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Introduction

La chimie supramoléculaire s’est intéressée au développement de récepteurs
d’anions et a leur application dans le domaine du transport transmembranaire. La
répartition ionique de part et d’autre de la membrane cellulaire est un élément majeur
gouvernant les processus biologiques dans le corps humain. L'existence d'un gradient de
concentration est impliquée dans des processus physiologiques majeurs, parmi lesquels il est
possible de citer : la transmission nerveuse, la contraction musculaire ou encore le contréle

du rythme cardiaque.

Les perturbations de ces phénomeénes électrophysiologiques entrainent des
pathologies graves telles que la mucoviscidose ou bien le syndrome de Bartter. Ces maladies
ne disposent a I’heure actuelle d’aucune thérapie efficace conduisant a la rémission totale
du patient. Le développement de molécules capables de reconnaitre sélectivement les ions
pour ensuite les transporter a travers les membranes cellulaires est devenu un enjeu majeur

dans la recherche de nouvelles thérapies de substitution des canaux innovantes.

La combinaison de différents types de liaisons faibles offre une variété d’approches
pour la découverte de telles substances actives. Il est ainsi possible de modifier différents
parametres comme la nature, la force, la directionnalité et les combinaisons d’interactions.
Une sélection judicieuse de ces parametres permet de concevoir des transporteurs sélectifs
d'ion.

Dans un premier temps nous développerons le sujet des canalopathies en passant
en revue les diverses pathologies de cette famille et en discutant des thérapeutiques
possibles. La suite de notre travail se concentrera sur la présentation de quelques concepts
de chimie nécessaires au développement de transporteurs d'anions ayant un intérét
thérapeutique. Enfin nous présenterons les travaux expérimentaux ayant été réalisés dans le

cadre de ce projet.

Mots-clés : Canalopathies, Reconnaissance d’Anions, Interactions m-anion, Photophysique
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Partie | : Etude Bibliographique
1. Les canalopathies

1.1. Présentation générale

Les canaux ioniques sont des protéines membranaires ayant la capacité de réguler
de maniére sélective les flux d’ions a travers les membranes des cellules et des organelles.
Leurs mécanismes d’ouverture sont finement régulés et peuvent dépendre de différents
stimuli. parmi les stimuli possibles, on trouve les changements de potentiel de membrane,
les liaisons ligand-ho6te ou les stimulations physiques. Pour chaque canal, il existe différents
isoformes et leur expression est tissu-spécifique ainsi qu’age-dépendante, permettant ainsi
une régulation fine de nombreuses fonctions. Parmi ces fonctions, on peut retrouver
I'excitabilité cellulaire, la contraction musculaire, la libération d’hormones et de
neurotransmetteurs, I'expression de génes, le maintien de I’homéostasie en ions et en eau
dans I'organisme, la prolifération et la différenciation cellulaire, la réponse immunitaire ou

encore la protection des voies respiratoires.

L'ubiquité des canaux ioniques dans Il'organisme est a l'origine de la variété des
symptomes exprimés par les patients. Dans le génome humain, plus de 400 génes encodent
pour les canaux ioniques. Ces derniers sont présents dans tous les types cellulaires de
I'organisme. Malgré une grande variété d’organes touchés et I'immense variabilité des
symptomes possibles, les canalopathies partagent toutes un certain nombre de
caractéristiques communes du point de vue de leur physiopathologie et des approches
thérapeutiques. De maniere générale, celles-ci impliqueront une mutation du géne codant
pour le canal. Cette derniére pourra induire une perte ou bien un gain de fonctions de la

protéine avec un retentissement sur un organe spécifique.

Les manifestations cliniques de ces maladies dépendront du type de mutation et de
leurs conséquences fonctionnelles sur I'activité du canal, la localisation cellulaire, I'isoforme
ou encore l'assemblage d’oligoméres. Dans certains cas, les symptomes observés sont
complexes a expliquer du point de vue moléculaire et fonctionnel. lls peuvent étre la
résultante de plusieurs mutations de genes différents, ainsi que d’influences épigénétiques
venant moduler I'expression de la maladie. D’autre part, la présence de comorbidité vient
complexifier les tableaux cliniques pouvant conduire a des syndromes de défaillance

multiviscérale.
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En conséquence d’'une telle diversité génétique et clinique, mais aussi de la rareté
des patients affectés, I'élaboration de diagnostics précis est difficile. D’autre part, la
corrélation entre génotype et phénotype peut devenir trés complexe a définir. Il en résulte
un choix délicat des thérapeutiques appropriées. Celles-ci sont le plus souvent empiriques et
symptomatiques, peu efficaces et difficiles a tolérer sur le long terme pour de nombreux
patients. Le colt élevé en recherche et développement de nouveaux médicaments pour des
maladies ne touchant que peu de patients conduit a un manque d’intérét des compagnies
pharmaceutiques pour la recherche de thérapies efficaces contre les canalopathies.
Paradoxalement, quand des molécules prometteuses sont élaborées, I'étape des essais
cliniques s’avere extrémement difficile a passer. En effet, les critéres requis pour démontrer
de maniere statistiquement significative, l'efficacité des nouvelles thérapeutiques ne
peuvent que trés difficilement étre remplies du fait du tres faible nombre de patients
atteints par ces pathologies. Aujourd’hui, seulement 5% des médicaments disponibles sur le
marché sont de petites molécules capables de moduler I'activité des canaux ioniques. Ces
dernieres sont donc des cibles de choix pour le développement de nouvelles molécules

(Imbrici et al. 2016).
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1.2. Revue des canalopathies par organe et leurs
thérapeutiques associées.

