & | completé & | completé a | completé a
1.5 ml 1.5 ml 1.5 ml 1.5 ml
Sclution 40, 50, 60, 80, | 40, 50, 60, 80, | 40, 50, 60, 80, | 40, 50, 60, 80,
ALA 100, 200 ul 100, 200 ul 100, 200 ul 100, 200 ul
0.5 mg/ml

Aprés 14 min d'incubation, la réaction enzymatique est stoppée par addition du
réactif d'arrét et les tubes sont placés dans un bain de glace. Aprés centrifugation
{4 min, 1900 g), T ml du surnageant est traité par 1 ml de réactif d’Ehrlich. Le
mélange résultant est 3 nouveau centrifugé (4 min, 1900 g). La guantité de P3G
formé est mesuré par absorbance 2 554 nm (e = 62000 [mel™! » cm 1)),

Les types d'inhibitlon sont déterminés en utilisant les graphiques de Eadie-
Hofstee, Lineweaver Burk et Hanes. Les valeurs de Ki sont calculées 2 partir des
Kmapp déduits de I'hyperbole décrivant la cinétique de Michaelis-Menten,

Préparation de la soluticn d'inhibiteur:

Une quantité d'inhibiteur appropriée est dissoute dans 10 on 20 ml de tampon
phosphaté pH=8.0. 5i Iinhibiteur n'est pas soluble dans le tampon, le DMSO est
utilisé comme cosolvant(aucune influence sur l'activité jusqu'a une teneur de
1.3%). La méthode suivie est donc la dissolution dans un minimum de DMSQ du
preduit puis additien du tampon. On calcule ensuite par rapport au velume
maximal de solution d'inhibiteur prélevée et le velume de l'essai, le pourcentage
de DMSO présent et 5l n'exctde pas 1.3%, le test est poursuivi.

Une variation du test d'inhibition incluant deux temps de préincubation
différents permet de différencier les inhibiteurs réversibles des inhibiteurs
irréversibles/slow-binder.

Le schéma de pipettage est le suivant:
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Blanc Cone Blanc’ Cone I
Inhibiteur ol 400 ul Ol - 400 ul
dilué dans
tampon
Solution 400 nl 400 pl 400 pl 400 11
PBGS
Tampon | campletéa campteté 2 completé & completé 2
1.5 ml 1.5 m! 1.5 ml 1.5 ml
Pr&- 30 min 30 min 90 min 90 min
incubation
Solution | 50, 100, 200 ul | 50, 100, 200 al | 50, 100, 200 ul | 50, 100, 200 pl
ALA
0.5 mg/ml

Une stabilité des valeurs d'absorbance Cone I par rapport 4 Conc [' confirme la
présence d'un inhibiteur réversible. Par contre, une diminution de cette valeur
met en évidence la présence d'un inhibiteur irréversible ou d'un slow-binder gui
doivent étre différencier par dialyse (exemple p 69).

le E I— lo l l. l. .I. » -t.

Le calcul de l'activité spécifique nécessite d'une part la détermination de la
quantité de protéine présente dans la solution enzymatique et d'autre part, la
mesure de lactivité de cette méme solution.

La quantité de protéine est esimée par le test Bic-Rad Protein Assay utilisant un
thangement de couleur du colorant Coomassie Brilliant Blue-G-250. Ce
changement de couleur est suivi par mesure de I'absorbance 3 5%6nm.

Différentes dilutions et mesures sont effectuées & partir de la selution
enzymatique dont Factivité doit étre estimée:

X ul de solution & tester + (800-X) pl d'eau + 200 pl de Coomassie Brilliant Blue-
G-250 ( avec X = 10, 20, 30, 40 et 50).

La ﬂantité d'enzyme (mprotéine (mg)) est dédu}te par comparaison avec une
courbe standard utilisant comme protéine l'albumine de serum de boeuf.

La mesure de Yactivit¢ de la solution enzymatique s'effectue comme suit:

50 W de la solution enzymatique sont placés avec 1250 pl de tampon phosphaté
{0.1M NaP, 12.3 mM mercapto-éthanol, 10 mM MgCly-6H20 et 10 uM ZnClz) dans
un tube (deux mesures par essai). La préincubation a lieu & 37°C durant 20
minutes. 200 pl d’'ALA (0.5 mg/ml) sont additionnés et le mélange est incubé,
Aprés 14 min d'incubation, la réaction enzymatique est stoppée par addition du
réactif d’arrét et les tubes sont placés dans un bain de glace. Aprés centrifugation
(4 min, 1900 g), 1 ml du surnageant est traité par 1 ml de réactif d'Ehrlich. Le
mélange résultant est & nouveau centrifugé {4 min, 1900 g). La quantité de PBG
formé est mesuré par absorbance & 554 nm (€ = 62°000 [1/mol/cm)]).

L'activité spécifique se calcule suivant la relation suivante:
SA = (n*ABS+1000)/(€*mprotein (mg) » t (W) [umol PBG/mg/h)
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ABS : absorbance 2 554 nm; Temps d'incubation en h = 0.233
Coetficient d'extinction: 62'000 [1/mel/cm]; Facteur de dilution n =3.333

82.5__ Dialyse
Exemple de l'acide 4-ox cique ;

Un épendorf de PBGS (1.1 mg) est dissous dans 10 ml de tampon phosphaté (0.1M
NaP, pH=8.0, 12.3 mM mercapto-éthanol, 10 mM MgCly-6HoO et 10 pM ZnCly). 4
ml de cette solution sont placés dans deux différents tubes de 5 ml, un contenant
5.8 myg d'acide 4-oxo-sébacique (104) et le second, sans inhibiteur (Emoin). Aprés
24 h d'incubation & température ambiante, l'activité spécifique est déterminée. La
sclution contenant linhibiteur montre 22.4% d'activité spécifique comparé au
témoin {(100%).

1 ml de chaque solution est placé dans une poche & dialyse et chaque solution est
dialysée séparément dans 2.5 | de tampon phosphaté (0.1M NaP, pH=8.0, 12.3 mM
mercapto-éthanol, 10 mM MgCl-6H2O et 10 uM ZnCla). Apres 66 h de dialyse &
4°C (un changement de tampon a été entre temps effectué), les activités
spécifiques sont & nouveau déterminées. La solution contenant linhibiteur
montre 2B.5 % d'activité spécifique comparé au témoin (100%). L'acide 4-oxo-
sébacique est un inhibiteur décrit comme é&tant irréversibla,

b fsulfa

Les résultats des composés dont une valeur de Ki ou Ki' 2 été donnée sont
donnés dans les tableaux qui suivent. Les différentes concentrations en inhibiteur
sont notées dans la seconde ligne. Ki1), Ki{2), Ki(3) et Ki(4) sont calculées suivant
les méthodes suivantes: Linewevear-Burk, Hanes, Eadie-Ofstee et Michaelis-
Menten.

Pour les diacides et diacides mixtes slow-binder {aucune valeur Ki'ne leur a éié
attribuée), ce sont les tests de différenciation réversible/irréversible, slow-binder
qui sont donnés.

Trois cas de problémes de détection sont également montrés,
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ALA [uM] | 1-Amino-4-niro-butane-2-one 3) :.ﬁ@ T-0x0 ALA (50) [pM] Acide acéroxy-acétique (51) (M
0 3.93 787 15.7 0 1422 mﬂ.w_ 3318 0 5758 11516 | 17274
0.320 0.304 0.259 0.171 (0.6014) [(D.573) [(0.555) [(0.543) [0.346 0.303 0.258 0.26]1
79.4 0.337 0299 0.246 0.176 (0.592) 1(0.587) |{0.534) |{0.536) ]0.334 0.321 0.263
0.363 0.307 0.279 0.175 0.436 0.403 0.390 0.346 0.3720 0.360 0.338 0.293
99,2 0.354 0.326 0.203 0.196 0.420 0.418 0.378 (.352 0.364 0.351 0.336 0.304
0.386 6.329 0.307 0.228 0.457 0.434 0.383 (0.345) |0.383 0.377 0.357 .324
119.1 0.366 0.309 0.219 0.457 0.406 0.400 0.407 0.372 0.360 0.320
0.392 0.370 0.321 0236 0.523 0.491 0.458 0.444 0.400 0.401 0.380 0.360
158.8 0411 0.366 0.310 0.239 (0.519 0.477 0.453 0.437 0.400 0.398 0.374
0.426 0.373 0.337 0.265 0.541 0511 0,489 0.479 0.430 0.427 0.409 0.388
198.5 0.426 0.388 0.321 0.274 0.543 0.510 0.433 0.484 (.444 0.426 0.409 0.396
0.471 0.436 0.390 0.315 0.614 0.573 0.355 0.543 0476 0.464 0.453 0.436
3970 |0.457 0.293 0.321 0.592 0.587 0.534 0.536 0.463 0.462 0.453 0.432
Vmax (1) {2.00 1.84 1.68 1.58 2.75 2.62 2.50 2.61 1.99 2.07 2.04 2.10
Kmapp (1) [45.77 50.00 56,11 111.55 |]65.99 68.50 71.55 §7.66 41 65 54.50 3944 §4.06
Ki (1) 42.52 34.84 10.94 (37386) | 26638 10104 13809 26951 16964
Vmax (2) |1.98 1.50 1.72 1.55 2.67 2.61 2.4 2.47 1.99 2.00 T.98 1.98
Kmapp (2) | 44.50 56.50 60.78 10702 [58.19 6742 67.81 74.31 41.80 47,98 53.62 70.73
XK (D 14.57 21.51 11.20 9687 (409706) 1 12568 38946 20750 | 24959
Ymax (3) |1.95 1.86 1.67 1,55 272 2.61 2.43 2.52 1.55 2.04 2.01 2,05
Kmapp (3) 435.44 51.30 54.74 106,50 |63.3] 67.58 69.65 79.49 41.51 51.81 57.04 7878
Ki(3) 30.46 38.45 1171 21083 | 24437 12983 23205 30781 19239
Vmaz (4) {199 1.88 1.69 1,56 2.70 2.62 2.43 2.51 1.66 2.03 2.00 2,02
Kmapp (4) | 45.21 5371 56.67 107.92  |61.95 68.26 70,01 78.01 41.83 50.69 55.11 75.44
K () 2000 |31.05 11.34 13961 | 18216 [12799 77184 | 34556 | 21499
Valeur Ki(1): 29.9K; (2): 198 K; () 26.9 Kj K (1): 18396 K (2): 11127 K 3) 19501 Ki(1): 20911 Kj (2): 34588
moyenne (4): 21.1 Kj (d): 14992 K; (3): 24405 Kj {4): 27746

Préincubarion: 35 min Incubation: 14 min

Préincubation: 33 min Incubation: 14 min

Préincubation; 32 min Incubation: 14 min

Nombre de rests: 4

Nombre de 1ests: 5

Nombre de tests: 3




A M) Glyeyl-glycine (52) (M) T Amino 1vulinaie de MEthyle (33) (UM] | ACISc 1-methylene 1évulinique (54} [HM]
0 31622 | 52705 | 185 | O 1750 2017 0 1405 | 2800 | 3619
0285 |0.295 |0.278 264|031 0331 0300 |0297 |0.320 | 0.249 [0.246 {0207
79.4  |0.201 0264 (0272 (0268 Jo.is1 |0320 0312 (0299 Ja3s  |0263  |0.220 f0.221
0347 [0322 0302 10208 [0.393 0350 0345 [0.315 [0.389 |0.298 |0.268 [0.232
982 |@©315 [0321 (@254 [0.28% 0391 [03s6 0347 o311 l©326 |0283 0267 |0225
0.366 [0.359 |0.329 0319 J0.397 [0.392  {0.358 [0.343 [(0.410) | (0.266) |{(0.284) |(0.187)
119.1  |0.368 0343 (0324 0327 J0.399  |0.367 [0366  |0.351  ](0.380) |(0.226) |(0.190) |(0-246)
0385|0375 | (0.495) | (0.416) [0.439 |0.403 [0.382 |0.366 |0439 |0318 |[0.280 [0.240
1588 |0.386 [0.391 _[(0.498) [(0.415) J0.439 0405 |0.380 0358 |0.455  [0.329 (0288 [0.249
0409 (0394 [0.367 |0.384 [0.473 |0.440 |0.400 |0.370 [0.448 [0.336 [(0.274 [0.259
1985 lo392 o400 (0387 0375 [o461 o425 0391 |36 loast [0345 l0.297 |0.259
0.461 10449 |0.438 [0.428 [0.522 |0.486 0445 |[0.422 [0.495 [0.357 0314 [0.271
397.0 {04352 fo4e6 [0a437 6423 |asi3 l048s lo4s2 |oa22 loa9a lo3ss 10317 |0268
Vmax (1) 12.06 314 195 T.57 T 17 711 192 T.8] 5.37 1.38 1.30 T.12
Rmapp (1) 162.20 | 77.79 | 6802 1 73.58 |55.07 | 54.57 |4707 {4675 |59.65 | 4602 [31.64 |27.96
|n._:: 126163 - - (50095 | 17162 | 22942 784 |317.3 4958
max (D) |00 2.00 1.97 1.92  [2.26 .13 .05 TR1 2.13 1.52 1.31 1.01
Rmapp (&) 135.61 | 63.13 | 69.39 | 68.26  |53.74 _|35.84 |50.72 [47.20 |47.06 | 3847 [32.51 [26.22
‘|n¢ o)) 733843 | 213686 | 324362 . @Bo%0) | 25467 6032|6276 | 707.0
Vmax (3) [2.00 2.03 1.96 1.95 228 Z.11 192 1.30 2.19 1.57 1.29 1.11
Rmapp ) |95.66 | 68.80 [ 6828 | 71.70 |54.09 |54.68 4695 |46.34 [52.26 |43.68 | 30.66 |27.69
|w.mé 133948 | 232444 | 156039 - 19181 | 24413 7153 | 3987 |633.2
max (4) | 2.00 7.04 1.05 1,94 328 717 103 T.81 .18 7.36 1.30 T.11
Kmapp ) | 36.00 166,71 | 68.6d |7044 |54.24 |3506 |47.85 [46.75 |51.49  |45.20 [31.02 | 27.57
|ﬁﬂ @ 165344 | 233494 | 286147 8 21843 | 25484 6642 | 425.7 | 6416
Valear K (L) 126163 K (0): 256064 Ki (3): [ (1) 20053 K (2): 29467 K O3y 21707 Ki(1): 429 K; (2): 646
moyenng 207477 Kj (4): 228328 K; (4): 23660 K; (3): 582 K; (4Y: 579
Préincubaiion: 36 min Incubation: 14 min [ Préincubauion: 36 min Incobadon: 14 min | Préincubadon: 29 min Lncubation: 14 min
Nombre de tests: 5 Nombre de 2515 3 Nombre de tests: 2
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AlpM] | 3-Méthylene _?ﬂ:ﬂ._ﬁnnamﬁw_o {55) |Hydroxylamine nnm.uﬁmm Ievulimque (56) 4-Nimo-butane.1,2-diol (§7) [1M]
i mg
0 3792 | 6320 3548 ] 7500 L_J.aoo 18200 0 1540 3080 ] G100
0.3317 [0.288 | 0224 j0.176 [0.385 | 0306 | 0202 |0.242 [0.338 |0.372 10363 10331
794 o358 (0280 |(015m {0192 {0206 [0312 [0284 [D260 [0.389 |0.366 0369 {0.340
(0.385y [ (0.287y 1(0.2277 [(D212) |0.392 {0359 [0.328 |0.270 |0.440 |0.423 0422 |0.39]
992 |(0.400) [(0.321) [(0.269) [(Q.224) [0.381 [(0.322) [0315 0272 10445 0429 0406 [0.387
— J0360 |0.334 |0.280 |0.284 |0.388 |0.367 |0.344 | 0.306 (0.475 [0.447 |(0.460) |0.431
1191 o419 [©256¢) |0275 10211 ]o.382 |0.374  |0.342  [0.320  |0.465 | 0.455 | i0.454) |0.439
0.39%  [Q331 |03272  |0.238 0434 |0410 |D.392 | 0340 |0.328 |0.505 [(0534) |0.485
1588 {0446 (0339 10272 10240 10450 'o415 10366 |0.356 0530 [ 0.510  1{D.566) ]0.495
0.456 |D.356 | 0.209 |0.254 |0.363 |0D.447 (0D.417 10,387 [0.532 [0.549 [0.530 {0503
1985 10445 0343 (0201 (0249 10.459 J0441 [0415 1038 10557 [0541 |0.540 ]0.525
0.538  |[040% | 0336 |0.271 |0.499 [0494 |0.473 |0.464 |0.639 [0625 [0615 |0.595
397.0 0,523 0393  (0.334  [0271 0512 ]0498 | 0474  [0.465  J0.619 | 0.617  {0.604 [0.590
Vemax (1) 2.2} 1.61 1.47 1.22 2.22 7.28 2.20 230 2.93 2.04 2.85 2.97
Kmapp (1) |39-26 | 41.05 | 53.80 {5509 [53.27 |70.55 | 9007 |113.00 7433 |83.14 |80.71 [99.38
JN._m ) B548 (62274 | (1168613 24045 | 18818 | 16207 12977 | 15822 18260 |
Vmex (2) |2.44 1.69 1.45 1.16 220 2.22 220 2729 2.8 2.80 280 [2.77
Kmapp (2) 183.07  [43.29 | 50.46 | 43.84 |50.79 |64.80 |80.35 |111.52 [67.13 |76.15 {7583 |82.22
P2 _ 4126 9779 OB88 28377 | 22336 | 15122 11461 | 23766 | 27404
Vnix (3) | .24 1.68 1.45 T.20 7.1 25 2.3 2.20 .80 | 2.50 7.83 2 .56
Romapp () 62.37 __[40.22 | 5045|5033 |52.02  |67.64 [B4.82 11206 |7138 |7992 |7896 |90.07
e G885 (26749) | (36987) 25977 | 20618 | 15760 12876 | 20004 | 23526
Vmax (&) |2.37 1.67 1.43 1.9 (2.21 2.24 Z.02 2.30 287 Z.85 2.92 281
Kmapp (4) |75.59  [40.75 (5030|4852 |52.34 [66.73 |B266 |112.68 |[69.56 |78.13 [77.55 [85.98
Y] 7392 12570 | 15859 R371 | 32441 | 15787 12455 | 26814 | 26096
Veleur Ki (1): 8548 Kj (): 7931 K; (1): 10600 K (2): 21912 Ri(1): 22336 K; 2): 20877 |
mayenne K (3): 6885 Kj (4): 11940 Ki (3):20788 K5 (4): 22200 K;j (3) 21801 K; (4): 21803

Préincubaiion: 33 min Incubaiion: 14 min

Premcubation: 41 min Incubanon: 14 min

Préincubanon: 34 min Incubavon: 14 min

Nombre de iests: 2

Nombre de tesis: 3

Nombre de tesis: 2
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1M} Diacide mixte (117) (M) NN-diméhyl-ALA (59) [ M] Acide 6-(N N-dtméthy|-amino)-4-0X0-
hexanoique (60) [pM
(6] 2.3 4.0 0.3 0 1366 | 3110 | 4334 1] 1740 | 2900 | 4060
0.343 0310 |0.218  [0.218  [0.421 ) 0318 {0302 |0.363 259 (0214|0191
794 10328 (0305 (0286 (0238  ]0.434 {0350 [0324 |0.205 {0354 [0252 [0212 (0197
0380 [0.35¢ [0324 |0263 0451 [0.388 |0.366 |[0.356 [0.397 |0.292 ]0.248 |[0.226
99.2 0368 (0355 (0313 10241 ]0.453  |0.380 10360 (0354 J0.405 (0274 0245 [0213
0,402 [0.378 |0.330 J0.28%8 |0.479 |0.422 |[0.386 |0.361 |0429 |0.307 [0270 |0.248
119.1 0410 0377 {0324 0286 [0.477  [0.406 0.361  [0.440 [0.314 [0269 [0.239
0.436 [0411 0370 [0.319 |0.5i4 [0453 |0427 |0.412 |0477 [0.328 |0.29% |[0.273
1588 0428  |0402 (0365 10319 [0.506 0441 10427 lo0.385 0471 [0330 {0301 [0.27S
0457 |0426 |0.410 |0.338 |0.540 (0474 |0.441 |0.423 |0499 |0351 |0.313 [0.299
1985 0467 10423 {0397 {0340 0526 0459 (0432 |0419 0489 |0348 0317 [0.28%
0.511  |0.460 |0.32 0.384 |0.620 |0.530 [0.503 0.272 J0.568 |0.385 |0.355 |0.315
3970 {0499 |0468 |044: 0382 0606 0525 (0501 {0.476 ]0.555 |0.395 0347 |0.330
Vmax (1) | 2.27 Z.02 2.00 | 1.86 756 730 7.25 215 2.54 .73 .09 159
Kmapp (1) [58.64 | 5914 | 65.92 | 88.10 [46.23 |55.07 [63.62 |65.31 |65.16 |60.47 |80.28 |87.80
I.NL:: - 3681 | 18.21 9758.50 | 8267.70 | 10549.5 . 12497.6 | 11685.0
Varax (3] |2.20 204 .94 11.76__[2.66 7.30 227 210 2.49 T.71 1.38 1.47
Rmapp (2) | 52.18 | 51.05 | 59.17 7551 }53.64 |53.21 |60.58 |60.03 (6113 [5617 |65.60 |69.59
K , - 3311 (3313 63753) | (34037) | (36549) - 388765 | 29336.6
Vmax () 2.25 2.08 1.08 1.51 2.58 2.30 2.23 211 2.51 1.3 1.64 194
mapp () | 96.24 5518 | 63.79 | B82.38 [47.64 |5494 6166 |[6120 [63.27 |58.50 173.27 |80.20
Ki () . 3404 | 15.68 12177.5 | 10567.7 | 15296.8 . 183483 [ 151728
Vmax () 12.23 | 200 .57 1.79 Z.81 30 [ 2.29 7.1 7.50 L.7Z .62 1.52
Rmapp (4) | 24.89 [ 53.81 | 62.81  [79.36  |49.68 |54.94 {6009 [61.06 [62.22 | 57.58 [70.14 | 76.01
|n._m @ - 3245 20.52 17624.1 | 136600 | 19007 6 - 22782.5 | 18318.5
Valeur 100 27.5 Ki (2): 336 Ki (): 9525 K; (2): - Y (1): 12001 K; (2% (34107)
moyenne Xi (3): 26.9 Kj (4): 26.5 K; (3): 12680 Kj (4): 16764 Kj (3): 16761 K; (4): 20551

Prémcubation: 43 min Incubation: 20 min

Preincuvation: 17 min Ingubation: 14 min

Préincunation: 40 min Incubation: 14 min

Nombre de tests: 4

Nombre de wes15: 5

Nombre de tests: &
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ALA [uM] Acide soceinamique(61) [|UM] ACIde 3-Cyano-1Evulimque (62) (M) Acide u'ﬁm-am_rw__u.r__g_v_mc:_ﬁizn (03)
0 3600 | 9200 ] 13800 0 53.9 ] 1008 | 213.3 0 T840 00 | 8960 |
0.307 |0.289 [0.2714 |0.255 |0.298 [0236 |0.206 |0.171 J0.396 |0.310 |0.278 |0.213
794  |0311  [0.299 0264 0296 (0246 (0213 [0a71 {0404 (0333 0284  [0.230
0323 |0.282 [0284 [0.280 |0.318 (0273 [0229 [0.175 |0&38 |0.375 10322 |0.272
99.2 Jo312 |0302 0204 0281 [0323 |0262 |0222 |0.183 {0442 10373 0322 |0.259
.- 0347 (0333 0319 [0.288 |0.311 (0260 [0.232 |0.187 (0478 [0405 [0364 {0310
119.1 [0.345 |0.341 0288 |0.316 0246 |0225 |0.188 {0475 [0399 [0.350 | 0.300
0361 |0.334 |0323 0333 |0.356 |0292 [0237 |0.195 |0496 |0.443 [0.354 0345
1588 |0.357 10368 (0343|0276 0284 [0254 [0.199 0487 0451  |0.402  |0.359
0390 |0385 0362 03353 |0.394 {0335 [0266 |0.211 |0.535 0496 [0424 [0.387
1985 |0383 [0375 (0361 (0351 }0.378 10306 |0262 |0.205 0532 0479 |0.428 |0.392
0.424 |0413 |0D.41a [0.402 [0.444 10,327 |0.267 [0.211 |0.606 |0.571 [0.542 |0.497
3970 (0422 [0412 (0408 0394 |0.436 {0332 0282 [0.214 [0.597 [0.569 |0.533 |0.484
Vmax() | 1.75 T.76 1.78 1.70 1.85 1.2 T.22 0.85 7.6 7.75 Z.61 281
Kmapp (1) [41.78 [ 4875 [56.59 | 58.87 |52.92 4298 |[3694 |28.26 |54.89 |54.64 | 112.00 |175.78
Ki (1) 27574 25954 | 33737 232.97 |249.10 | 246.93 5302.58 | §151.22 [ 4068.22
Vmax (2) | 1.81 T.81 152 T.70 1.03 .41 .15 X7 7.63 2.60 563 7.63
Ronapp (&) |44.86 | 5377 | 6113 | 69.66 |63.71 |41.22 | 3297 |24.30 5671 | 85.14 [ 115.97 |155.11
|m._:s 23160 | 25366 | 24962 98.75 | 115.58 | 132.86 671497 | 6124.60 | 5163.84
Vmax (3) |1.78 1.76 1.78 1.72 187 .41 116 | 0.80 7.61 2.71 2.02 2.68
Rmapp () 14217 [47.32 5736 |60.79 _ [34.30 _|41.05 [ 34.77 |27.80 |34.60 191.46 | 112.05 |161.27
In._:s 34212 | 25541 | 31254 165.80 | 190.97 | 225.26 5688.12 | 6082.51 | 4586.26
Vmax (4)_[1.79 1.79 1.30 1.16 1.02 1.42 1.16 0.86 2.62 2.70 3.83 7.64
Kmapp () [4348  [5183 5016|6602 |59.619 (4344 [3488 [27.45 |35534 [50.07 [11420 |154.96
Ki (&) 23953 | 25511 | 24620 14466 |151.93 |184.35 6118.79 | 6017.26 | 4577.38
Valeor [ R; (1) 200 T02): 24306 K (3 G IR () B O 1ol Or 19K (3| K ()X 073 K (or
moyenne Kj (4): 25361 160 K; (4): 5704

Préincubation: 30 min Incubation: 14 min

Préincubation: 30 min Incubanon: 13 mim

‘Préincubation: 36 min [ncubation: 14 min

Nombre de tesis: 2

Nombre de tests: 6

Nombre de wsis: 3




-144-

ALAQUM] | Acide 3-Tluoro-Ievalinigue (65) [4M] | S-Tluoro 1évilinate de méthyle (663 (1M] | Acide uu.m.&:womﬂ?zmasﬁ ®7 |
Jl
4] 203 Y70.00 | 358.1 0 TOS8 2115 d231 (1] 20,9 160.7 | 3213 |
0.301 0.197 [0.I38 (0073 (03085 [G.1B7 |0.13% |GO8B7 {0371 (0344 (0309 [0.28%
794 0337 10174 }0.123 {00561  }0.299 |0.189 [01234 [0.089 J0.358 [0.326 10303 [0.262
0329 [(0300) |0.169 |0.100 [0.337 |0.220 [0.177 | 0.115  [0.400 |0361 | 0.336 [0.294
99.2 Jo319 [02s54 0128 |01t Joza2 10217 o173 |0azy Jo.4or 0350 0332 |0.292
0327|0247 |0.186 |0.127 [0.350 |0245 [0.194 [0.132 (0.412 {0.378 |(0.337) |0.302
119.¢ |o.311 J0248 0185 0118 ]0.347 0248 Jo0.193 |0.139 J0.413  [0.378 [ (0.333) |0.298
0372 0263 0197 |0.151 10.387 0292 [0.229 |0.163 |0.449 | (0450) | 0375 10317
1588 [0.405 {0260 0220 0153 Jo.39? (0291 (0233|0164 |o454 jo.a12 (0357 {0319
0373|0306 (0229 |0.132 [0.393 |0311 | 0.258 |0.191 0486 (0433 |0.387 10.344
1985 lo3s7 [0305 10284 (0154 10390 0319 |0263  |0.187  Jod4s4a 0420 0392 |0.340
— 10430 [0351 |0323 |0.219 |0428 |0364 [0317 |0.276 [0.333 |0491 |0.434 {0.366
1970 10404 |0357 0285 (0230 |0439 (0369 [o0327 |0.263 J0.362 0481 10434 [0.368
Tmax (1) 11.76 1.78 203 a6 1.40 701 ya¥) 2.38 742 208 1.%4 1.57
Kmapp (13 {43.28 107.77 | 260.98 | 586.81 |47.80 |138.12 |250.18 |449.70 |59.03 |4993 |44.68 [42.30
K _ 60.08 |39.19 | 2851 562 301 504 440.76 | 500.23 {826.14
Vmax (2) | 1.78 1.8 1.75 1.55 1.55 183 | 1.82_ [1.02 2.8 11 1.50 1.56
Rmapp (2) 145.03 | 94.33 | 180.60 |315.73 |43.84 | 111.20 | 177.63 | 332.80 |64.19 |52.82 |45.68 |40.92
|wm 93] : 8198 |56.70 |59.60 689 691 642 37318 42830 [565.04
Vmax (3) 11.77 1.9 1.77 113 1.97 1.00 1.84 193 2.44 2.00 1.84 1.56
Kmapp 03) 143471 | 8042 [19198 | 182.48 |46.05 | 122.66 | 180.80 |309.41 |60.26 [50.63 |44.86 [41.77
|nm 3 10531 [ 3241 111.98 635 722 739 42234 | 468.00 |725.88
Umax (3) [1.75 1.68 1.75 T.46 187 1.5 T.81 1.86 7.46 7.10 1.55 136
Remapp () |44.96 | 92.16 | 184.86 | 280.19 |45.50 [ 115.17 | 173.98 [315.84 [062.27 {5143 | 45.28 [41.73
[ K; (N B83.44 | 3670 | 67.53 691 749 712 uﬁ.@.ﬁiwm.: 63376
~Valcur | R (1) 43 K1 (3): 60 K; (3): D0 K3 (4): 69 K () 522 7y 5K (3): 600 K; (1) 388 K (2F 43
moyenne K td): N7 K; (3): 539 Kj (4): 488

Préimcubauon: 30 min Incubation: 14 min

Préincubation; 30 min Incubauon: 14 min

incubation: 45 min Ingubatign; 14 min

Nombre de tests: 4

Nombre de tesis: 3

Nombre de iesis: 4

—
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Partie expérimentale

Prémcubanion: 34 min Incubation: 14 min

Prémcubation: 30 min Incubation: 14 min

1ncu

Ation:

ALA [AM] Trifluoro-aceryl-glycine (68) (M) N-ammsaﬁwwmﬂﬁsagﬁxi_m "A-Nitro-benzalgenyde (713 LM
W

[ R322 Tdzt3 | 19888 1] 4621 Tie | 10783 ] 53] 1047 1465

0359 |0.418 (0290 [0.250 10383 10024 10215 (G170 |0.38% | 0341 0317|0272

794 }0.381 (03209 0278 [0.241 o274 0231 10207 |0173 ]0.399 0353 {0303 |0.297
0405 0365 |[032Z1T |0.284 |0.30% |0280 |0.3227 [0.199 |(0.330) [(0.380) [0.340 |[0.305

99.2  J0.409 {0356 0322 |0.280 10315 (025 (0226 [0.194 0417 [0336 (0330 ]0.335
. |04Z97 |0385 (0340 | 0308 (0.319 |0.278 |0.237 (0217 [0465 |0.417 [0.350 |0.354

11917 0445 10390 (0346 [0.312 J0.226 (0265 (0228 0219 o448 (0419 10391 [0.353
0.460 (0416 0392 [0.346 |0.326 |0.285 |0.262 [0.232 |0504 [0.448 10418 [0.392

158.8  10.467 0426 [0400 |0.349 10343 (0292 [0.260 (0237 10495 |0.4%4 (0421 |0.376
0.493 0.465 |0414 |0376 |0.380 [0316 [0.280 02348 0533 [0.A91 0445 [0.417

198.5 10486 10462 (0416 16372 10368 (0310 (0279 (D24p 0533 |pD482 [0431  |0.423
0.546 [0.313 [0.500 |0.465 |0.404 |0.346 |0.315 0277 |0.580 |0.545 |0.506 |0.477

970 |os5% {0513 10488 10462 |0.407 |0352 |0307 |0272 0.543 | 0.508 | 0.483
Vmax (1) | 2.37 2.41 231 7.26 1.75 1.53 1.35 1.2% 2.04 3.4% Z.36 221
Kmapp (1) 5163|7672 | 8653 | 109.80 [49.75 |59.45 |55.00 |70.81 6153 | 67.98 |79.19 |B84.59
K (1} 175365 | Z101L.4 | 176423 73702 | 72986 | 25472 {5950) | 3648 3909
Vmax (2) |2.34 2.37 2.31 2.27 1.76 1.54 T.37 T.22 2.80 PR %] 2.32 T2L
manp () | 29.21 G708 | 8707 11093 {4023 [ 57.69 [57.75 |GD.18  |58.20 [63.85 |74.70 178.63
Ki(Z) ) 223473 | 183609 | 158453 31116 | 51446 | 54434 (6468) | 3693 4173
Umax (3) §2.35 2.37 | 231 735 1.75 1.54 1.36 1.25 2.63 246 2.9 2.25
[Kemapp (3) |50.64  [72.74 (86,58 [109.09 [4930 | 5811 [55.76 (65.02 |60.78 |66.59 7733 [81.90
K (%) 19527.3 | 20012.2 [ 17228.0 25860 | 58778 | 33816 (6570) | 3845 4216
Vmax (3) | 238 2.35 231 2.26 1.76 1.54 137 T.24 243 .45 yRY) 2.03
Kmapp (9 150.09 7090 | 86.97 10087 [50.08 | 57.99 |57.32 |63.12 |60.26 |65.61 76,34 | 80.30
Ki (D) 20512.5 | 19290.3 | 16661.7 20258 | 53276 |4iall (7073 |3923 4405