1.2.1. Canalopathies du systeme nerveux central
Pathologies d’origine cérébrale :

L'épilepsie est une pathologie atteignant le systéeme nerveux se caractérisant par des
décharges dans le réseau de neurones conduisant a des spasmes musculaires, des
convulsions et trés souvent une perte de conscience. Il existe de multiples syndromes
épileptiques. L'émission de signaux excitateur ou inhibiteur dans le cerveau est contrdlée
par un grand nombre de canaux ioniques. Ainsi, les mutations des genes contrélant

I’expression de ces canaux peuvent conduire diverses formes d’épilepsie.

En 2014, I'équipe de Catterall (Catterall 2014) a mis en évidence la relation entre
différents canaux sodiques voltage-dépendants : Na,1.1, Na,1.2, Na,1.3 et Na,1.6. Ainsi plus
de 300 mutations du géne SCN1A codant pour le canal Na,1.1 ont pu étre associées a une
gamme de syndromes épileptiques allant de la simple convulsion fébrile a I'épilepsie
généralisée avec convulsions fébriles. Les mutations dominantes du géne SCN2A codant
pour le canal Na,1.2 conduisent au développement de convulsions néonatales-infantiles
bénignes familiales touchant moins d’un nouveau-né sur mille. Cependant, la réponse au
traitement antiépileptique s’avere positive et généralement le patient entrera en rémission

une fois I’age d’un an passé (Berkovic et al. 2004).

Les canaux potassiques voltage-dépendants sont également associés a une crise
convulsive. En effet, ces canaux participent a la repolarisation des membranes et au
maintien d’un potentiel de repos pouvant ainsi moduler la durée des périodes réfractaires
limitant la surexcitation des neurones. Ainsi, les patients atteints d’ataxie épisodique de type
1 avec myokymie, souffrent d’'une mutation du gene KCN1A codant pour le canal K,1.1
entrainant sa perte de fonctions et le plus souvent des électroencéphalogrammes
anormaux. L'expérimentation sur des modeles de souris par Smart et son équipe (Smart et
al. 1998) a permis de mettre en évidence l'impact de cette mutation sur les crises
convulsives. Les mutations des genes KCNQ2 et KCNQ3, codant respectivement les canaux
K,7.2 et K,7.3 sont liés au développement d’épilepsie néonatale bénigne familiale (Miceli et

al. 2015).
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L'implication des canaux chloriques dans certaines formes d’épilepsie reste
controversée. Cependant, quelques études ont reporté la présence de mutations des génes
CLCN2 et CLCN1, codant respectivement pour les canaux CIC-2 et CIC-1 (Saint-Martin et al.
2009),(Wilkins 2013).

La mutation du gene CACNA1C codant pour le canal Ca,1.2, est associée au
développement du syndrome de Timothy, une maladie orpheline rare impliquant un
syndrome de QT allongé, des crises convulsives, certains traits du spectre autistique ainsi

gu’un retard de développement et une immunodéficience (Diep et Seaver 2015).

Les stratégies thérapeutiques communes associées au traitement des syndromes
épileptiques reposent sur la modulation des transmissions GABAergiques ainsi que la
diminution des transmissions nerveuses excitatrices au travers de l'inhibition de canaux
sodiques et calciques voltage-dépendants. Ainsi, la plupart des médicaments
antiépileptiques ignorent I'origine génétique de ces troubles tout en démontrant une bonne
efficacité dans la suppression de I'activité neuronale anormale responsable des crises
d’épilepsie. Parmi ces médicaments, on peut citer certaines benzodiazépines (clobazam et
clonazépam), le topiramate ou encore la retigabine (Imbrici et al. 2016). Cependant, il existe
une population importante de patients, présentant des crises résistantes a ces traitements

et/ou expérimentant fréquemment des effets indésirables.

La phénytoine, la carbamazepine, la lamotrigine et le valproate de sodium, sont des
inhibiteurs non sélectifs des canaux sodiques se liant a ceux-ci et stabilisant le canal dans sa
forme inactive (Catterall et Swanson 2015). Ceux-ci sont particulierement employés dans le
traitement des épilepsies partielles ou généralisées mais pas dans les épilepsies-absences.
Aujourd’hui, la pharmacologie des canaux sodiques se concentre sur le développement de

molécules sélectives des différents sous-types de canaux Na,.