Valeur K (1): 18732 K| (2): 1BRB3 Ki (1) 40720 K; (2): 45665 100): 3TIE K (2): 3543
moyenns K; (3): 18922 K (4): 18822 Ki (3): 30485 X (4): 41315 Kj (3): 4090 K (4): 4164

min Incubation: 14 mn

ombre de 1ests: 3

Nombee de 1ests: 4

Nombre de 1ests: 4
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ALA {uM] Acyde phthalaldéhydique (72) [pM] ?mﬁm:u_-m-n%%q“w:hwﬁag?nénn B-mtio-hexane-2,3-010ng (76) [LM]
0 653 12.00 | 25.32 [1] 2328 | 3423 0 0.31 1.62 324
0,377 0.298 0.249 0.186 0.3449 0.360 0.351 (.34% 0.469 0.445 0.449 0.403
794 0.374 0.316 (.250 0.194 0.348 0.355 0.349 {1.354 (.450 0.44] 0.417 0.356
0.407 0.314 {1.278 0.205 0390 0.383 0.393 (.391 0.505 0.485 0459 0.433
99.2 0.407 0.323 0.276 0.214 0.391 0.339 0.423 0.380 0.487 0.485 0.470 0.444
0.435 0.338 0265 0.214 0.385 0.404 0.406 0.403 0.521 0.507 0.443 0.473
119.1 0.441 0.337 0.279 0.209 0.399 0.406 0.416 0.406 0.528 0.512 0.494 0.470
0.453 0.353 0.260 0.198 0.444 0.429 0.448 0.441 0.547 0.524 0.513 0477
158.8 0.464 0.357 (0.284 0211 0.444 0.454 0.453 0.441 0.544 0.538 0.50% {0.544)
0.457 0.3563 0.301 0.214 0.456 0.473 0.430 0.463 0.568 0.529 {0.482} |0.509
198.5 D.454 0.374 0.306 0.230 0.456 .462 0.463 0.458 0.541 0.538 (0.542 0.506
0318 0389 (0314 [0.2Z3  [0.509 0312 [0510 |0.505 0618 | 0.590 0582 |[0.551
397.0 0511 0.385 0.321 0.230 0.518 0.505 0.504 0.504 0.609 0.590 0.531 0.542
Vmax (1) 12.15 1.61 1.28 0.1 358 2.45 2.36 2.32
Kmapp (1) 137.70 26.60 25.830 17.11 3410 32.85 31.69 3582
i (1) - 2313 27.45 21.04 21.47 21.30 -
Ymax ﬁ-n.v 216 1.59 1.31 0.91 2.56 2.44 2.29 229
Kmapp (2) [38.30 27.67 20,03 14.83 35.04 32.78 26.13 36.49
1(2) - 1648 .65 19.85 11.75 475 -
Vmax (3} 12.14 1.61 1.28 0.90 1.54 2.43 2.33 2.30
Kmapyp (3) ]36.82 1936 2509 15.89 33.74 3197 30.51 37.45
K3 - 2491 27.08 19.22 14.63 15.30 .
Vmax (4) 12.13 1.61 .20 0.51 754 .40 234 2.30
Kmapp (4) |36.30 129.25 | 26.58 | 16.61 35.84 13200 12989 [37.29
i (4) - 25.89 34.27 2125 14 09 12.26 -
Yaleur K (1): 23, .ﬂmlﬁu" 253 K (1) Ky (2 Ki (1): 214 K (2): 82
moyenne K;j (3): 23.7 K; (4): 27.1 Ki (3): K; (4): Ki (3): 15.0 K; (4): 13.2

Préincubation: 32 min Incubalion: 14 min

Préincubation: 34 min [ncubation: 14 min

Préincubation: 33 min Incubation: 14 min

Nombre de tests: 5

Nombre de 2sis: 5

Nombre de tests: 3
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ALA [uM] Acide acéto-pyruvigue (77) [UM] AcZio-pyTuvalc 0c metnyte (18) (v Acide a,m.Eokw.m.Hmsw_.zoEmnoﬁﬁ
{79) [uM

0 149 20.8 59.4 0 278 483 648 0 68 113 159

0320 |O0311 0208 0275 J€0.2L7) | (0.281) |(0.300) |(0.312) |0.3d42 |0.2956  10.259 |0.244

79.4  [(0.284) | 0311 10293 10270 {©263) |(0.293) (0287 |(0235) |0.361 (0298 ]0.271  |0.249
0371 [0.323 |0298 10230 {0372 |(0301) [0.344 10331 [0.3591 |0.318 10.303 [0.275

99.2 {0366 0328 Joz293 lo277 o406 | (0.295) (0344 [0.312 0385 0333 0293 ] 0.265

= 10381 10367 {0333 [0316 (0438 (0404 |0369 [0339 [0421 [0.363 (0325 (0301

1191 |.345 lo362 |0347 J0307 J@400) |0398 (0373 l0.353 |o40g 10356 |0.319  |0.283
0420 [0.378 [0.367 [0.325 0483 [0418 |0.404 [0.372 [0.459 [0.390 [0.350 [0.310

158.8 o410 [0380 (0360 0321 o473 [0430 [0380 0381 o467 0389 0335 0304
0381 10354 |0.344 0503 |0.459 |0429 |0.407 |0.508 [0.412 |0367 [0.324

198.5 0,399 (0370 0343 {0499 [D455 [0422 |0.401 ]0499 0416 |0364 |0331
0472|0435 0388 |0.358 {0577 |0525 |0463 |0.440 |0.535 [0.450 |0410 [0.358

397.0 0472 |0433% 0408 [0377 o560 0508 | (0427 |0.450 10550 [0446 [D400 [0.354
Vmax (1) | 2.10 T85 T.13 1.57 2.63 725 0 199 755 2.05 1.82 T.56
Rmapp (1) | 32.34  [44.23 | 44.24 |41.53 |71.88 | 5711 5245 159.81 [70.73 [62.16 | 60.37 | 50.35
Ki() 7909 | 138.41 |Z224.21 1075 1250 (3213 493 638 393
Vmax (2) |2.03 1.55 108 {136+ |2.37 2.28 2.00 95 2.48 1.96 1.77 1.53
Rmapp (2) [46.30 | 43.64 | 3859 | 39.73 [66.67 |60.27 4893 [55.75 {64.21 [52.70 [55.14 |46.38
|N.mm 3] _ 243,80 | 148.75 | 359.44 2505 1278 3310) 311 6.87 a14
Vmax (3) |2.06 1.4 1.71 1.57 2.50 2.25 2.02 198 2.53 .02 1.9 1.55
Rmapp () |49.27 |43.26  |41.87 |40.67 |68.73  |57.73 5145 |58.67 |69.07 [59.03 |58.06 [45.01
Im.mm )] 106.96 | 168.16 | 281.10 1460 1379 B3779) 399 595 188
Vinax (4) | 2.05 1.85 171 1.57 2.57 327 2.02 1.97 2.52 2,00 %] 1.54
Rmapp (1) |38.41__|43.56  |41.96 _|41.10_ [67.98 5808 | 50.85 |57.82 |67.63 [57.08 | 5656 |48.24
iﬂm 133.46 | 196.34 | 334.20 1823 1375 (3688} 363 603 395

Valeur K (1): 154 K; (2); 251 X; (1) 1162 K (2): 1938 101313 Kj (2): 47
moyenne Kj (3 185 Ky (4): 221 Ki (3): 1419 Kj (4): 1599 Ki(3): 461 Kj (4): 456

Prémcubation: 30 min Incubauon: 14 min

Préincubation: 31 min Incubation: 14 min

Nombre de tests: 3

Nombre de tests: 7

Nombre de tests: 4
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ALA [uM] | 4,6-Dioxo-5-fluoro-heptanoate de méthyl Acide 4-0xo-4- ﬁl.oxo.nwn_oroawc- Aride 4-oxo-4-(2-0x0-Cyclohepiy!)-
(80) [uM] a._aaea (81) [uM] butyrique (82) [uM]

0 1046 1744 24417 0 104 08 [1] 561 914 130

0.393 0.255 0220 0.187 0419 o.mou 0.354 |0.300 [0.200 |CG.217 0.187 |o1z4

79.4 0.388 0.234 0.221 0.191 0.404 0.374 0.3446 0.299 0.267 0.207 {0.148) 10.110
(0.473) |[0.294 0.258 0226 0.438 0.414 0.393 0.332 0.327 {0.271) 10.198 0.199

99.2 0.426 0.279 0.251 0.215 0.444 0.403 (.339 0.338 0.324 {0.228) |0.185 0.191
0.460 0313 0.274 0243 [0.495 0472 0.405 (0at6)y |0.378 {0290 0.263 [0.233

119.1  ]0.459 0.309 0.273 0.243 |0.518 0.450 | 0.415 0.363 0.343 | 0.269 0.253  [0.225
0.504 0.339 0.286 0.270 $.553 0.499 0.438 0.376 0.434 0.323 0.268 0.234

158.8 0,500 (.333 (.28% (0.368) {0.547 0.473 }.441 {3.368 0.406 0.308 0.275 D.231
0.520 0.351 0.319 0284 0.571 0.497 0.447 0.399 0.482 0.359 0.292 0.252

168.5 0.526 0.343 0.314 0.283 0.564 (0.453) | 0.463 (.384 (0.465 0.358 0.275 0.245
0.602 0.399 0.340 0.312 0.645 0.540 0.511 3.420 0.551 0.389 0.342 0.301

397.0 0.577 0.398 0.345 0.312 0,620 0.570 3.512 3.420 0.536 0.396 0.345 0.299
Vmax {1} |2.61 1.85 1.57 1.52 2,92 2.43 2.21 1.83 2.95 210 1.70 1.35
Kmapp (1) } 58.72 71.82 63.37 81.98 06,53 5125 49.42 43.85 137.4 1206 103.2 74.8
Kj (1) 1685 (22023) | 6165 174,41 |300.39 |[396.82 4027 2818 1563
Vmax 2.39 1.78 1.50 1.40 179 2.39 2.20 1.77 2.73 1.87 1.61 1.38
mapp 56.77 6345 54.88 63.54 57.56 47.56 48.90 37.40 116.4 89.5 §9.5 80.86
Jn._m (2) _ $880 20477 247.31 | 587.25 | 385.87 1863 3110 2076
Vmax (3} }2.60 1.80 1.54 1.46 2,88 2.41 2.20 1.80 2.83 1.93 1.6] 1.33
Hsmnu (3) 158,03 66.03 59.44 72.69 §2.33 4916 48.50 40.83 126.5 103.5 88.4 71.5
Kj (3) 7587 9666 19410 | 36676 [395.01 2519 2161 1701
Vmax (4) |2.60 T.80 1.52 1.44 2.84 2.40 2.20 1.80 2.78 1.93 1.61 1.36
Kmapp (4 | 57.51 654.86 58.13 69.23  [61.02 48.85 48.46 {40.13 1205 {96.2 88.7 76.8
— K (d) 8184 11983 208.73 | 401.26 |399.57 2223 2610 | 2295

Valeur Kj (1): 5426 K; GV 14683 j (i) K {2):40 ; {13: 2803 Kj (2): 2650
moyenne Kj (3): 8626 K; (4): 10083 Kj (3): 319 K; (4) 337 Ki (3): 2127 K;j (4): 2376

Préincubation: 27 min Incobanan: 14 min

Préincubation: 30 min Incubanon: 14 min

ncubaton: 33 min Incubation: 14 min

Nombre de 1esis: 1

Nombre de 1es1s: 4

Nombre de 1ests: 4
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ALA [uM] u.ﬁ.zmna-uncumoﬂw_w.mﬁ_o_ﬁne.o_..o (B3) F-Méthyl-acéiyl-acéione (34) (1] 3-Fluorg-acétyl-acétone(85) [LM]
1)
0 700 718 8.37 ] 14070 | 23451 | 32331 0 7578 12629 | 17681 |

0.230 [U.321 [0.280 10257 [0.359 (0333 (0308 [0.273 [0.364 [0314 [0.282 [|0.242

79.4 0267 0320 |0316 (0242 |0368 |0334 |0307 0276 0371 |0314 |0282 0251

0377 0391 [0.342 (0301 (0412 G373 |0.331 (0307 (0417 [0355 (0310 {0.278

02 0383 0391 0357 {0296 o420 10372 (0330 (03208 {0404 0346 [0313  [0.275

0307 |0.415 [0.361 0315 [0.451 (0.375) | 0.365 |0.330 [0.437 |0.382 (0.339 [0.305

1191 o297 0400 0365 [0326 0437 |0404 [0.362 10349 0437 0376 0331 | 0.292

0.479 |0.454 |0427 |0367 |0.500 |0422 |0.395 |0352 |0.474 |0405 |0.458 [|0.321

1588 0492 0460 0368 [0.360 J0.482 (0417 (0301 |0.354 0479 |0404 |0357 |0.323

0.515 |0.482 [0462 [0.398 |0.502 |0.445 |Q.416 |0.377 |0.508 (0433 [0.388 [0.346

1985 Josz9 (0490 |0462 0395 0519 [0.438 0400 |0.377  |0.s02 {0424 [0383 [0.342

0596 [0.549 (0525 (0460 [0.607 (0521 [0462 |(0.554) [0.587 {0.486 |0.441 [0.401

397.0 |0.587 10558 10.521 0472 |0.580 10512 [0465 |0428 10565 |0479 |0.441 |0.393
Vinax (1} §2.72 2.63 2,95 T.37 2.12 2.23 2.05 1.93 Z.58 2.15 1.95 1.79

Rimapp (1) [73.68 | 83.61 | 93.25 11219 |7275 | 57.43 | 5851 |63.35 |64.64 |60.74 | 63.36 |69.41
3 (1) 1544 [15.38 15.99 53744 | 96356 | (221260) . - -
Vmax (2) |2.67 2.53 2.45 2.24 2.68 2.28 2.04 1.89 2.6 212 1.57 .79

Rmapp (2) |69.28 | 73.04 [83.62 |98.15 [69.35 |61.43 {5758 |59.35 [63.80 [57.90 [65.28 |69.21
A._m ) (38.50) [20.19 |20.08 109131 | 11472 | (194852) . - -
Vmar(3) | 271 2.57 2.50 729 750 2.23 2.04 T.00 2.57 2.14 1.09 T.78

Rmaop (30 | 7246 17682 | 89.03  |103.71 [70.41 |57.08 |57.90 |60.75 [64.05 [359.24 |63.72 |68.78
Ki (35 (B471) [18.27  |19.40 60249 | 108538 | (206468) - . B
Vmax (4) | 2.69 2.55 2.45 2.26 2.68 2.25 2004 1.90 2.57 2.13 1.06 1.78

Fmang (8) [71.11 | 75.27 | 86.94 |100.24 |69.64 | 58.39 |57.76 | 6003 |63.81 [58.57 |64.29 |6B.76
.In._p 4 G5.72) |18.77 [20.43 73026 | 114018 | (205082 - - -

Valeur KiQ) 136 K; (2): 20.1 R (Tx: 14550 R 2y 111927 K- K () -
moyenne Ki(3): 1B.EK;(4): 19.6 Kj (3): 84304 K; (4): 93522 Ki(3):- Kj(4x-

Préincubation: 27 min Incuobation: 14 min

Préincubarion: 28 min Incubation: 14 min

Fréincubanion: 73 min Incubarion: 14 min

Nombne de tesis: 3

Nombre de tests: 2

Nombre de tests: 3
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ALATWMI [ Acide 3-acctyl-levulinique (86} [|LM] Acide 2,6-010X0-5,5-dimethyl- Acide 4,0-010%0-5,5, 7--mmEnyl-
heptanoique (87} [uM] octanoique (£8) [UM]

1] 1731 Taba 13924 1] YKL 0 760 T3 ] 11107

0.422 [ 0.302 |0.265 (0226 [0.341 0327 |0.290 |0.23% |(0482)y 0399 [0317  |0.256

79.4  §0.414 0374 0312 10194 0359 0314 [0.202 (0.262  |0.431 0311 10279
©409) (0400 |0305 |0.255 |0381 [0.351 0324 [0.277  |0.472 |0302 |0343 |(0.269)

99.2 ]0.454 (0402 0358 0262 |0.386 (0350 (0314 |0.274 (0475 [0.393 10343 [0.293
0498 [0.328 0383 [0.296 |0.407 |0.372 |0.333 | 0.267 [0.487 |0.421 |0368 0.312

1191 0493 (0392 |0.386  |0.204 o401 0377 0338 |0.296  J0.492  [0427 (0371|0311
0.506 |0.247 |0423 (0320 [0.433 0401 [0.354 [0.324 [0.548 [0475 {0429 [0.364

158.8 |0.504 (0464 |0424 |0326 |0.417 (0393 |0366 (0327 0554 |0484 |0412° [0.352
0533 | 0.503 | 0431 |0.373 [0440 |D417 |0382 |0.34L |0.591 |0498 |0425 [0.389

1985 [0.528 |0.488 0440 0359 0437 10406 [0377 0335 J0583 [0.511 (0432 10392
0580 [0.543 0509 [0407 [0.499 [0.456 [0.411 |0.377 |0.655 [0.553 |0.506 [0.483

3970 0393 0532 |0507 [0.445 0494 0450 (0396 |0.366 0656 |0579 |0483 0437
Vmax (1) | 2.50 rRH 2.53 pL 200 1.95 1.5 1.63 Z.01 761 2.2 .05
Kmapp (1) {32.78 | 53.84 | 97.24 |145.50 (43.20 [45.24 |43.98 [52.04 [60.88 [71.3] 67.28 17756
ln._m O 144314 | 5861.63 | 6215.43 79264y | () 42682 TT784.1 | (15462} | 40539.2
Vinax (2)_]2.49 2.35 2.36 2.13 211 .53 T.71 T.61 2.91 353 2.22 Z.02.
[ Komapp (2 14225 | 53.25 | 80.19 | 11437 |45.91 |43.01 |38.79 |4882 |60.51 |64.26 |67.03 |76.67
O E 14330.4 | 8309.69 | 274291 ) ) (137793 (763071 | (13623) [41589.3
Vmax (3) | 2.48 2.33 241 2.19 200 1.94 1.74 1.69 3.01 2.5% 7.92 203
Kmapp () |41.74 _ [53.81 [85.60 |121.73 |43.18 [4431 |[42.74 |51.29 |60.89 [6870 |67.11 |71.66
503 12902.4 | 7086.78 | 7787.57 a8 46502 371100 | (77659) | 403282
max (4) ) 2.48 296 239 2.16 Z.00 T.04 .73 T.62 2.00 356 2.22 Z.04
Kmapp (9 |41.33 [ 5445 | 83.07 [116.80 |43.7 4380 4182 |50.70 [61.24 (6111|6707 |[78.45
i (D 12366.7 | 7568.76 | 8326.94 ) (-) 54525 30650.6 | (83330) | 395231

Valeur 5 (1): 8764 K] (2): 10461 Ki (1) 4 2k~ K (1): 34162 Kj (2): 41587
moyenne K (3): 9259 K; {(4): 9421 K; (3): 46502 K; (4): 54525 K; (3): 38720 Kj (4): 44591

Préincubanon: 37 min Incubation: 14 min

Prémcubation: 31 min Incubaton: 14 min

Préincubanon: 38 min Incubation: 14 min

Nombre de 12515 4

Nombre de tests: |

Nombre de 1ests: 5
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ALA [uM] Acide 4-méthyl-4-oxo-4-{2-oxo- 3. -Diméthylacétyl-acétone (20) (M) 3-Hleore- 3-méthyl--acetyl-acélone(P1)
cyclohexyl)-butyrique (8%) [pM] M]
[1] 3059 611% 12237 [V] 11110 18517 25024 0 1 40973

(0.331) |0.343 | (0.358) [0.292 |0.356 {0.361 |0.330 |0.337 [(0.363) |0412 |0.388 |0.363
794  |0368 (0334 [0335 10291 0366 0338 (0337 |0.331  |(0.346) (0396 |0.383  (0.371
0382 [0.383  |0.379 |(0.308) [0.397 [0368 |0359 0354 |0416 [0400 |(0.407)

95.2 10413 {0404 0363 10347  }0.365) |0373 [0.367 |0.360 |0.420  [0403 | (0.421)
0432 |0412 0410 [0.357 [0.426 [0.392 [0.2385 [0.378 [0.445 [0.440 [043% [040&
119.1  }0.436 (0420 (0401 0365 [0.434 10399 10385 10376 |0.467 |[0459 [0428 |0.405
0479 | 0456 |0445 0379 |0.455 {0418 |0403 |0.393 |0.514 [0.497 |0.474 |0.453
1588 10472 | (0425 |0446 10399 [0.466 0408 (0405 |0.390 [0.520 [03501 0474 [0.443
0493 |0489 [0.476 |0.432 |0.482 10430 |0424¢ |0.406 |0.54¢ |0.533 |0502 |0.452
1985 J0.492 0488 |0.477 0432 [0.478 0436 |0466) 10401 Josiae 0525 |0507 10450
0574 [0.534 [0.537 |0.487 [0.572 (0495 |0467 [0.456 [0.652 |[0.604 [0.574 10.549
3970 |0.548 0558 |0527 0482 J0.553 0495 0473 [0451 }0.613 |0602 [0.570 |0.557
Vmax (1) [2.50 2.53 2.46 2.20 2.48 2.07 1.98 1.87 2.97 2.83 2.36 2.9
[Rmapp 1Y 16160 [73.22 _ [7134 17643 [61.40 [4438 (4173 (3630 (8326 (7954 (6514 _|75.30
Ki (1) 16216 37921 | 95417 28070 {30284 | 37492 (210012) | 73649 O

Vmax (3) | 2.48 2.43 239 220 7.30 713 2.00 .ol 2.91 N 2.5 |2.50
Kmapp (2) | 97.08 | 66.54 |6492 7033 |6495 |4993 4340 |40.54 [78.60 |7178 [6352 [70.12
K |- 26612 | 69691 | 32826 36932 [ 3/292 |43.054 {167805) | 85205 (B
Vmax(3) | 2.49 231 2.43 2.21 247 208 1.8 TR7 295 279 238 353
Rinapp () [60-91 [ 69.68 6931|7191 |61.67 4533 [4183 |36.71 |BL21 |7573 |&4.78 |713.43
|n._m €3] 21236 | 44370 | 33883 J082T 139041 | 38128 (141551) | 80776 @]
Vimax (4) |2.49 250 [2.42 2.21 248 2.10 1.99 1.58 2.93 2.71 2.5 2.92
Rmapp (4) |60.49  [68.33 |67.38_ | 71.66  |62.66 [46.79 [42.16 13747 _[7995 |73.10 | 6447 [72.31

Ki (4) 23602 | 52206 | 33137 32756 | 38082 | 38562 (129745) | 85323 5]
Valeur K (1): 20518 K (2): 20719 R (1): 33240 Kj (2): 35093 TR (1) 73640 K; (2): 80205
moyenne Kj (3): 33166 Kj (4): 36315 K; (3): 35997 K; {4): 36467 K; (3% 80776 Kj (4): 85323

Preincubation: 25 win Incubaton: 14 min | Prémcubation: 34 min INcubanon: 14 min | Préincubaton: 39 min Icubanon: 14 min
Nombre de tesis: 7 Nombre de ests: 5 Nombre de e2sts: 4
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ALA [UM] | 4-Amino-6-oxo-5-heplénoate de méthyle | Acide 3-acéyl-pentane-1,53-dwique(100) | ~Acide 4-oxo-octane- 1, 8-dioique (101)
(92) [uM) (M) uMi
0 518 036 1554 0 211 352 4493 U 9.93 19,86 39,72
0.296 0.277 0.280 0.285 0.333 0.300 0.278 0.264 0.389 0.333 {0.322) [0.256
75.4 0.2%2 0.252 0.292 0.279 0.340 0.294 0.296 D.271 {0.423) 10.328 0.309 0.255
0.327 0314 0.318 0.320 0.362 0.345 0.715 0.302 0.424 0.270 0331 (0.255)
99.2 0.323 0.325 0.308 0.319 0.369 0.329 0.313 0.297 0.410 0.36% 0.323 0.261
0.352 |0.345 [0.345 (0335 ]0.398 0353 [0.330 | 0.320 [0449 " [0400 [0.35% [0.291
119.1 }0.343 0343 |0.340 10337 ]0.3%4 0357 |0341 | 0.311 0.442 | 0400 [0.368 10.296
0.332 0.371 0.361 0.366 0.425 0.390 0.367 0.332 0.467 (0.401) |{D.348) ;0.201
158.8 0.370 0.358 0.356 0.365 0.423 0.390 0.355 0.335 0.478 0.414 0.376 {0.306)
0.370 0.365 0372 0.367 0.460 0412 0.381 0.345 0.491 0.425 0.389 0.306
198.5 0.370 0.377 0.371 0.367 0.458 0.410 0.371 0.353 0.500 0.444 0.397 0.303
0.430 0.413 0.411 0.422 {0.375) (0.449 0.415 0.385 0.574 0.474 0.423 0.343
3970 10.420 0.410 0.408 0.407 0.512 0.445 D.411 (0.363) §0.560 0.483 0.407 0.315
Vmax (1) 1.82 1.50 1.78 1.81 2.27 2.02 1.81 1.67 2,40 2.09 1.79 1.38
(1) {46.97 61.25 41.76 50.3% 60.66 58.86 49.36 47.20 49.26 48.42 39.79 32.51
1) (6899) 1538 1729 (572.39) | B3.45 77.09
<=.§ @ |1.82 1.78 1.75 1.78 500 1.0% .77 165 .48 7.04 1.74 1.36
u @) [46.35  [4792 14393 [47.08 |59.77 | 50.75 |4543 4483|5410 [4454 3369 |30.26
N 1187 1113 1479 4583 32.64 50.23
1.1 1.81 1.77 1.79 2.27 1.99 1.7% 1.65 2.42 2.06 1.78 1.37
Kmapp Gu 45.48 5193 4597 4312 6044 55.93 47.91 45.86 50.16 46.20 37.90 31.20
ki) 2617 1346|1479 115.85 16135 | 65.36
R @ |L.81  [1.81 1,76 1.78 2.21 1.98 1.79 1.63 X5} 708 177 T.37
Romoop (4 135.52 5158|4531 |47.66  |60.37 |5431 |47.09 [45.43 |51.43 |[45.66 |37.27 | 3148
X; (4) _ 1891 1248 1499 78.58 52,27 62.68
Valeur Ki () - K (2): - 1013 1633 Kj (2): 1260 K (1): 80 K; (2 43
moysnne ¥; (3): - K5 (4): - Kj (3): 1838 Kj (4):1546 K (3): 81 K (#): 65
Prémcubanion: 33 nma Incubaton: 14 min | Préincubaton: 29 min Incubation: 14 min_| Préincubanon: 33 mHf Incubation; 14 mn
Nombre de lesis: 2 ombre o& tesis: 4 Nombre de tesis: 3
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ALA [uM] | Acide A.Qx?ao:wnw.m..o.&oﬂa:o (102) Acide s€bacique (1037 (M) Diacide (106) [1LM]
0 67.67 ]| 135.34 | 270.68 (] 4688 | /BI3 | 10939 L) 7366 | 12277 ] VZ187 |
0414 |0.388 |0.342 -300 89 | (0.450) | (0.403) |(0.338) |0.373 |0.2B7 [0.231 |0.187
794 lo42s (0374 0341|0289 J0.415 | (0:382) {(0.401) |(©292) |0372 {0286 lo0228 {0.192
0460 |0.418 [0393 [0.326 |0.501 |(0.503) | (0.308) |0.352 |0396 |0.336 |0.286 |0.224
992  |0.445  |0.425 0387 |0.325 0477 [0441 |[0379 0393 03590 | (0.28D) |0.270  [0.221
0.505 |0.4383 |0.408 [0.340 |0.532 |0.524 |0.456 |0423 |0.448 [Q.311 |0.294 |0.255
119.1  }0.506 0.427) 1(0.382) [(0.328) |0.516 {(0.462) |0.417 0419 |0.430 | (0.351) ] (0.250) [0.257
0563 |0.483 |0.433 |0360 [0.536 |0.562 |(0.405) |0441 |0.482 |0.357 |0.346 |0.267
158.8 ]0.576 10470 ]0.439 |0.366 [(0.597) [0.586 |0.538 10.490 |0.481 |0.404 | 0.346 _ |0.292
0578|0306 |0470 |0.388 0571 |0614 [0.571 0352 |G.518 0223|0384 |0.346
198.5 10592 {(0.484) (0475 10.379  0.569  10.597  |(0.543) l0558 0514 |0.435 [0376 [0.339
0.660 |0.568 |0.499 |[0.408 |0.632 |0.676 |0.654 [0.612 [0.581 |0.503 |0.473 [0.421
397.0 |o0.650 0572 0514 [0.408 Jose3o 0679 [0653 {0617 |0s6a [0494 0443 |D418
<_=§b 3.4 2.48 2.7 T.77 27 3.28 3.04 3.22 2.63 2.3% 2.30 7.33
p () [70.48 | 54.85 |55.03 |43.09 [60.30 |84.56 |140.55 |121.69 |70.62 |89.74 |118.48 |173.80
I.N._: 737.47 | 48206 | 42583 11652 | 5870 10744 27206 | 18115 | 11763
Umax () | 2.92 2.50 210 1.72 249 3.06 121 3.02 758 2.32 2.27 731
Kimapp () |61.51 | 36.43 | 4796 | 38.25 [5055 |99.20 10377 |103.05 |66.05 |B8380 |115.32 |170.53
I% 751.70) [479.03 | 445.12 4871 7421 10533 27410 | 16458 | 10865
Vmax (3) |2.99 2.43 2.24 1.76 7.76 313 112 3.10 2.60 235 229 2.27
Kinapp (3) |66.86  155.06 |52.27 |4L.78 |32.20 7309 (11349 |110.25 |&87.70 |86.22 |116.86 |164.3]
Ki (3 315.76 |434.87 |450.92 Ti714 (6654 {9437 78926 | 16907 | 12044
<a§§ 307 | 2.49 2.23 1.75 2.7 312 398 3.08 .01 2,34 2.28 732
p () |65.15  |55.59 |5L19 | 4097 |52.55 |72.31 | 10046 |107.95 |63.77 |85.04 |116.23 |170.7]
|N._z 30340 (49628 |458.63 12467 | 7214 10376 31135 [ 17789 [ 11595
Valeur X 32K ) 462 Ki (1) 9422 K5 (3): 7608 K; (1) 19028 K (2): 18244
moyenne Kj (3): 417 Kj {4); 449 K; (3): 9401 Kj (4): 10019 Ki (3): 18625 Kj (4): 20173

Préincubanon: 37 min Incubaion: 14 min

Prémcubation: 40 min Incubanon: 14 min

Fréincubanion: 28 min Incubation: 14 min

Nombre de £815: 3

Nombre de wsis: 3

Nombre de 1ests: 3
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ALA JIIM] Biacide 107 [pM] Diaciae mixie 113 [[M] Bracide mixte 114 2]
1] (&L amg 13372 (1] [if] 122 245 0 3872 13 [ 20701 |
0.450 0365 | 0.298  |0.244 [0383 [0348 0235 |0208  [0.427 0373 0330 031
397 loa33 lo3se 0206 {0234 [03g2 o325 (0278 0212 Jo.412 0392 |0339 | (@261
0477 0406 [0.339 |0.280 |0.436 10.359 |0.327 |0.238 |0.447 0433 |[0.376 |0.358
794 |0489 0402 10346 (0282 [0430 (0350 |0306 |0294 [0441 0423 [0380 [(0.284)
0480|0438 | 0394 (0311 |0.457 |0304 |0331 |0.238 |0.465 |0.463 |0428 |0.380
1192 |os06 (0421 (0370|0321 [0.459 0379 0315 |0.241 [0.481 |0448 [0428 [0.364
0520 | 0.447 | 0403 |0.338 |0.496 [0.406 [0346 |0.257 [0.509 0512 [0.477 10.435
1589 [0.520_ | 0472|0407 (0339 0502 0408 0343 (0253 lo.so4 [ (0.428) 0490 0438
0535 |0487 |0445 0387 [0.526 [0.426 [0.362 |0.268 [0.523 |0330 |0.514 |(0410)
198.6 0.524 0.487 (0.427 0.383 0.522 0.426 .364 {.268 0.534 0.541 (.509 0474
0.569 | 0.548 |0.513 |0484 |0.580 |0.463 |0.378 |0.265 |0.601 |0616 |0.509 [0.562
3073 loss1 0560 10523 |0446 |0os73 10459 | 0377 0275|0590 0625 [ (0.522) |0.563
Vinax (1) [2.30 2.4 7.44 2.35 2.60 1.97 1.63 1.16 2.52 2.3 2.56 3.73
Rmapp () 13197 |59.27 | 8743 | 120.66 |58.9 414 37.4 30.6 46.07 |73.06 |90.83 |101.21
Jﬂ: 7714056 (632944 | 5541.13 1448|213 265 15143 | 15219 | 17295
Vimax () 12.38 743 7T .30 7.54 1.95 137 T.10 7.56 7.81 7.80 290
Romapy (O 13113 {59.22 | 84.70 | 115.06 [33.8 30.4 309 2190 [49.60 | 7145 | 85.90 |99.10
|N.m 1¢3) 7300.9% | 638057 | 570154 1698 | 1665 |169.0 30250 | 20201 | 20318
Vmax (3) ]2.38 243 2.40 .30 358 1.0 81 T.14 K] 782 2.84 271
miop (30 3112 {58.58 | 83.75 | 11498 [36.7 709 154 278 3682 7223 |BB73 10006 |
X () 7466.08 | 539245 | 5704.47 1584 [205.2 |2354 16340 | 16519 | 18204
Vmax (4) |2.38 2.4 741 310 556 195 T.40 T.14 354 2.32 2.82 271
Runapp () 131.08 | 58.61 [ 83.86 |114.00 |35.6 405 34.7 276 47.78 | 7138|8737 | 99.79
— Ki (3 743752 | 6465.68 | 5600.85 1640 |203.0 |241.2 17663 | 17845 [ 19017
Valeur 3 (1): 6528 K; (2): 6461 G5 (1): 208 K; (2): 168 K1) 1 i (2): 20456
moyenne Ki (3): 6554 K; (4): 6534 Ki (3): 199 K; (4): 241 K; (3): 17022 K; (4): 18175