Le blocage des canaux sodiques n’est cependant pas toujours indiqué. Dans le
syndrome de Dravet, ainsi que dans différents troubles associés a des mutations de SCN1A,
la phénytoine, la carbamazepine et la lamotrigine sont contre-indiquées du fait d’une
possible augmentation de la fréquence et de la sévérité des crises (Miller et Sotero de
Menezes 1993). Dans ce cas, les thérapies se concentreront sur la modulation des
transmissions GABAergiques des interneurones inhibiteurs. Les traitements de référence
dans ces formes impliqueront une combinaison de stiripentol, de valproate et de clobazam

(Schoonjans et al. 2015).
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La quinidine, un anti-malarique et anti-arythmique, s’est avérée capable de corriger
les effets de mutation du géne KCNT1 in vitro. Cela a permis la rémission de trois patients
atteints de ces mutations, présentant une résistance aux agents antiépileptiques
conventionnels (Lim et al. 2016). Cependant, cette molécule agit également sur les canaux
potassiques cardiaques pouvant conduire a des intervalles QT allongés, voir des arréts
cardiaques. Ainsi, le développement d’inhibiteurs plus spécifiques avec une bonne
pénétration au travers de la barriére hémato-encéphalique serait une alternative plus sire

et efficace pour le patient.

Une autre stratégie thérapeutique repose sur la régulation de la balance
excitation/inhibition dans le cerveau des courants potassiques. Cette stratégie est employée
au travers de la retigabine qui vient stabiliser la forme ouverte des canaux K,7 et pourra

induire une hyperpolarisation (Miceli et al. 2015).

Le ciblage des canaux calciques est également envisageable, notamment dans le
traitement des épilepsies absences de I'enfant. Ainsi, I'ethosuximide inhibe les canaux
Ca,3.1, 3.2 et 3.3. Cependant, environ 50% des enfants traités ne répondent pas a cette
molécule. En effet, la majorité d’entre eux portent une mutation affectant les canaux Ca,3.2
(Glauser et al. 2013). La gabapentine et la prégabaline se sont imposées comme des
molécules prometteuses dans le traitement de I'épilepsie et des douleurs. Celles-ci ciblent
les canaux Ca,2 en modifiant leur trafic membranaire et inhibant les transmissions nerveuses

excitatrices (Catterall et Swanson 2015).
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Pathologies d’origine cérébelleuses :

Les ataxies épisodiques sont un groupe de pathologies autosomales rares, se
caractérisant par des épisodes de vertiges accompagnés de troubles de la coordination des
mouvements (Jen et al. 2007). Comme nous I'avons précédemment cité, I'ataxie épisodique
de type 1 peut inclure des symptomes épileptiformes. Celle-ci est due a la mutation du gene
KCNA1 codant pour le canal K,1.1. Les études réalisées sur un modéle de souris knock-in ont
suggéré que lI'augmentation de I'excitabilité neuronale, accompagnée d’une altération des
transmissions GABEergiques des noyaux cérébelleux serait a I'origine de la maladie (Herson

et al. 2003).

L’ataxie épisodique de type 2 est liée a une mutation du géne CACNA1A, encodant
pour une sous-unité du canal calcique Ca,2.1, causant une perte de fonctions. Il s’agit du
sous-type d’ataxie épisodique le plus fréquent. Le canal Ca,2.1 est majoritairement présent
au niveau du cortex cérébelleux, plus précisément dans les cellules granulaires et les cellules
de Purkinje. Dans cette pathologie, les épisodes de pertes de contréle des mouvements
durent plus longtemps et s’associent a des maux de téte et des nystagmus, présents
pendant et entre les crises. Cependant, le patient ne présentera pas de myokymie (Graves et
al. 2008). Le trouble progressera souvent jusqu’a I'ataxie permanente accompagnée d'une

atrophie cérébelleuse.

Les ataxies spinocérébelleuses sont un groupe tres hétérogéne de troubles
neurologiques d’origine autosomale. Celles-ci présentent un grand nombre de phénotypes.
Parmi ceux-ci, I'ataxie spinocérébelleuse de type 6 est bien caractérisée, et se manifeste par
une ataxie lentement progressive. Celle-ci est due a une région riche en glutamine de
I'extrémité C-terminal des canaux Ca,2.1 (Pietrobon 2010). Cette anomalie entraine une
accumulation de la protéine dans le cytoplasme, I'empéchant de jouer son réle au niveau de
la membrane cellulaire. L’ataxie spinocérébelleuse de type 13 est liée a une mutation de
KCNC3 codant pour le canal potassique K,3.3 altérant son fonctionnement. Ce canal est
presque exclusivement exprimé dans les neurones a impulsion rapide. Lorsqu’il
dysfonctionne, il affecte alors la vitesse d’émission des influx nerveux ainsi que celle de la
libération des neurotransmetteurs (Minassian et al. 2012). Enfin, une perte de fonctions du
canal Kv4.3 causée par une mutation du géne KCND3 serait a l'origine des ataxies

spinocérébelleuses de type 19 et 22 (Duarri et al. 2012),(Lee et al. 2012).
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La migraine hémiplégique familiale de type 1 est une forme rare et sévere de
migraine avec aura hémiplégique, associée dans 50% des cas a un déficit cérébelleux
(Pietrobon et Moskowitz 2013). Celle-ci est liée a une mutation non-sens affectant le pore et
la sous-unité voltage-dépendante du canal Ca,2.1 (Jen 1993). La migraine hémiplégique
familiale de type 3 est associée a une mutation du géne SCN1A codant pour le canal Na,1.1
probablement responsable d’une hyperexcitabilité des neurones GABAergiques (Cestéle et

al. 2013).