Préincubation: 35 min Incubation: 14 min

Préincubation: 46 mun Incubation: 14 min

Préincubation: 39 mn Incubaion: 14 min

Nombre de tests: 2

Nombre de tesis: 4

n——

Nombre de tests: 2
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Préincubation: 26 min Incubation: 14 min

Nombre da tesis: 4

ALA (M) Diacide mixie 136 M) Succinyle acétone 11
0 2.82 3.03 11.27
0.338  |0307 (0268  |0.192
127 0339 [0290 f[o254 [0.206
0300 [0.346 [0.283 ) 0.240
79.4 J0.375 (0354 0311 |[0.234
0.350 (0356 |0.329 [0.268
119.2 |o.415 [0.376 |0.337  ]0.273
0.440  |0.416 |[0.369 [0.304
158.9 |o.494 |0410 |0.362 0303
0.460 |0424 |0390 |[0.322
198.6 0462 0433 0387 |0.324
0520 [0476 |0.446 [0.370
3973 0512|0476 0437 0372
<a§ E 2.32 2.22 2.13 1.56
6079 | 70.38 | 86.52 117.50
Im._S 17.88 | 13.30 | 12.08
Vmax (2) | 2.26 711 2.02 T.76
Rmapp 5526 |59.12 7431 [90.91
(D) (40.37) [ 1633 17.46
<a§ ) 2.30 2.17 2.08 1.53
p (i) 198.60 | 6a.8d B8040 [ 100.13
‘Im_au 7648 [15.13 1590
Vmax (4} |2.29 2.15 2.05 .80
Komapp 47 | 57.39 | 62.87 _ [ 17.48__ [ 95.11
B (4 2895 [16.08 [17.15
Valeur “Ri(): 193 K; ) 169
moyenne Kj (3)x: 19.2 K (4): 20.7

Conc: (.0004 mg/m] incubation = 14 min
préincubation 1 =29 min ™

préincubation 2 = 1h33
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Conc: 0.33 mg/ml  Tps incubation = 14 min

Tps préincubation 1 = 25 min
Tps préincubation 2 = 1h36

Conc: 0.35 mg/ml  Tps incubadon = 14 min
Tps préincubation 1 =28 min
Tps préincubation 2 = 1033
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0.150

0.1%0

0.552

Conc: 0.38 mg/ml  Tps incubation = 14 min
Tps préincubation 1 = 25 min
Tps préincubation 2 = 1h25

. . Diacide C11 109
Trhib |FBG
S

Conc: 0.28 mg/ml  Tps incubation = 14 min
Tps préincubation 1 = 22 min
Tps préincubation 2 = 1h25
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Conc: 0.305 mg/ml  Tps incubation = 14 min
Tps préincubation 1 = 22 min
Tps préincubation 2 = 1h25

Essal | Inhib mmmn Tamp | ALA | Abs,

3 4 200 | 0.494 |
Cy 400 00 | s00 | 20 | 0.488
3 [ 400 | 1000 | 100 | 0.493
[ 0 A00 [ 1000 | 100 | 0.488
2 Rt 00 F 00 R 5
459
j [—a00 | 1000 | 100 | 0.486
Graihd dug] Eq Uk 4 HEY0A
34,

0 | 400 [ 1050 [ 5

030 |50 [ 0.359
O RS B i BT
} BT 0o b 50703564

el [l e

Corc: 1.73 mg/ml s incubation = 14 min
Tps préincubation 1 =29 min
Tps préincubation 2 = 1h34
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Compost: Diacide mixte 113

Tamp | ALA | Abs.

N I

Cone: 026 mg/mt T
Tps préincubation 2 = 1h30

incubation = 14 min
Tps préincubation 1 = 28 min

Composé: Diacide mixie 115

[Essai | Inhib JPBG | Tamp | ALA | Abs.
5
T CaE A00E] D00 [ T
: ne; Jbiiigs L] Bl £
4 4
q 300
T 300
Jﬂﬂ“ﬂu
8 ]
FRE T
5 0 1 ] a4

E A

300

1050
1050

£ LR
ALK g WOl

Conc: 1.6 mg/ml

Tps incubation = 14 min
Tps préincubation 1 = 26 min
Tps préincubation 2 = 1h32



ir¢ du screening gur les époxydes rgc-121 et rqc-122

40 mg de cellules lyophylisées sont placées dans un tube avec 1 ml de tampon
Tris pH=8 (50 mM Tris(Hydroxyméthyllamino-méthane, pH ajusté avec HCI).
Les cellules sont réhydratées une heure & température ambiante sous agitation
(150 rpm). On additionne ensuite 5 pl du substrat 3 tester. En paralldle, un témoin
est également effectué afin d’observer une éventuelle hydrolyse spontanée de
Vépoxyde. Aprés 24 h d'agitation {150 rpm, 35°C), un contrdle CCM est effectué. La
réaction est ainsi suivie au moins trois jours et est jugée positive lorsqu‘un spot
assez net esl visible.

Pour sulvre par CCM, on préleve généralement 0.5 ml du milieu réactionnel et
on dilue avec 0.5 ml d'acétone. On centrifuge la solution et on effectue une CCM
& partir de la solution surnageante. La révélation des tiches est effectuée avec de
la vanilline en milizu H3504 2 chaud. L'éluant usuel est ' ACOEt pur. Les tiches
étant trés peu visibles pour les deux composds nitrés testés, une extraction a éeé
effectuée & partir du milieu enzymatique et la dilution avec l'acétone a été
abandonnée. 1 ml de milieu enzymatique additionné de 2 équivalents d‘eau est
traité trois fois par 2 ml d'AcOE, les phases organiques récupérées sont réunies et
évaporées. On effectue la CCM sur le résidu  repris par 2 gouttes d’acétone. La
révélation des tiches se fait comme précédemment mais également avec KMnO;.
L'extraction doit se faire de fagon précise afin que la comparaisan entre les
différents microorganismes soit valabile.

Les réactions sont réalisées dans des tubes & centrifugation surmontés de
bouchons & visser. Dans 5 ml de tampon Tris pH=8 (50 mM Tris-
(Hydroxyméthyl)amino-méthane, pH ajusté avec HCI), sont placés environ 100
mg de cellules lyophilisées qui ont été réhydratées auparavant lh avant
I'addition de 100 yl de substral. La réaction se poursuit ensuite dans un systéme
d'agitation latérale & 30°C et 130 rpm. La réaction est suivie par CCM. Le
traitement final {environ. 24-48h aprés) est directement effectué sur le milieu
enzymatique par extraction avec 2 fois avec 2 mi d'AcOEt. On effectue 3 chaque
fois aprés agitation, une centrifugation afin de casser I'émulsion qui se forme. Les
phases organiques réunies sont séchées sur Na»SOy4 anhydre et lorsque on
observe rien de particulier {sans séparation ou sans dérivatisation), un
&chantillon est directement injecté sur colanne chirale afin de déterminer Vexcés
énantiomérigue.
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9. Partie expérimentale chimique

9.1. Méthodes analytiques et appareils
Chromatographie

1.1 hromatppraphie sur couche mince (CCM):

Couches minces sur alumirium, gel de silice 60 Fyg4, (épaisseur de la couche 0.2
mm} avec indicateur de fluorescence (Merck, Darmstadt). Révélateurs (par
atomisation): solution basique aqueuse de KMnQy ou acide de vanilline.

9.3.1.1. Chromatographije sur colonne - chromatographie- flash:

Cel de silice 60, grosseur de grains 0.040 - 0.063 mm (230 - 400 mesh ASTM)
{Merck, Da:mstadgl: L'éluant et les proportions du mélange utilisé sont décrits
dans la partle expérimentale. Toutes les chromatographies sur colonnes
s'effectuent sous pressian {p = 0.5 - 0.9 atm).

Spectroscople infrarouge (IR}

Un spectrometre du type Perkin Elmer FT-IR 1720 X est utilisé pour l'obtention
des spectres IR, avec une résolution de 2 em. Des pastilles de KBr sont préparées
pour les substances cristallines, la technique de film liquide (sandwich) entre 2
plaques de KBr est utilisée pour les liquides purs ou en solution. Les bandes
d'absorption sont décrites par des abréviations ps (trés intense), 5 (intense), m
(moyenne), w (faible}, vw (lrés faible) ou br (large) et données en longueur
d'onde (cm™1).

Les mesures RMMN sont effectuées avec un spectroméire Gemini XL-200 de
Varian, spectres TH & 200 MHz et 12C & 50 MHz; ou Bruker AMX-400, spectres 1H a
400 MHz et 13C & 100 MHz. La fréquence de mesure ,ainsi que le solvant sont
précisés entre parenthse dans chaque cas. Standard interne pour les spectres du
praton (1H): TMS (5y = 0 ppm) ou CHCI3 (8y = 7.26 ppm); pour les spectres du
carbone (13C); CDCl3 (3¢ =77.0 5prn); pour les spectres 19F; CFCl3 (6p = 0 ppm);
pour les spectres 31P: (PhO)3PO (D p =18 ppm}). Tous les déplacements chimiques
sont donnés en dppm et les constantes de couplage | en Hz. Les spactres 13C sont
mesurés avec découplage large en proton. Les multiplicités des signaux sont
abrégées par: s = singulet, 4 = doublet, f = triplet, 4 = quartet, sx = sextet, m =
multiplet et br = large. Pour permettre l'interprétation, des spectres HETCCR (low
range cu short range), COSY, DEPT, APT ou NOESY ont été mesurés lorsque cela
s'avérait nécessaire.

Spectroscopie de masge (SM)
Spectrométre Nermag RC 30-10 (El: 70 eV; DCL: NH4*) a été utilisé. Les specires
ES] sont envegistrés avec un appareil Finnigan, LCQ. Les pics sont donnés en m/e

et en pour-cent du pic de base (100%). Les intensités individuelles sont données
entre parenthase,

V i e chagff refrgidi

La verrerie pour les réactions scus Nj, sous argon oun sans humidité est chauffée
4 120°C minimum au four durant la nuit, elle est montée chaude et refroidie 2
iempérature ambiante sous un flux d'azote. Les réactions & basses températures
{en dessous de -40°C) se font dans un bain froid acétone/CQ3 sol. ou acétone /N2
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liquide. Pour les réactions de -40°C a 0°C, un ayostat HAAKE F3 (-40°C 2 +80°C)

est utilisé.

2.1.3.._Solvants-Produits

Les solvants standards sont utilisés pour les traitements finaux, les extractions,
ainsi que pour Ja purification par chromatographie (CCM, colonnes ou CP).

Solvani dansletexte distilléswr
Acétate d'éthyle AcOFEt K2COy

Cyclohexane CaCly

Dichlorométhane CH2Clz CaCly

Diéthyléther éther CaClp

Ether de pétrole CaClz

Heptane CaCly

Hexane CaClz

Pentane CaClp

Pour toutes les réactions sous atmosphere gazeuse, des solvants secs sont utilisés.
Les solvants standards sont distillés sur un agent desséchant.

Solvant dansletexte apentdesséchant =~
Dichlorométhane CHzCl P05 ou CaH3
Diméthylformamide DMF anhydride phtalique
Hexane potassium ou sedium
Méthanol MeQOH magnésium

Pentane potassium ou sodium
Tétrahydrofurane THF potassium

Teluéne potassium

Produits chimi

Produits chimiques darg le texte  qualité

Acide acétique Fluka, puriss p.a.
Acide chlorhydrique HC Technique

Acide 3-chloro-perbenzoique
Acide formique

Acide lévulinique

Adde sulfurique 95-97%
Azote

Brome

4-Bromo-1-buténe

Bromure de lithium

m-CPBA  Fluka, 70%

HCOOH  Fluka, puriss p.a.
Fluka, purum > 97%

H250y Merck, p.a.

N2 Carbagas, techn.
Brs Fluka, technique
Aldrich, 97%

LiBr Merck, 99 %.
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3-Buténe-2-one

Carbonale de sodium - . Naz 03
Chlorure de paratoluene sulfonyle p-TsOH
Chlorure de triméthylsilane TMSCH

Chlecrure de tris{triphénylphesphine)rhodium(I)
Hydrogénocarbenate de sodium NaHCOs3

3-Méthyl-3-butene-1-ol

Nitrite d'argent AgNn
Nitrite de sodium NaNOz
Pyridine

Tétrachlorure de titane TiCly
Tétraméthyltéthylénediamine TMEDA
Trans-4-oxo-2-penténoate de méthyle
Triéthylamine TEA
Triéthylsilane Et35iH

Triméthyl-orthoformate
Zinc (poudre) Zn

Fluka, puriss p.a.
Prochimie, technique
Merck, 98 %

Fluka, purum, = 55%
ABCR, 9%

Prochimie, Ph.Helv.VI]

Fluka, purum
Acros, 99%

Fluka, puriss p.a.
Fluka, purum > 99%
Fluka, pract.

Fluka, purum > 98%
Fluka, purum
Fluka, puriss p.a.
Fluka, purum
Fluka, purum
Fluka puriss p.a.
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9.2. Syntheses

i hls 12

AgNG,
N Br s ———t N N{)Z

123 124
C JHyBr CH;NO,
135.00 g/mol 101.10 g/ mol

Dans un monocol de 250 ml, on ajoute 100 ml d’hexane & 20.22 g (0.132 mol, 1.2
éq.) de AgNO; et on agite fortement 5 min. On rajoute ensuite & la suspension
jaune, le dérivé bromé 123 (14.8 g, 0.109 mol) et on chauvife & reflux sous N;
durant 5h30. Au bout de 10 min de reflux, le milieu réactionnel devient brun et
un précipité gris se forme durant la réaction. Apres refroidissement, Ja solution
est filtrée et le précipité est lavé 2 fois avec de 'hexane. Aprés évaporation du
solvant, on obtient 4.23 g (rendement brut = 3% %) d'un liquide jaune-orange.
Aucune purification supplémentaire n'est effectuée.

Dornnées analytiques de 124:

Hawd
WNC&
Hb
Rf {hexane/AcQEL 4:1)= 0.38; (UV354-actif, brun, KMnOy).
TH-RMN (400 MHz, CCCl3, 298 K}

5.76 (ddt, 3] (2, Th)= 17.0, 3] 2, 1a)=10.3, 3}(2, 3}= 6.7, 1H, HC(2)); 5.17 (dg, 3](1b, 2)=
17.1, 2} (1b, 1a)= 4] (1b, 3}= 1.3, TH, HpC(1)); 5.15 (dg, 3](1a, 2)= 10.2,2] (13, 1b}= 4 (1a,
3)= 1.3, 1H, HaC(1)); 4.43 (1, 3] (4, 3)= 7.0, 2H, HoC(4)); 2.74 (qt, 3] (3, 4)= 3] (3, 2)= 6.9,
41 (3, )= 1.3, 2H, HyC(3)).

13C-RMN (100 MHz, CDCl3, 298 K):

131.74CQ%; 118.8 (C(1)); 74.7 (C(4)); 31.3 (C(R).