Le traitement des patients atteints d’ataxie épisodique de type 1 ou 2 est complexe.
En effet, 'ensemble de la pharmacopée manque malheureusement de molécules capables
d’ouvrir les canaux K,1.1 et Ca,2.1. Les patients atteints sont le plus souvent traités avec de
|"acétazolamide, un inhibiteur de I'anhydrase carbonique, avec une efficacité variable et des
effets indésirables comme la néphrocalcinose, I’"hyperhydrose ou encore des paresthésies
(D’Adamo et al. 2015). Cependant le mécanisme d’action de cette molécule dans cette

pathologie reste incompris.

Un autre traitement de choix de I'ataxie épisodique de type 2 est la 4-aminopyridine.
A la concentration d’usage, celle-ci semble cibler les canaux potassiques de types Kvl
principalement. Cependant, a une concentration plus élevée, elle s’avére bien moins
sélective, bloquant de nombreux types de canaux potassiques et entrainant un effet pro-
convulsivant. A I'heure actuelle, un essai clinique randomisé en double aveugle contre
I'acétazolamide et contre le placebo est en cours pour certifier de son efficacité (étude
EAT2TREAT),(Kalla et al. 2016). Une autre approche thérapeutique a I'étude est I'activation
de canaux potassiques Ca**-dépendants pour restaurer une activité neuronale correcte. Les
équipes de Walter (Walter et al. 2006) et d’Alvina (Alvifia et Khodakhah 2010) ont obtenu
des résultats dans ce sens sur des modeéles de souris, en employant respectivement le 1-
ethyl-2-benzimidazolinone et la chlorzoxazone, deux activateurs des canaux précédemment

cités.

Les ataxies spinocérébelleuses n'ont pas de traitement efficace. A I’heure actuelle,
I’acétazolamide est employée pour diminuer I'intensité des épisodes paroxystiques (llg et al.
2014) et des essais cliniques semblent avoir montré une certaine efficacité de la

gabapentine dans I'ataxie spinocérébelleuse de type 6 (Nakamura et al. 2009).
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Le traitement des migraines hémiplégiques familiales en période de crise

migraineuse est uniquement symptomatique. Les traitements prophylactiques employés

sont

les mémes

que pour

les migraines standard,

incluant

les antidépresseurs

imipraminiques (amitryptyline notamment), les bétabloquants, le topiramate ou encore la

famille des triptans.2! L'utilisation d’injections de toxine botulique dans le traitement de fond

de la migraine est a I’étude (Herd et al. 2018).

Perspectives

Pathologies Genes (protéines) Thérapeutiques Actuelles Thérapeutiques
Amélioration des transmissions
GABAergiques :
benzodiazépines, phénobarbital,
SCN1A (Nav1.1) ! "
valproate de sodium, stiripentol,
SCN2A (Nav1.2) .
topiramate
SCN3A (Nav1.3)
SCNS8A (Nav1.6) Inhibition des transmissions Développement de molécules plus
SCN1B (Nav2.1) glutiamatterglques : spécifiques des canaux sodiques
KCNA1 (Kv1.1) opiramate impliqués dans la pathologie pour
KCNA2 (Kv1.2) Inhibition des canaux sodiques : en améliorer la sécurité et
KCNC3 (Kv3.3) phenytoine, carbamazepine, I'efficacité
KCND2 (Kv4.2) lamotrigi I de sodi
gine, valproate de sodium, Dével Sl
KCNDS3 (Kv4.3) topiramate, lacosamide EveloppemEnt de chaperonnes
Syndrome KCNQ2 (Kv7.2) eincarbaze;)ine ’ dans le cas ciies mL.Jtants causant
épileptique KCNQ3 (Kv7.3) un mauvais repliement de la
KCNH5 (Kv10.1)  Ouverture des canaux sodiques : protéine, notamment pour les
KCNJ10 (Kird.1) retigabine, acetazolide canaux sodiques, potassiques et
KCNJ11 (Kir6.2) Inhibition de canaux calciques : dileiiejuss.
ABCC8 (SUR1) ethosuximide, gabapentine, Développement de molécules
KCNMAL1 (KCal.1) pregabaline capables d’une ouverture
KCNT1 (KCa4.1) Acti les vésicul sélective des canaux potassiques.
CACNA1A (Cav2.1) Synaptiques:
CACNA1H (Cav3.2) leviracetam
CLCN2 (CIC-2) Inhibition de I'anhydrase
carbonique :
acetazolamide
Inhibition de I"'anhydrase
KCNA1 (Kv1.1) carbonique : Cibla2g+e d’es canaux potaTssiques
Ataxies acetazolamide Ca™-dépendant, essai chez

épisodiques et

spinocérébelleuses

Migraine Familiale

Hémiplégique

CACNA1A (Cav2.1)
KCNC3 (Kv3.3)

KCND3 (Kv4.3)

CACNA1A (Cav2.1)
SCN1A (Nav1.1)

Tableau 1 : Canalopathies du Systeme Nerveux Central

Inhibition des canaux
potassiques :
4-aminopyridine

Traitements prophylactiques et
symptomatiques :
amitryptyline, bétabloquants,
topiramate, triptans.