.{2-nitro- y -121
1.2 &q. m-CPBA
AN No, b\/\NO‘
124 rac-121
CHNO, C,H;NO,
101.10 g/mol 117.10 g/mol

575 mg (5.69 munol) de 124 et 1.73 g de m-CPBA (7.02 mmol, 1.2 éq., purelé 70%)
sont dissous dans 25 ml de CH2Cly. La solution est agitée A température ambiante
pendant 67 heures. Pendant Ja réaction, un précipité blanc d'acide benzoique se
forme. On extrait avec 2 x 15 ml et 1 x 10 ml d'une sclution aqueuse de Na3CQOs3
20% le milieu réactionnel. Les phases aqueuses sont réunies et lavées avec 2 x 20
mi de CH3Clz. Les phases organiques sont réunies, lavées avec 20 ml d'une
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solution aqueunse de NaCl sat. et séchées sur Mg50, anhydre. Le solvant est
évaporé A P'évaporateut rotatif et le produit (506 mg) est purifié au moyen d'une
chromatographie-flash (5102, @ = 2.5 cm, h = 20 em, hexane/ AcOEt 3:2), 331 mg
(2.83 mmol, rendement = 50%) de rac-121 sous forme d'un liquide visqueux
jaune sont isolés. '

Données analytiques de rac-121:
o 2?

N e,

2

Rf (hexane/ AcOEt 3:2): 0.26; (UVas5g-actif, brun, KMnOy4).

IR {(film):

3062m, 3002m, 2930m, 1726w, 1554us, 1484m, 1433s, 1381vs, 134%m, 1263m, 1210m,
1156w, 1124m, 1090w, 1028w, 1001m, 967w, 922m, 908m, 8615, 831s.

TH-RMN {400 MHz, CDCl3, 298 K):

4.53 (ddd, 2](22a, 22b)= 13.8, 3](22a, 21a)= 7.7, 3](22a, 21b)= 6.3, 1H, H,C(22)); 4.4 (m,
2j(22b, 2%a)= 13.8, 1H, HypC(22)); 3.04 (did, 3](2, 21b)= 6.7, 3](2, 3a)= 3}(2, 21a)= 4.1, 32,
3by= 2.7, TH, HC()); 2.81 (dd, 2](3a, 3b}= 4.6, 3](3a, 2)= 4.1, 1H, H,C(3)); 2.54 {dd,
2J(3b, 3a)= 4.7, 3J(3b, 2)= 2.6, 1H, H,C(3)); 2.42 (dddd, 2}(21a, 21b)= 14.8, 3j(21a, 22a)=
7.9, 3214, 22b)= 7.0, 3](2Va, )= 4.2, 1H, H,C(21)}; 2.04 (dg, 2]{2'b, Ma)= 14.9, 3}{21b,
2)=3](21, 2%)= 6.4, TH, HyC@D).

13C-RMN (100 MHz, CDClz, 298 K):

71.9(C(2D)); 48.8 (C(2)); 46.8 (C(3)); 2.9 (C2M).

DCI-MS:

133 (11, (M+1+2H70]*), 135 (95, (M+1+H2O]J*}, 120 (100}, 118 (57, [M+1]*), 102 (46},
71 (30).

OH
b\/\ H50 I/'\/\
NO; 44,0, THF NG,
rac-121 OH rac-57
CH,NO CHyNO,
117.]073111'3[0] 13512 g/mol

270 mg (2.31 mmol) de rac-121 sont dissous dans 6 ml de THF et 6 ml d'eau
désionisée. 3 gouttes de H504 conc. sont ajoutées au mélange. La solution est
agitée A température ambiante pendant 25 heures. En fin de réaction, une demi
spatule de NaCO3-H>O est ajoutée pour neutraliser la sojution, Aprés quelques
secondes, la solution devient jaune. Celle-ci est filtrée sur papier filtre et extraite
avec 3 x 20 mi d'AcOEBt La phase aqueuse est récupérée et extraite en continu
pendant 16 heures avec de I'AcOEtL. La phase organique est ensuite récupérée et
séchée sur Mg504 athydre et le solvant est évaporé aprés filiration. Le produit
(229 mg) est purifié au moyen d'une chromatographie-flash (Si07, @ =25cm, h =
15 cm, éther/pentane 10:1). 133 mg (0.984 mmol, rendement = 43%} de rac-57 sous
forme d'un liquide visqueux sont isolés.
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Données analytiques de rac-57:
|}ﬁ/4\
1
3 NGy

. OH
Rf (6ther/pentane 10:1): 0.29; (UV2g4-achif, brun, KMnQOg).
IR (film):

3370br, 2937m, 2883m, 1770w, 1718w, 1553vs, 1433m, 1386s, 1318w, 1281m, 1192w,
1115m, 1055m, 958w, 931w, 914w, 872w, 817vw, 719w, 612w.

TH-RMN (400 MHz, CD30D, 298 K):

471 (m, 3)(4b, 3b)= 6.3, 1H, HpC(4)); 4.67 (ddd, (42, 4b)= 13.6, 3](4a, 3a)= 7.6, 3](4a,
3b)= 6.1, TH, HaC(8)); 3.75 (ded, 3[(2, 3b)= 9.3, 32, 1)= 5.5, 3[(2, 3a)= 3.4, 1H, HC(Z);
3.57 (d,3)(1, 2= 5.5, 2H, HyC(1)); 2.34 (did, Zf(3a, 3b)= 14.3, 3J(3a, 4a)= 3](3a, 4b)= 7.6,
3(3a, 2)= 3.4, TH, H,CB)); 2.07 (ddt, 2}(3b, 3a)= 14.3, 3}(3b, 2)= 9.4, 3](3b, 4a)~ 3}(3b,
4b)= 6.3, TH, HC(3).

13C-RMN (106 MHz, CD30D, 298 K):

73.7 (C(); 70.4 (C(2)); 673 (C(1)); 324 (C(3)).

El-MS:

gg} (14, M*), 86 (22, [M-CHsO3]%), 77 (16), 73 (26), 71 (29), 69 (23), 61 (38), 57 (100), 55

thése de l'ester -méthyl-3-buléng paratolug: ulfoni 125

)L/\DH TosQl, Pyrdine, J\/\OTS
125

126
CsH, 0 CroHy 05
86.13 g /mol 24032 g/mol

Dang un bicol de 250 mi, on place la pyridine (14 m], 0.174 mol, 1.5 éq.) et 100 m]
de CHaClz. On refroidit cette selution 2 0°C, on zjoute le chlorure de paratoludne
sulfonyle (33.2 g, 0.174 mol, 1.5 éq.} et on agite jusqu‘a dissolution. On rajoute
ensuite goutte & goutte Falcool 125 (11.7 ml, 0.116 mel) et aprés addition, on agite
& température ambiante durant 48h. La réaction est alors stoppée, on ajoute 70 ml
d’eau et on agite durant 1Th. Aprés séparation des phases, la phase aqueuse est
traitée 2 fois par 50 mi de CHaCly. Les phases organiques réunies sont traitées 3
fois par 30 ml d’une solution de HzSQ4 2M et 1 fois par une solution saturée en
NaCl. Aprés séchage sur NazS04 anhydre et filtration, le solvant est évaporé. On
récupdre 34.2 g d‘un liquide jaune, Aprés purification par chromatographie-flash
(502, @ = 8 am, h = 18 cm, éther de pétrole/ AcOEt 20 : 1), 10.75 g de produit pur
ont été récupérés (rendement produit pur = 39 %) et 15.64 g d'un mélange
produit/chlorure de paratolugne sulfonyle.

Données analyltiques de 126:
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Rf (cyclohexane/ AcOEt 4:1): 0.46; (UVa54-actif, brun, KMnOy),

1H-RMN (200 MHz, CDClg, 298 K):

7.78 (dd, 3012, 13)= 6.6, 4J(12, 12)= 1.8, 2H, 2 HC(12,12)); 7.35 (d, 3}(13, 12)= 8.0, 2H,
HC(13, 13%); 479 (4, 2](4a, 4b)= 1.5, 1H, HyC(4)); 4.73 (m, 1H, HCA); 4.12 ¢, 311, 2)=
6.8, 2H, HaC1)); 2.44 (s, 3H, HaC(15)); 2.34 (¢, 3)(2, 1)= 6.8, 2H, HaC(2)); 1.65 (s, 3H,
HyC(3h).

13C-RMN (50 MHz, CDXCi3, 298 K):

144.8 (C(14)); 140.2 (C(3)); 1332 (COI1L)): 1299 (C(13, 13 127.9 (C(12, 12)); 1131
(Cl4)); 68.6 (C(1)); 36.8(C15)); 22.4 (CL2)); 21.7 (C3H).

-méthyl-1-buténe (12
J\/\ LiBI,DMF J\/\
OTs * Br
126 127
CratheO45 CgHyBr
240.32 g/mol 149.03 g/mol

9.2.5.1. Synth&se avec traitement final

Dans un bicol de 250 ml, on dissout le dérivé tosylé 126 (10.75 g, 45 mmol) dans 80
ml de DMF. On agite fortement et on refroidit la solution dans un bain d’eau. On
rajoute ensuite LiBr (7.77 g 89 mmol, 2.0 éq.) et aprés addition, on agite &
température ambiante durant 64 h. Le milieu réactionnel est ensuite placé dans
une ampoule  décanter et en rajoute 100 m] d'eau. Aprés séparation des phases,
la phase agueuse est extraite cinq fois par 50 ml de pentane. Les phases organiques
réunies sont lavées une fois par une sclution saturée en NaCl, puis séchées sur
MgS0O4 anhydre. On récupere 248 g de produit (rendement = 37 %). Aucune
purification supplémentaire ne fut nédcessaire.

Données analytiques de 127:

Rt (cyclohexane/ AcOEt 1:1): 0.45; (UVasg-actif, brun, KMnQOa).

IH-RMN (200 MHz, CDClz, 298 K):

4.86 (s, 1H, H,C(1)); 4.78 (s, TH, H,C(1)); 3.48 {1, /{4, 3)= 7.3, 2H, HaC(®)); 2.58 (2, 313,
0)=7.3,2H, H,C(3)); 1.81 (s, 3H, H;C).
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13C-RMN (50 MHz, CDCl3, 298 K):
142.5 (C)); 112.7 (C(1)); 40.9 (C(4)); 30.8 (C(3); 22.0(CEY).
9.2.5.2. Synthese sans traitement final

Dans un bicol de 250 ml, on dissout le dérivé tosylé 126 (22.80 g, 95 mmol) dans
160 m] de DMF. On agile fortement et on refroidit la solution dans un bain d'eau.
On rajoute ensuite LiBr {16.0 g, 184 mmol, 1.9 éq.) et aprds addition, on agite A
température ambiante durant 48h. Aucun traitement final n'est alors effectué et
une nitro-déhalogénation est directement engagée.

' - -] -

/Il\/\B _NaNO, J\/\Noz

T

127 128
CsHyBr CsHoNG,
145.03 g /mol 115.13 g/mol

,2.6.1. Nitro-déhalpgénation 3 parfir de com bromé_pur

Dans un monocol de 25 ml, on place 250 mg (3.7 mmol, 1.5 éq) de NaNO,
finemeni broyé et an ajoute 8 ml de DMF. On agite fortement 10 min. Le produit
bromé 127 est alors additionné goutte & goutte et on laisse agiter 3 température
ambiante durant 6h. Le sclvant est évaporé et le résidu est repris avec de I'AcCOEL
Cette phase organique est lavée une fois avec une solution saturée en NaCl et
aprés séparation des phases, la phase aqueuse est extraite 3 fois par de I’AcQEt.

Les phases organiques réunies sont séchées sur Nay504 anhydre. Aprés filtration,
le solvant est évaporé et on abtient 63 mg (0.55 mmol, rendement brut = 22 %)
d’un liquide jaune. Aucune putification supplémentaire n‘a été effectuée et seule
une bonne évaparation est nécessaire pour &liminer le DMF résiduel.

9.2.6.2. Nitro-déhalogénation 2 Ja suite de la bromation sans traitement final

Dans un monocol, on zjoute au milieu réactionnel précédent 7.85 g (0.114 mol,
12 éq calculé par rapport & un rendement de 100 % en produit bramé & I'élape
précédente} de NaNO, finement broyé. On agite fortement 2 température
ambiante durant 18h. Le milieu réactionnel devienl fortement orange en oours
de réaction. Le mélange est repris par 500 ml d’AcOEt et 200 m] d'eaun. Aprés
séparation des phases et traiternent de la phase organique jaune par de Feau, la
phase aqueuse est extraite & nouveau 3 fois par de I’AcOEt. Les phases organiques
réunies sont séchées sur NaS0y anhydre. Aprés filtration, le solvant est évaporé
et an obtient 8.50 g (0.074 mol, rendement brut = 78 % par rapport au composé
tosylé engagé) d'un liquide jaune. Aucune purification supplémentaire n‘a éé
effectuée et seule une bonne évaporation est nécessaire pour €liminer le DMF
résiduel.

Données analytiques de 128: -
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Rf {cyclohexane/AcOEt 1:1): 0.85; (UVas4-actif, brun, KMnOg).

1H-RMN (200 MHz, CD>Cl3, 298 K):

4.78 (5, TH, H,C(1)); 4.68 (5; TH, HyC(1)); 4.43 (¢, 3/(4, 3)= 7.2, 2H, HC(4)); 2.63 ¢, 3)(3,
4)=7.1, ZH, HpC(3); 1.70 (5, 3H, H3C2Y).

13C-RMN (50 MHz, CIXCla, 298 K):
139.7 (C(2)); 113.4 (C(1)); 73.9 (CL4)); 35.1 (C3N; 22.1 (C{2H).

-Mé -2-{2-nj iran 2
/L/\ 7 CPBA $
NG, b\/\ NO,
128 rac-122
CsHNO, CH,NO,
11513 g/mol 131.13 g/mol
2.7 de - a ir_d'alcéne nitré jssu la bro ion_avec

traiternent final

On dissout sous forte agitation, 105 mg (0.91 mmol) de dérivé nitré 128 purifié
dans I5 ml de CHCl;. On rajoute 252 mg de m-CPBA (1.02 mmol, 1.1 éq.) et le
milieu réactionnel est agité 3 température ambiante durant 25h.

Le mélangs est versé dans une ampoule 3 décanter et traité 2 fois par une
solution de NaCO3 10 %. La phase aqueuse est reprise 2 fois par du CHClj et les
phases oTganiques réunies sont encore lavées une fois avec ung solution de NaCl
saturée, Aprés séchage sur MgSO, et filtration, le solvant est évaporé. On
récupére 122 mg d’un liquide jaune { rendement brut =100 %).Aprésfpurification
par chromatographie-flash (5i02, @ = 1.5 ¢m, h = 15 cm, cyclohexane/ AcCEt 1),
53 mg de produit ont été récupérés (rendement produit pur = 45 %).

Données analytiques de rac-122:

Ri (cyclohexane/ AcOEt 3:1): 0.34; (UVysgq-actif, brun, KMnQDy).
1H-RMN (200 MHz, CDCl3, 298 K):

443 (1, 3](22, 2= 7.3, 2H, HyC(22)); 2.63 (m, 2H, HoC(3)}; 2.32 (m, 2H, H,C21); 136
(s, 3H, HyC(23)).

T3C-RMN (50 MHz, CDCl3, 298 KX

71.5(C(22)): 54.3 (C(2)); 53.2 (C{); 33.5 (C(2W): 21.1 (C(2).

9.2.7.2 nthése de - A partir . d’
formation majoritairg d’un produit_ngn désirg

Cn dissout sous forte agitation, les 8.50 g non purifiés (74 mmol) de dérivé nitré
128 dans 200 ml de CHpC);. On rajoute 15.0 g de m-CPBA (74 mmol) et le milieu
réactionnel est agit® A température ambiante durant 38h. Le milieu réactionnel
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est versé dans une ampoule 2 décanter et traité 3 fois par une solution de Na,CO,
10 %. La phase aqueuse est reprise 4 fois par du CHzCly et les phases organiques
réunies sont encore lavées une fois avec une solution de NaCl saturée. Aprés
séchage sur MgSQOy et filtration, le solvant est évaporé. On récupbre 9.61 g d'un
liquide orange qui est purifi¢ par chromatographie-flash (5i02,, @ =4 am, h =38
em, éluant: cyclohexane/AcOEt 3:1) puis 1:1). On récupére de 1.05 g de produit pur
et 2.57 g d’un liquide jaune qui se solidifie au réfrigérateur.

Données analytiques du produit majoritaire 129:

Rt {cyclohexane/ A¢OEt 3:1); 0.15; (UVpgg-actif, brun, KMnOy4).

IR {en solution dans CH>Cl3):

3593m, 34853, 29345, 2874s, 17825, 1751m, 1611m,1557w, 1537vw, 14565, 1432m,
1383m, 1365vw, 1309w, 1064w, 991w,

IH-RMN (400 MHz, CDClg, 298 K):

3.79 (d, ZJ(4a, 4b)= 12.6, 1H, HaCl4)); 3.65 (d, 2J(2a, 2b)= 17.6, 1H, H5C(2)); 3.56 {3,
2J(4b, 4a)= 12.6, 1H, HpC4)); 3.14 (d, 2[(2b, 2a)= 17.6, TH, HpC(2)); 2.80-2.50 (br 5, 1H,
OHY): 1.48 (s, 3H, H3C(31)).

1H-RMN 200 MHz, dg-DMS0O, 298 K}:

5.33 (t, 3{NH, 9)= 5.9, 1H, NH); 3.50 (m, 2H, HaC{4)); 3.48 (d, 2](2a, 2b)= 17.3, 1H,
HLC(2)); 3.35 5, 1H, OH); 3.23 (d, 2](2b, 2a)= 17.3, 1H, HpC(2)); 1.42 (s, 3H, H3CG31).

13C-RMIN (100 MHz, CDCI3, 298 K):
162.8 (C(1)); 96.5 (C(2)); 66.8 (C(3)); 36.9 (C(4); 22 .5 (C(3L).
El-MS:

129 (100, M*), 128 (71, 113 (7}, 112 (4), 104 (6), 84 (10}, 83 (9), 70 (10), 69 (21), 68 (30),
67 (5), 66 (5), 58 (15), 57 (43}, 56 {27}, 55 (30).

-Méth itrg-buta -dj =14
Bl T AN
———— N
NO, THF/H;0 O2
rar-122 cn—[:r«u:-ltw
CS“‘QNOS CSHUNCM
13113 g/mol 149.15

Dans un monocol de 10 ml, on place I'époxyde nitré rac-122 (200 mg, 1.52 mmof)
avec 3 ml de THF, 3 ml d’eau et une goutte de Hz80, conc. Le milieu réactionrel
est agité 2 température ambiante durant 48 h (présence d’époxyde toujours
détectable). La réaction est alors stoppée et on additionne au milieu réactionnel
une puointe de spatule de NapCO3 solide. Aprés 5 min d’agitation, le milieu
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réactionnel est repris par 5 ml d’eau et est ensuite extrait 4 fois par de 'AcOEt. Les
phases organiques réunies sont séchées sur NagSOy et apres tiltration, le solvant
est évapord. On récupdre 131 mg d‘un liquide jaune-orange qui est purifié par
chromatographie-flash (5iOz, @ =15 cam, h = 5 cm, éluant: cyclohexane/AcOEt
1:2). On obtient 102 mg de produit (rendement = 45 %}

Données analytiques de rac-150:

1
2, on

.‘- 4
12 g
CH

Rf (heptane/ AcOEt 1:2): 0.28; (UVas4-actif, brun, KMnQyg).

TH-RMN (200 MHz, CDCl3, 298 K):

4.58 (1d, 3](4, 3a)= 2{{4a, 4b)= 7.5, 3](4, 3b)=1.2, 2H, HaC(d); 3.50 (5, 2H, F2C(1)); 2.38
(dt, 2](3a, 3b)= 14.3, 3](3a, 4)= 7.3, 1H, H,C(3)); 2.14 (dt, 2J(3b, 3a)= 14.6, 3j(3b, 4)= 7.3,
1H, HpC3)); 1.21 (5, 3H, H3C(21)).

13C.RMN (50 MHz, CDCl3, 298 K):
79.7 (C(2)); 71.7 (Cl4) ); 69.8 (C(1)); 35.4 (C(); 23.5 (C2").

2 - ith -
Bry
OH M OCH, . B'\/t/\nzocl‘ia
H
23 0 Meo Br O yac-135 150 ©
CsHgO;5 CethBrO,
116.12 g/mol 209.04 g/mol
B OCH; OCH,
+
B0 s 133 ©

Dians un ballon tricol de 1 litre muni d'un thermomeétre, d'un bouchon et d'une
ampoule A brome, on dissout 45 ml (0.43 mol) d'acide ¥vulinique 23 dans 400 ml
de méthancl. Au mélange placé sous agitation, on ajoute lentement 22 ml de Bry
(0.43 mel, 1 éq.) en prenant soin que la température ne dépasse pas 30°C. Une
coloration brune s'intensifie au cours de l'adjonction de Brp. Aprés 16 h
d'agitation & température ambiante, le mélange devient incolore, It est chauffé 2
reflux pendant 1 h. Le méthanol résiduel est ensuite vaporé. On ajoute ensuite
au résidu 200ml de CH2Cl; et 200 m] d'eau. Aprés séparation des phases, la phase
organique est lavée avec 100 ml d'une solution saturée en NaHCO3 et 3 fois avec
100 ml d'eau. Aprds séchage sur NaySO4 anhydre et filtration, le solvant est
évaporé. La séparation des produits formés est effectuée & pression reduite a
l'aide d'une colonne Widmer de 30 cm sur 80.4 g de produit brut passe 3 130°C
sous 0.03 mm Hg}. On obtient 19.8 g de liquide incolore correspondant au
composé rac-135 . Les rendements caleulés sur les fractions obtenues par TH-RMN
sont les suivants: rirac-135 ) = 25%, 1(150) = 50%, r{rac-151 ) = 2%, r(133) = 4%.
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Données analytiques de rac-135:

11

3 1, 0OCH,
574 Y2

Br 0

Ry (heptane/ AcOEt T:1): 0.75; (UVas4-actif, brun, KMnQy4).

IR {en solution dans CCly):

3003w, 2955w, 2849w, 17303, 154%w, 1438m, 140%9m, 1357m, 1327m, 1288w, 1219m,
1161m, 1139w, 998w, 8%w, 818-741ns, 651tw.

TH-RMN (400 MHz, CDCl3, 298 K}:

4.69 (dd, 3J(3, 2a)= 58, 3J(3, 2b)= 8.8, TH, HC(3)}; 3.65 {s, 3H, H3C(12)); 3.21 (dd, 2(2a,
2b)= 172, 3}(23, 3= 5.8, 1H, H,C(2)); 2.85 {(dd, 2}(2!}, 2a)= 17.2, }J{2b, 3) = 5.8, 1H,
HpC(2)); 2.37 (5, 3H, HaC(5)).

13C.RMN (100 MHz, CDCl3, 298 K):
200.9 (C{O); 171.2 {C(1)); 52.7 (CL12)); 45.6 (C(3)); 38.6 (C(D); 27.6 (C(SN.
EI-MS:

211 (81, [M(EBr)+1]%), 209 (90, [M({"Br)+11+), 193 (7), 191 (6), 179 {77, [M(B1Br)+1-
CH;yCHIY), 177 (100, [M?Br)+1-CH3CHIY), 168 (7), 166 (7), 165 (7), 163 (7), 151 (6),
149 (6), 143 (10}, 129 (6), 115 (49), 101 (7), 97 (10}, 87 (7), 75 (1), 69 (1), 59 (8), 55(10), 43
(21).

1 éthyle (133
0
P O R A
MeQH o
c ;3803 133
s CeHgOs
N6.12g/mol 130.14 g/mol

Un mélange composé 30.0 g dacide 1évulinique 23 (0.26 mol), 1.9 ml d'acide
sulfurique concentré et 65ml de méthanol (0.81 mol, 3 éq.} est porté a reflux
pendant 24h, L'excés de méthanol est éliminé par évaporation rotative. Le
preduit brut est neutralisé en ajoutant 3.23 g (0.027 mol) d'NakiCOj3 solide et on
ajoute également de l'ean. Le composé est extrail & I'éther. Aprés évaporation du
solvant, le produit brut (28.45 g) est purifié par distillation 3 pression réduite (10
mm Hg, 76°C) et 133 est obtenu avec un rendement de 62% (18.5 g).

Données analytiques de 133:
O 12
5 /\Q/\irOCH;
4 2
O
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Rt (hexane/ AcOEt 1:1): 0.44; (UV954-actif, brun, KMnOy).

TH-RMN (400 MHz, CDCl3, 298 K):

3.65 (5, 3H, HaC(12)); 2.73 (¢, 3}(3, 2)= 6.5, 2H, H,CI3)); 2.55 {1, 32, 3)= 6.5, 2H,
HC(2); 2.17 (s, 3H, HaC(5)).

13C.RMN (100 MHz, CDCl3, 298 K):
207.26 (C(4)); 173.84 (C(1)); 52.41 (C(19)); 38.57 (C(3)); 30.48 (C(5)); 28.36(C(2))

-dim u
MeOH S e
OCHy CH(OMe)y OCH;,
P TsOH
133 Q 132 O
CeHyOs Cyt160,
130.14 g/mol 176.21 g/mol

Souns azote, on ajoute 0.96 g (5.14 mmol) de p-TsOH A une sclution de 17.6 g (135
mmol) de lévulinate de méthyle (133) et de 77.15 g (730 mmol, 5.5 éq.) de
triméthyl-orthoformate dans 40 ml de méthanol sec. Le mélange est porté 2
reflux pendant 18h. Aprés refroidissement de la solution a température
ambiante, en ajoute 3.0 g d'NaHCO3z. On filtre la solution et on évapore I'excés de
solvant. Finalement, le produit brut est distillé 4 pression reduite {T = 45 °C, 0.1
atmn) et on obtient 132 avec un rendement de 98% (21.6 g).

Données analytiques de 132;
41
HyCO, OCH, 12
{3_~_1_OCH;
37 4 2
o]

Rf (hexane/ AcOFEt 1:1): 0.47; {(UVp54-actif, brun, KMnOy).

IR (en solution dans CCly):

3003:m, 2967m, 2850m,1746s, 145%m, 1387w, 1345m, 1180, 11055, 1050m, B50s.
TH-RMN (200 MHz, CDCl3, 298 K):

3.68 (s, 3H, H3C(12)); 317 (5, 6H, 2 H3C(47)); 2.35 (i, 2H, HxC{2); 2.1.96 (m, 2H,
HxC(3)); 1.25 (s, 3H, HaC(5)}.

El-MS:

161 (9, (M-CH3l*), 145 (26, {(M-CH30]*), 113 (16), 101 {8), 20 (5), 82 (100,
[C(OCH3)2CHal+), 85 (92}, 81 (11), 71 (10}, 52 (6, [H3CO2C14), 55 (6), 53 (1)

il -pe
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Zn, (CHy,38iQ1 {CHy)s
OCH; THF OCH,
TMEDA

Bt O O
rac-135 E/Z-131
CeHyBrO, CoHy5048i
209.04 g/mol 20232 g/mol

Dans un réacteur de 500 ml muni d'une ampoule de coulée de 250ml, d'un
septum, d'une entrée d'Nz et d'un agitateur mécanique, on ptace 8.25 g (0.13 mal,
1.5 ¢q.) de zinc activé et 25 ml de THF sec. A I'aide de l'ampoule de coulée, an
ajoute en 30 min une solution composée de : 17.6 g (0.08¢ mol) de rac-135, 27.47 g
(0.25 mol, 3 éq.) de chlorure de triméthylsilane (fraichement distillé, conservé
sous azote et sur tamis moléculaire) et de 75 ml de THF sec. Le mélange
réactionnel est laissé sous agitation pendant 20 h A température ambiante On
ajoute ensuite 125 ml (0.80 mol) de TMEDA et on laisse agiter pendant une
heure. On ajoute 175 m! de pentane sec et on laisse sous agitation 30 minutes. Un
Frécipité blanc (sels d’amonium) se farme. On sépare le précipité du filtrat par
iltration sur un verre fritté contenant de la Celite. On récupére le filtrat et l'excds
de solvant est évaporé. Finalement, on distille le silylénoléther brut (29.81 g) a
pression réduite (Téb= 33°C, 0.8 atm). On obtient un mélange composé de 85% de
Z-131 et 15% de E-131 avec un rendement de 62 % (13.52 g).

Données analytiques de E/Z-131 (déterminées dans le mélange (Z-131 et E-131):

41
{C.Ha); 2 l}
1 OCH,
57 4
3
o

R¢ (hexane/ AcOEt 1:1): 0.47; (UVas4-actif, brun, KMnQOy).

IR {en solution dans CCly):

3069w, 2954m, 2950w, 2361ow, 1743s, 1682m, 1436m, 1413w, 1380m, 1357m, 1307m,
12545, 1197m, 11605, 1101w, 1006m, 846s, 817m, 682w,

TH-RMN (200 MHz, CDCl3, 298 K):
Z-131 (85%)

4.63 (tg,, 3] (3,2)= 7.0, 5J(3,5)= 0.8, 1H, HC(3)); 3.66 (s, 3H, H3C(12)); 3.03 (m , ZH,
H2C(2); 1.81 (d, 57 (5,3)= 1.1, 3H, H3C(5); 0.19 (s, 9H, H3C41).

E-131 (15%)

4.79 {m, TH, HC(3)); 3.67 (5, 3H, H3C(12)); 2.96 {m, 2H, H2C(2)); 1.74 (5, 3H, H3CG));
0.19 {5, 9H, H3C(41)).

El-MS:

203 (4, [M+1]%), 202 (25, M*), 188 (2, [M+1-CH3]%), 187 (12, {IM-CH3]*%), 144 (8, [M+1-
CO2CH;3]*), 143 (53, [M-CO,CH3l*), 98 (9), 90 (3, [0Si2%(CHalalt), 89 (29,
[OSi28{CHa)]H), 75 (14), 73 (100, [SHCHa)I*), 59 3, (COCHaI).
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HsC HACOSC < CO,CH,
Yo Wy e

Gc}'lg . Ho., £ [
4&q. TiCl, ” OCH; 5 &
| + o + OCH,
Hy CHCL ©

MeySi0 p, 7EC rac-130/1

H;CO rac-130/11
C14H2406
288.34

Dans un réacteur de 1.5 |, muni d'un agitateur mécanique, d'un septum, dune
ampoule de coulée et d'une entrée d'azote, on introduit sous N2 une solution de
9.34 g {0.053 mol) d'acétale 132 dans 230 ml de CH5Cl3 sec. On refroidit le mélange
réactionnel & -70°C. On ajoute en deux portions 382 ¢ de TiCly (22 ml, 0213 mol)
fraichement distillé. Finalement, on ajoute lentement une solution de
silylénoléther 131 (10.73g & 58% pur et 42% de produit d’hydrolyse soit 0.0307 mol
dans 230 m] de CH:Clp sec). Le mélange est tenu sous agitalion pendant toute la
nuit & une température de -40°C. Au mélange réactionnel, on ajoute & l'aide
d'une ampoule de coculée 470 mi d'nne solution saturée en NaCl froide. On place
le mélange sous agitatian 30 min. Aprés séparation des phases dans, on extrait 3
fois la phase aqueuse avec du CHCla, Les phases organiques réunies sont lavées 2
[ois avec une solution saturée en NaCl, puis séchées sur Mg50; anhydre. L'excas
de solvant est évaporé et on effectue sur le résidu liquide une distillation a
pression reduite pour éliminer le produit d'hydrolyse, ¢'est-a-dire, Ie Iévulinate
de méthyle. On é&limine 3.04g de lévulinate de méthyle et on obtient 8.12g de
mélange de rac-130/1 et rac-130/11 (rendement brut = 92%). sur lequel on effectue
une chromatographie-flash (310g SiO;, hexane/AcOEt 41 jusqua 2:1). A la suite
de la premidre colonne, on arrive A isoler 3.36 g de rac-130/11 pur et des fractions
enrichies en I'un ou l'autre des deux diastérécisoméres. Deux aulres colonnes
sont alors eflectuées sur les [ractions enrichies en rac-130/1 (310 g SiOy,
hexane/AcQEt 4:1 jusqu‘a 2:1). On obtient 2 la fin de ces séparations, 802 mg de
rac-130/1 avec un enrichisserment de 25%. La séparation des énantioméres a
ensuite &té effectuée par HPLC chirale sur cette fraction.

Données analytiques de rac-130/1 et rac-130/11:

g 7
1! 1 JCO,CHy
CHO.C

2% 3‘"5 42
P OCHy
0= 4!
3
32
Diastéréoisomérerac-130/1

Rf (hexane/ AcQEt 2:3): 0.47 {UVps54-actif, brun, KMnQy).

1H-RMN (400 MHz, CDCl3, 298 K):

3.67 (s, 3H, H3C(11) ou H3C7Yy); 3.64 (s, 3H, HaC(7%) ou H3C11)); 3.42 (dd, 3)(3.2a)=
11.5, 3/(3,2b}= 3.4, TH, HC@)); 3.18 (5, 3H, H3C2); 2.85 (dd, 2/(24,2b)= 17.3, 3J(2a 3)=
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11.5, 1H, HaCl2)); 2.49 (dd, 2j(2b,2a)= 173, 3}(2b,3)= 2.9, 1H, HpC{D); 2.44-2.33 (m,
2H, HaC6)); 2.33 (s, 3H, HaC(32); 1.98-1.90 (m, TH, HaCi5)); 1.74 {ddd, 2{(5b,5a)=
14.6, 3](5b,6a ou 6b)= 10.4, 3](5b,6b au a)= 6.1, HRCI5Y; 1.10 (s, 3H, H3C(41)).

13C-RMN (100 MHz, CDCl3, 298 K).