I’animal prometteur de la
chlorzoxazone et du 1-ethyl-2-
benzimidazolinone.

Essai sur l'injection de toxine
botulique
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1.2.2. Canalopathies du systeme nerveux périphérique

Le systeme nerveux périphérique est principalement composé de neurones assurant
des fonctions somatiques, autonomes ou sensitives. Comme dans le systéeme nerveux
central, les canaux ioniques y jouent un réle primordial. De nombreux sous-types de canaux
sodiques sont exprimés dans le systeme nerveux périphérique. Par exemple, le canal Na,1.3
est physiologiquement exprimé pendant la période de développement embryonnaire.
Cependant, il apparait également apres une lésion ou une inflammation des nerfs, suggérant

une relation possible avec les douleurs neuropathiques.

Les canaux sodiques Na,1.1, 1.2 et 1.6 sont exprimés aussi bien dans le systeme
nerveux central que le systéme nerveux périphérique. Comme nous l'avons vu, leur
altération peut conduire a différentes formes d’épilepsie. Les canaux Na,1.7, 1.8 et 1.9,
respectivement codées par les génes SCNA9, SCNA10 et SCNA1l sont, eux, considérés
comme spécifiques du systéme nerveux périphérique (Catterall 2012). Des mutations de ces
génes sont associées au développement de troubles de la douleur. Ainsi, la perte de
fonctions des canaux Na,1.7 est associée a des insensibilités congénitales a la douleur (Cox

et al. 2006).

Au contraire, sa surexpression ou sa modification sans perte de fonctions conduit a
trois troubles : érythromélalgie héréditaire (Yang et al. 2004), syndrome de douleur extréme
paroxystique (Fertleman et al. 2006) et la neuropathie a petites fibres (Faber et al. 2012).
Dans le cas de I"érythromelalgie héréditaire, les Na,1.7 mutants se caractérisent par une
augmentation de leur activation liée a la diminution de leur seuil d’ouverture. Dans le cas du
syndrome de douleur extréme paroxystique, la mutation cause une diminution de la vitesse
d’inactivation conduisant a une ouverture prolongée du canal (Lampert et al. 2014). Dans le
cas des neuropathies a petites fibres, il s’agit d’'une combinaison de ces phénomeénes
conduisant a I’hyperexcitabilité des neurones, exacerbant ainsi la douleur. Cependant, cette

pathologie semble également liée a des mutations des canaux Na,1.8 (Han et al. 2014).

Les canaux Na,1.7 et 1.8 sont associés a de brusques augmentations du potentiel
d’action des nocicepteurs. Le canal Na,1.9 quant a lui, présente une cinétique plus lente et
est actif a des potentiels plus proches du potentiel de repos, diminuant de ce fait son seuil
d’excitabilité. Ainsi, il a été reporté par I'équipe de Leipold que certaines mutations de
SCNA11 (codant pour Na,1.9), conduisent a des syndromes douloureux épisodiques

familiaux (Leipold et al. 2015). Paradoxalement, les mémes auteurs, reportaient deux ans
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auparavant une autre mutation de ce méme gene conduisant a une perte de la sensation

douloureuse (Leipold et al. 2013).

L’hyperexcitabilité des nerfs périphériques a également été reliée a certains canaux

potassiques, notamment le canal K,7.2 (Wuttke et al. 2007).

La stratégie thérapeutique attribuée aux traitements des syndromes douloureux
familiaux requiert I'utilisation d’une combinaison d’analgésiques et de compresses froides.
Ces pathologies sont extrémement handicapantes tant sur le plan physique que
psychologique et nécessitent le plus souvent une combinaison de différents médicaments
tres spécifiques au patient. Si le paracétamol et les anti-inflammatoires non-stéroidiens
peuvent provoquer un certain soulagement de la douleur, un nombre important de patients

n’expérimentent aucune amélioration.

L'injection intrathécale de ziconotide, inhibiteur des canaux calciques s’est avérée
efficace chez quelques patients (Russo et al. 2015). Cependant, le mode d’injection dans
I’'espace sous-arachnoidien est complexe et peut présenter des risques, notamment
infectieux. D’autre part, dans un avis du 19 mars 2018, la Haute Autorité de Santé a
considéré le service médical rendu de cette molécule, faible en raison d’'un manque de
données sur son utilisation (Commission de transparence de la HAS 2018). Elle est
considérée comme une option pharmacologique de dernier recours pour des douleurs
chroniques séveéres réfractaires et ne doit étre employée qu’aprés un échec des opioides

(eux-mémes administrés par voie intrathécale) et de la neurostimulation.

Le ciblage des canaux sodiques est une stratégie courante dans le traitement de la
douleur. La lidocaine, un anesthésique local, et trés utilisé pour le traitement de douleurs
neuropathiques (Finnerup et al. 2015). Le butamben est un autre anesthésique local (non
commercialisé en France) administré parfois en voie épidurale, pour diminuer l'intensité des
douleurs chroniques. Il verrait lui aussi ses effets liés a une modulation des canaux sodiques
(Thériault et al. 2014). Malheureusement, le blocage des canaux sodiques n’est pas
totalement fiable et il existe une large portion de patients ne répondant pas a ces
traitements. L'équipe de Sheets a pu mettre en évidence que certaines mutations des
canaux Na,1.7 affectent la capacité de la lidocaine a se fixer au canal (Sheets et al. 2007).
L’équipe de Choi a reporté une mutation du canal Na,1.7 augmentant la sensibilité du canal
a la méxiletine, inhibiteur des canaux sodiques classiquement employé dans le traitement
symptomatique des syndromes myotoniques (Choi et al. 2009). La carbamazépine a

également démontré une efficacité partielle chez les patients atteints de syndrome de
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douleur extréme paroxystique (Fertleman et al. 2007), mais aussi chez certains patients

atteints d’érythromélalgie héréditaire (Fischer et al. 2009).

Perspectives

Pathologies Geénes (protéines) Thérapeutiques Actuelles Thérapeutiques
Traitements

Syndrome symptomatiques visant a réduire

douloureux la douleur :

Erythromélalgie
héréditaire
Syndrome de
douleur extréme
paroxystique
Neuropathie a
petites fibres
Syndrome
douloureux
épisodique familial

Défaut de
perception de la
douleur
Insensibilité
congénitale a la
douleur
Neuropathie
idiopatique a
petites fibres

SCN9A (Nav1.7)
SCN10A (Nav1.8)

SCN11A (Nav1.9)

TRPA1 (Trpal)

SCN9A (Nav1.7)

antidépresseurs tricycliques et
inhibiteur sélectif de la recapture
de la sérotonine,

gabapentinoides,

ziconotide, inhibiteur des canaux
calciques

lidocaine et carbamazépine,
inhibiteurs des canaux sodiques,

paracétamol et anti-
inflammatoires non stéroidiens,

opioides

Aucun traitement disponible

Développement de molécules
inhibitrices des canaux sodiques
sélectifs des neuropathies et des

douleurs inflammatoires

Extension des indications des
patchs a la capsaicine

Utilisation de la toxine botulique

Utilisation des cannabinoide

Ciblage des canaux potassiques
Ca?*-dépendants, essai chez
I"'animal prometteur de la
chlorzoxazone et du 1-ethyl-2-
benzimidazolinone.

Tableau 2 : Canalopathies du Systeme Nerveux Périphérique
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1.2.3. Canalopathies du Cceur

Les canalopathies cardiaques englobent un large spectre de pathologies se
caractérisant par des arythmies, des troubles de la conduction et des cardiomyopathies. Les
canalopathies proarythmiques sont : le syndrome du QT long, le syndrome du QT court, le
syndrome de Brugada et la tachycardie ventriculaire polymorphe catécholaminergique. A
ces quatre grandes canalopathies cardiaques viennent s’ajouter diverses mutations
entrainant de rares cas de cardiomyopathies familiales (Kline et Costantini 2019). Le schéma
de I"électrocardiogramme en Figure 1 permet d’identifier plus facilement les différentes

régions de I'électrocardiogramme affecté.

QRS

Complex
=y
ST
PR Segment
Segment T
PR Interval S

QT Interval

Figure 1 : Schéma de I'électrocardiogramme physiologique
© Agateller (Anthony Atkielski), Wikipédia, DP

En 1996, Wang et son équipe décrivirent la premiére canalopathie cardiaque
reportée en tant que telle (Wang et al. 1996). Il s’agit d’'une forme congénitale du syndrome
du QT long (abrégé LQT1) due a une mutation du gene KCNQ1 codant pour le canal K,7.1 qui
perd ainsi sa fonction. Ce canal est responsable d’un courant potassique rectifiant retardé
impliqué dans la définition du potentiel de repos. La perte de fonction de ce canal retardera
la fin du potentiel d’action et augmentera l'intervalle QT de I'électrocardiogramme de 470
ms pour les hommes et 480 ms pour les femmes. Ce retard peut étre responsable de post-
dépolarisation, d’arythmie ventriculaire, de torsade de pointe, de syncope ou encore de
mort subite. Depuis, au moins quinze autres sous-types de syndromes du QT long ont été
reportés. Spears et Gollob ont reporté en 2015 que neuf de ces formes sont liées a une

mutation d’un géne codant directement pour la sous-unité d’un canal ionique. Les six autres
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formes affectent des protéines interagissant avec les canaux ioniques (Spears et Gollob
2015). Les syndromes du QT long de types 1, 2, 5, 6, 7 impliquent une diminution du courant
potassiques. Les formes 3, 9 et 10 quant a elles sont lié a une augmentation de courants
sodiques. La formes 8 est causée par une augmentation de courants calciques. Enfin la

forme 4 est reliée a plusieurs types de courants ioniques en méme temps.

Le syndrome du QT court a pour la premiere fois été décrit dans les années 2000.
Bien plus rare, il est aussi plus mortel que le syndrome du QT long (Gaita et al. 2003).
Initialement attribué a des mutations entrainant des gains de fonctions des canaux
potassiques, il a plus tard été démontré que certaines formes pouvaient étre reliées a des
pertes de fonctions des canaux calciques (Betzenhauser et al. 2015). Les mutations
observées dans ces troubles entrainent principalement un raccourcissement de la phase de
repolarisation (phase 3) du potentiel d’action cardiaque, venant ainsi réduire I'espace QT. Le
diagnostic est établi lorsque qu’un intervalle de 330 ms maximum sera observé a
I’électrocardiogramme. Les patients atteints de ce syndrome expérimentent des arythmies
atriales et ventriculaires. Cela peut éventuellement conduire a la mort subite du patient en

période de repos ou pendant le sommeil a un jeune age.