210.7 (C(AD); 174.6 (C(1) ou C(7); 174.0 (C(7) ou C{D)); 53.6 (C(3)); 52.5 (C(17) ou
C(7D); 524 (C(11) ou C7Y); 49.7 (CH42)); 33.7 (C(32)); 33.2 (C(2)); 31.8 (C(S)); 288
(C(8)); 20.5 (C(41)).

Lisstéréoisomere rae-130/[
Rf (hexane/ AcOEt 2:3): 0.53 (UV354-actif, brun, KMnQy4).

1H-RMN (400 MHz, CDCl3, 298 K:

3.65 (s, 3H, H3C(1") ou H3C{7D); 3.61 (5, 3H, HaCFZY) ou H3C(11)); 3.29 (dd, 3](3,2a)=
12.0, 3](3,2b)= 2.6, 1H, HC3)); 3.11 {5, 3H, H3C(42); 2.83 (dd, 2]{2a,20)= 17.1, 3}{2a,3)=
12.0, TH, HaC(2)); 239-2.32 {m, 2H, HaC{6)): 2.29 (s, 3H, HaC{32)): 2.26 {dd, é,r{:n:,z:.}:
17.1, 3/(2b,3)= 3.2, T1H, BbC(2));1.93 {ddd, 2}(5b,5a)= 15.1, 3}(5b,6a cu &b)= 9.0, 3/(5b,6b
ou éa}= 6.3, 1H, HyC(5)); 1.67 (ddd, 2}{5b,5a)= 15.2, 3}(5b,6a ou 6b)= 2.3, 3J(5b,6b ou
6a)= 6.6,HHC(5)); 1.08 (s, 3H, HaC(41).

13C.RMN (100 MHz, CDCl3, 298 K):

211.6 {C(3M); 174.5 (C(1) ou C7Y); 173.5 (C(7) ou CL1)); 52.6 (CLIY); 52.5 (CL1]) ou
C(71); 52.4 ([CO11) ou CFYY); 49.6 (C(4D); 34.2 (C{32)); 33.3 (C(D); 30.5 (C{5); 285
{Ci&)); 19.70 (C{41).

(CoHghSD
MC}C}! F] E|35m OCH 3
134 RhCHPThy), E/Z-136

[u) .
CHgOs Toludne, 8G°C CyH,,0,5i
128.13 g/mol 244.40 g/mol

192 mg (1.50 mmeal) de 134 sont dissous dans 2 ml de toluéne fraichement distillé,
dans un bicol de 10 ml équipé d'un réfrigérant et d'un septum, scus azote. La
solution est chaufiée & 80°C sous agitation magnétique pendant env. 10 minutes.
522 mg {4.49 mmel) de Et35i8 sont ajoutés & travers le septum, au moyen d'une
setingue. 42 mg (0.0454 mmol) de (PPHa)3RhCl sont ajoutés A la solution, qui est
laissée sous agitation magnétique, a 80°C, pendant 3h30. Le milieu réactionnel est
ensuite versé dans 20 ml d’hexane, préalablement séché sur MgSOy, et 1a solution
est filtrée. Aprés évaporation du solvant, 275 mg de 136 brut sont obtenus. Le
praduit brut est purifié au meyen d'une distillation au four 2 boules {p = 101
mbar, T = 100°C au début, ensuite 110°C). 154 mg (0.630 mmol, 42 %) de 136
purifié, sous forme d'un liquide incolore, sant obtenus,

Données analytiques détermindes dans le mélange (Z-136 et E-136):

FERPL
(CHiCH:5i0

1, OCH,
5
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Rf (hexane/ AcQEt 1:1): 0.73; (UV254-actif, brun, KMnOy).
Z-136 (par analogie 4 131), (56%):
1H-RMN (200 MHz, CDCl3, 298 K):

4.60 {19,3] (3,2)= 7.0, 5}(3.5)="1.0, iH, HC(3)); 3.67 (s, 3H, H3C(12)); 3.08 (dg.3] (2,3)=
7.0, 51(3,5)= 1.2, 2H, HaC(2)); 1.83 (m,, 3H, H3C(5)); 0.96 (m, 9H, HaC(42}); 0.61 (m,
6H, HaCl41)).

13C-RMN (100 MHz, CDCla, 298 K»:
1732 (C(10); 149.5 (C(4)); 99.4 {CO); 51.5 (C(12)); 30.8 (C(2)); 22.4(C(S)
E-136 (par analogie 4 131), (4%}

TH-RMN (200 MHz, CDCl3, 298 K):

4.79 (t43] (3,2)= 7.7, 5)(3 5)= 0.8, TH, HC(3)); 3.67 (5, 3H, HaC(12); 2.96 (d, 3 (2,3)= 7.6,
2H, HaC(2)); 1.76 (m, 3H, HaC(S)); 0.96 (m, 9H, HaC(42)); 0.61 (m, 6H, H2C143)).

-ni T

NaN G, CHsCOOH /h’\/\
b THF, RT NG,

137 24
C4H60 C4H?NO3
70.0% g/mol 117.11 g/mol

Dans un tricol de 250 mt, 46.8 g de nitrite de sodium (D.45 mol, 1.3 éq.), 150 ml de
THEF et 28 mi de 137 (.34 mol) sont mis sous Na. 39 m)] d’acide acétique (2.45 mol,
1.3 éq.) sont ajoutés goutte 3 goutte au mélange réactionnel. La réaction est laissée
sous agitation pendant 14 heures & température ambiante. La solution est versée
dans une ampoule & décanter et un volume de solution saturée en chlorure de
sodium ainsi quun volume d’AcOEt sont ajoutés. La phase organique est
récupérée et la phase aqueuse est lavée frois fois avec de I'AcOEL. Les phases
organiques réunies sont séchées sur Naz$0i anhydre, la solution est ensuite
filtrée et le solvant évaporé. Aprés évaporation, on obtient un résidu brut liquide
de couleur jaune orange (masse = 40.0 g, rendernent = 100%). Le produit 24 est
engagé sans purification dans la réaction sujvante.

Données analytiques de 24:

AA
7N No,
Rf (AcOEt/heptane 1:1): 0.29; {UVa54-actif, brun, KMnOy}.
1H-RMN (400 MHz, CDCl3, 298 K):
455 {1, 3f(4, 3)= 5.9, 2H, H,C)); 3.04 (1, 3}(3, H= 5.9, 2H, HaC(3)); 2.19 (s, 3H, HaC(1).
13C-RMN (100 MHz, CDCI3, 298 K):
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2044 (C(2)); 68.9 (C(4)); 39.1 (C@)); 30.1 (C(1)).

O

/E\/\ RS S
NO, RT NO,
2 ¥ q3s
C4H7NO3 C;H;BrNO;
117.11 g/mol 196.87 g/mol

38 g de 24 (0.32 mol} sont dissous dans 350 ml de méthanol. Le tricol est plongé
dans un bain eau-glace et 20 ml de Bry (0.37 mol, 1.1 éq.) sont ajoutés goutte 3
goutte (30 min) en faisant attention que la température ne dépasse pas 5°C. Le
mélange réactionnel est agité 14 heures sous N3 & température ambiante. Le
méthanol est évaporé a I'évaporateur rofatif. Le résidu est repris dans une
ampoule 3 décanter avec 125 ml de CH2Cls et traité avec 125 ml d’eau. Apras
agitation, les deux phases sont séparées et la phase aqueuse est lavée trois fois
avec 125 ml de CHaClp. Les phages organiques réunies sont lavées quatre fois avec
un volume d'une solution saturée en NaHCO3 puis deux fois avec un volume
d’eau. La phase organique est séchée sur Naa50y; et le solvant est ensuite évaporé.
Le produit brut est un liguide brun (masse = 55.1 g). Le produit est purifié par
chromatographie-flash (5i0y, & = 7 ¢cm, h = 1.5 m, éluant: heptane/AcOEt 2:1)),
28; (g d'un produit solide de couleur blanc-créme sont récupérés (rendement =
4% (p

ar rapport 2138})).
Hl\/‘\
i
2 5 NO,

Données analytiques de 138:
Br

Rf (heptane/ AcOEt 2:1}: 0.25; (LIV54-actif, brun, KMnOy4).

IR (pastille KBr):

3448w, 3028m, 2935m, 2972m, 2951m, 2939m, 2916m, 2752w, 2428w, 2356w, 2054w,
1733s, 15535, 1465w, 14135, 1378s, 1269m, 1249m, 1215s, 1134m, 1083s, 1030w, 985m,
956m, 880s, 817w, 777w, 6955, 635m, 584m, 483m.

1H-RMN (400 MHz, CDCl3, 298 K):

4.69 (1, 3j(4, 3)= 5.9, 2H, H,C(4)); 3.98 (s, 2H, HC(1)); 3.33 (1, 313, )= 5.9, 2H, HaC(3)).
13C-RMN (100 MHz, CDCl3, 298 K):

197.9{C(2)); 68.9 (C@Y); 35.7 (CL1)); 33.3 (CI3)).

EI-MS:

149 (1, IMPIBr)-BNO2]+), 135 (1IM(P9Br)-CB3NO:14), 123 (12, [ BrCH,CON), 121
{13, [P9BrCHC0)Y), 102 (20,(M-CH;Br1"), 95 (21 {CH,Br(81)1"), 93 (25,(CH.1Br(79))"),
81 (1, 8181, 79 (1, 79Br), 55 (100,[C3H307".
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- - §-nitrg-butane-2-one {1

‘ N(CoHaky
NO;  HCOOH,50°C NQ,

Br 138 OCHO 139
C4HpBINO; - CsHyNOs
196.87 g/ mol 161.00 g/mol

5.1 g de 138 (26 mmol) sont dissous dans 4.9 m] d’acide formique (130 mmol, 5
éq). La solution est agitée sous Ny, jusqu'a ce que la solution atteigne (°C. 3.6 ml
de triéthylamine (26 mmol, 1 éq.) sont ajoutés goutte & goutte en faisant atiention
que la température ne dépasse pas 5°C. Le mélange réactionnel est laissé sous
agitation & 50°C pendant 10 jours. La solution est versée dans un décanteur. Un
volume de solution de HC! IN saturée en NaCl et un volume d'AcOEt sont
ajoutés. La phase aqueuse est lavée trois fois avec de I'"AcOEt Les phases
organiques réunies sont séchées sur Na504 anhydre et apras filtration, le solvant
est évaporé. Le résidu liquide brut est de couleur bruniire {masse = 3.66 g). Le
produit est purifié par chromatographie-flash (503, @ =5 em, h = 70 cm, éluant:
heptane/ AcOEt 1:1). 1.19 g d'un liquide jaune sont récupérés (rendement = 36%).

Données analytiques de 139:

R¢ (heptane/ AcOEt 1:1): 0.33; (UV254-actf, brun, KMnQy).

IR (film):

3645w, 3444w, 2926m, 1723s, 15565, 1421s, 1377s, 1280m, 1249m, 117335, 11015,
1060m, 1010m, 947m, 900w, 835m, 753w, 636w, 595w, 492w,

1H-RMN (400 MHz, CDCl3, 298 K):

8.17 (1,4J(12,1)= 0.7, 1H, HC(Y); 4.85 (5, 2H, H,C(1); 4.71 (1, 3J(4, 3)= 5.9, 2H, HoC);
3.1241,3)(3, )= 5.9, 2H, H:C(3).

13C-RMN (100 MHz, CDCl3, 298 K):

199.0 (CR)); 159.7 (CUD); 68.2 (C(A)); 66.9 (C(1)); 34.8 (C(3Y.

EI-MS:

159 (4, [M-21%), 140 (5), 102 (10, [M-OCHOI"), 86 (33}, 84 (47), 55 (100, [C3HaOI").

2,18, (1 1- i 2
HOlL,CH,0H
NO, RT NG,
OCHO 139 OH 25
CsHyNOs CsHyNO;

161.00 g /mal 133.00 g/ mol
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Dans un bicol de 100 ml, 1,13 g de 139 (739 mmol} est solubilisé dans 60 ml de
méthanol sous N,. 16 m] d’acide chlorhydrique 2N sont ajouiés poutte 3 gouile.
Le mélange réactionnel est agité sous atmosphére d'azote 17 heures i
température ambiante. La solution est versée dans un ballon et le volume est
réduit 3 Vévaporateur rotatif de moitié. Le mélange est repris avec deux volumes
d'AcOEt et un volume d'eau. La phase aqueuse est extrait trois fois avec de
I’ AcOEt. La phase organique est séchée sur Naz504 anhydre et apras filtration, le
solvant est évaporé, Le liquide obtenu de couleur jaune (masse brute = 0.842 g) est
Euriﬁé par chromatographie-flash (S5i03, & = 5 cm, b = 70 cm, éluant:

eptane/ AcOEi 1:3). On obtient 685 mg de produit qui est & nouveau purifié par
distillation au four 2 boules (P = 410 'mbar, T{°C}=150-155). 55 mg de liquide
incolore pur sont alors isolés (rendement = 62%).

Données analytiques de 25:

Rf (heptane/ AcOEt 1:3): 0.18; (UV)54-actif, brun, KMnOy}.

IR {film):

3414s, 3025m, 2969m, 2920s, 2443w, 1729vs, 155305, 1423s, 13775, 12565, 1188m,
11285, 1085s, 10195, 9965, 8%4m, B11m, 754w, 642m, 595m. 533m, 504m, 476m,
423m.

TH-RMN (400 MHz, CDCI3, 298 K):

471 {1, 3](4, 3)= 59, 2H, H,C(4)); 4.35 (5, 2H, HC(1)); 3.04 (1, 31(3, 4)=5.9, 2H, H2C(3));
3.0% ¢brs, TH, OH).

13C-RMN (100 MHz, CDCl3, 298 K:
205.6 (C(2)); 68.4 (C{d ou 1)); 68.1 (C(1 ou 4)); 34.3 (C(3)).
El-M5:

102 (10, [M-CH20RH]"), 87 (9, [M-NO21"), 73 (14, IM-CH2NO;]"), 59 (7, [M-
CHoCHaNORY, 55 €100, [CsH01M).
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11. Annexes

Kmy= 6,17 mM; Kmz= 9.7 mM; kcat= 0.86*1018=875 min-1

Ces trois valeurs sont tirées de lz publication de Bugg [95] pour la D-alanine-D-
alanine ligase B issue de E. coli en présence d'un substrat non naturel le D-
amino-butyrate,

Les concentrations en substrat sont prises dans la fourchette suivante:
[S] = 0.1-10 mM

Ces valeurs ont été choisies pour se situer aux environs des deux Km
déterminées.

Calcul de Vmax: [S]=0.1mM ;1/[S]=1D

Draprés le graphique donné dans la publication, 1/v = 2000 et dong¢ v = 5,104
pM/min

A partir de ces valeurs et en utilisant par approximation la relation de Michaelis-
Menten, on peut en déduire la concentration en enzyme:

[El=v. ([S] +Kmy) / (kecat. [5]) =5.6.10° uM
On peut ainsi en déduire Vmax: Vmax = kcat. [E] = 4.9. 102 uM/min

1 1 Ky 1 Km Kmz ¢
- = + e
T Uman  Uman [S] Umas s
' ! |
Pour [E] =18 l.l_ = 284 + 1980 + 3363 = 5324
&53% de Ie
ueleur foilale
1 1
Pour — t - = . .6 =
ok " 204 + 198 + 33.6 =252
=#{3% deia
uvaieur tgiale
1 i
Pour [E] = 9.1 "— i 280.3 + 19.8 * 8.336 = 48.5
=0.9% de Ja
veleur lotale

Schéma 26: Influence du terme quadratique de la relation double réciproque en
fonction de la concentration en substrat dans le cas de la D-alanine-D-alanine
ligase B issue de E. eoli
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Pour des valeurs de conceniration environ égale & Kmp, le terme quadratique n'a
que peu d'influence et pour des valeurs égales et supérieures , on visualisera une
droite 2 la place d'une parabole. Pour des valeurs inférieures & Km; et de l'ordre
de Kmy, le terme guadratique prend de importance. 11 faut donc se situer 2 des
valeurs proches de Kmj pour calculer Vrnax.

1.2 A 21 Graphe de réeressi Jindai

— Régression non finfaire
i meeee solution Caroline

1 1 T 1 1

] 20 40 60 BO

[s}
T ion par chromatographie en phase d zeuse chirale

rac-121 et rac-57
Epo_l}[de roc-121;

Colonne utilisée en cours de développement

Dimensions de la colonne: 35 m, diamétre intérieur = 0.3 mm

Gaz vecteur: He, 115 kPa, température avec gradient 60-120°C; 2°C/min
Chromatographe HP 5850

Dig) rac-57

Colonne utilisée en cours de développement

Dimensions de la colonne: 35 m, diamatre intérieur = 0.3 mm

Gaz vecteur: He, 60 kPa, température isotherme 110°C
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Chromatographe HF 5830
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Figure 117, Chromatogramme séparation des diols et époxydes énantiomeres
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