Le syndrome de Brugada se caractérise par plusieurs altérations de
I’électrocardiogramme. On observera notamment une augmentation du segment ST ainsi
gu’une onde T négative (Havakuk et Viskin 2016). Les patients présenteront des symptomes
tels que la syncope, la respiration agonale nocturne, des palpitations ou des inconforts dans
la poitrine au repos ou pendant le sommeil. Si la mutation la plus courante reportée est celle
du géne SCN5A codant pour le canal sodique Na,1.5 (Chen et al. 1998), d’autres mutations
ont également pu étre reportées. On peut notamment citer celles des genes SCN1B et
SCN3B, conduisant toutes a une diminution des courants sodiques. Chez les patients
présentant le syndrome de Brugada ainsi que le syndrome du QT court, on a pu observer
une mutation touchant les canaux calciques. Chez les patients présentant des
dysfonctionnements des nceuds sino-atriales et atrio-ventriculaires, une mutation affectant
le canal HCN4, responsable de transports de sodium et de potassium, a été reportée

(Milanesi et al. 2015).

La tachycardie ventriculaire polymorphe catécholaminergique se caractérise par une
arythmie ventriculaire déclenchée par I'exercice physique, le stress émotionnel ou
I"administration de catécholamine, méme en I'absence d’anomalie morphologique du cceur.

Une de ces formes est connue sous le nom de syndrome des cceurs brisés découverte par
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une équipe japonaise en 1977 (Kuramoto et al. 1977). En 2002, I’équipe de Priori a identifié
une mutation du gene codant pour le récepteur RyR2 ryanodine, un canal calcique
intracellulaire inséré dans le réticulum sarcoplasmique des cellules myocardiques (Priori

Silvia G. et al. 2002).

La premiere manifestation des canalopathies cardiaques est la syncope. Si le patient
n‘est pas traité rapidement, le risque de mort subite est tres élevé. Pour choisir un
traitement approprié, il peut étre intéressant d’avoir recours aux tests génétiques, non
seulement dans le diagnostic du patient, mais également dans une démarche de dépistage
chez les membres de la famille. Chez les patients a haut risque, présentant des arythmies
séveres, il sera souvent approprié d’employer un défibrillateur automatique implantable
pour corriger ces troubles. C'est notamment le cas pour le syndrome du QT court et du
syndrome de Brugada oU le défibrillateur automatique est le seul traitement ayant
démontré son efficacité, notamment pour les patients asymptomatiques. Des essais sur
I'utilisation de la quinidine dans le traitement de ces deux pathologies sont en cours (Gaita
et al. 2004),(Probst Vincent et Gourraud Jean-Baptiste 2015). L’isoprotérénol est une autre
molécule étudiée dans le cadre du syndrome de Brugada. Comme la quinidine, il augmente
le courant calcique de type L.(Jongman et al. 2007) Le diagnostic du syndrome de Brugada,
n’employant pas de méthode génétique, repose sur l'utilisation de molécules provoquant
une augmentation du segment ST apres une injection intra-veineuse. On retrouve deux

molécules pour ce test, I'ajmaline et le flecainide (Rolf et al. 2003).

Dans le cadre des syndromes de QT long et de la tachycardie ventriculaire
polymorphe catécholaminergique, il existe des déclencheurs qui peuvent étre limités. Ainsi,
I'exercice physique intense ou le stress émotionnel peuvent conduire a I'arythmie
ventriculaire. Par ailleurs, I'utilisation de bétabloquants sera recommandée sur le plan
pharmacologique pour réduire les stimulations adrénergiques et sympathiques. Pour la
tachycardie on préféerera en premiere intention, I'utilisation de nadolol ou de propranolol. Le
nadolol est particulierement apprécié, notamment pour son action a long terme et son
absence d’effet intrinseque sympathomimétique (Priori et al. 2013). La dose maximale pour

controler I'arythmie devra étre employée et I'exercice physique restreint.

Cependant, chez certains patients traités, des arythmies peuvent se manifester
malgré le traitement. Dans ce cas, I'adjonction de flécainide, un antiarythmique agissant sur
les canaux sodiques Nay1.5 et calciques de type RyR2 est nécessaire. Les mémes molécules

sont également recommandées dans le traitement de tous les sous-types de syndrome de
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QT long (Al-Khatib et al. 2018). En complément de ce traitement, des bloqueurs des canaux
sodiques responsables de courants tardifs, comme la mexiletine ou le ranolazine (non
commercialisé en France) peuvent étre employés dans le cadre du sous-type 3 (Pérez-Riera
et al. 2017). Cependant, I'effet de la mexiletine est discuté. En effet, si elle est efficace pour
réduire l'intervalle QT, celle-ci pourrait permettre de faciliter le trafic des protéines
mutantes vers la membrane pouvant a long terme exacerber I'allongement du QT (Ruan

Yanfei et al. 2010).

Malheureusement, la majorité des morts subites ne sont pas reliées a des mutations
spécifiques. Nous pouvons également remarquer qu’un grand nombre de canaux ioniques
peuvent étre impliqués dans les canalopathies cardiaques. Cependant, peu de molécules
sont disponibles pour I'ensemble de ces cibles. Il en résulte des options thérapeutiques
limitées et des approches principalement symptomatiques. Des approches basées sur le

diagnostic génétique et des thérapies ciblées seront a développer.
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Geénes Perspectives

Pathologies (protéines) Thérapeutiques Actuelles Thérapeutiques
KCNQ1 (Kv7.1)
KCNH2 (HERG)
KCNE1 (Mink)
KCNE2 (MiRP1) Traitements
KCNJ2 (Kir2.1) . o
i symptomatiques visant a
KCNJS (Kir3.4) restaurer le rythme cardiaque :
SCN5A (Nav1.5)
SCN4B (Nav2.4)  yafibrillateur automatique
CACNAIC implantable,
(Cavl.2)
Syndrome Non canal: ~ association de beta-bloquants et npolécule spécifique des génes et
du QT long AKAP9 (yatio)  €éventuellement de flécainide, mutants
CALM1 mexiletine ou ranolazine (type 3
(calmoduline)  uniquement),
CALMZ_ dénervation cardiaque
(calmoduline) sympathique gauche si échec des
CAV3 traitements
(caveoline) pharmacologiques(Cho 2016)
SNTA1
(syntrophinal)
ANKB (ankyrine
B)
Syndrome KCNH2 (HERG) ?rﬁzlt;rrzl‘lzﬁ:r utomatique
du QT court KCNQ1 (Kv7.1) ’
KCNJ2 (Kir2.1)  quinidine dans le sous type 1
SCN5A (Nav1.5)
SCN1B (Nav2.1) défibrillateur automatique
SCN3B (Nav2.3) implantable unique
KCNE3 (MiRP2) thérapeutique efficace,
L . Molécule spécifique des genes et
Syndrome de Brugada CACNAILC quinidine ou isoproterenol pour —
les arythmies aigues, (encore
(Cavi.2) :
discuter).
CACNB2 (Cavb2)
HCN4 (Hcn4)
RYR2 (RyR2)
Non-channel: association de beta-bloquants et
Tachycardie CASQ2 éventuellement de flécainide,
ventriculaire (calsequestrine- |, _ . Molécule spécifique des génes et
dénervation cardiaque mutants
polymorphe 2) thi he si échec d
catécholaminergique CALM1 sympathique gauche st echec des

. traitements pharmacologiques
(calmoduline-1) P 8l

TRDN (triadine)

Tableau 3 : Canalopathies du Coeur
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1.2.4. Canalopathies des Muscles Squelettiques
Paralysies Périodiques :

Les paralysies périodiques familiales sont des troubles autosomiques dominants se
caractérisant par une perte temporaire d’excitabilité des muscles conduisant a une paralysie
flasque avec une faiblesse musculaire. Les paralysies périodiques sont classées en trois
grandes catégories: la paralysie périodique hyperkaliémique, la paralysie périodique
hypokaliémique (ou maladie de Westphal) et le syndrome de Andersen-Tawil. Ces
différentes pathologies sont dues a des mutations affectant les canaux sodiques (Na,1.4),

calciques (Cay1.1) et potassiques (Ki2.1, Ki2.6 et K;:3.4) (Statland et al. 2018).

La paralysie périodique hyperkaliémique est associée a de trés haut taux d’ion
potassium dans le sérum, pouvant atteindre jusqu’a 6 mEq/L (normes: 3,5 — 4,5 mEq/L).
Cette hyperkaliémie peut étre déclenchée, notamment par une prise alimentaire riche en
potassium, le repos apres un effort physique intense ou encore I'exposition au froid. Cette
pathologie est liée a une mutation affectant les canaux sodiques Na,1.4 codés par le géne
SCN4A. Ceux-ci voient leur inactivation altérée conduisant a un influx de sodium persistant
et une dépolarisation cellulaire. Pour compenser la dépolarisation, un efflux d’ions

potassiques a alors lieu conduisant a I’élévation de la kaliémie (Khogali et al. 2015).

Dans le cas de la paralysie périodique hypokaliémique, le taux d’ions potassium dans
le sérum descend en dessous de 3,2 mEq/L. Les déclencheurs, de méme que pour la
paralysie périodique hyperkaliémique peuvent étre le repos apres I'effort ou I'exposition au
froid. De plus, une prise alimentaire riche en carbohydrates peut également étre a l'origine
d’une crise. Deux genes sont principalement impliqués dans cette pathologie. SCN4A codant
pour le canal sodique Na,1.4 (10% des cas) et le géne CACNAI1S codant pour le canal
calcique Ca,1.1 (70% des cas). La charge de certains résidus des protéines formant ces
canaux est altérée a la suite de ces mutations. Il en résulte I'apparition de courants ioniques
aberrants et un déséquilibre dans I’homéostasie membranaire. Cela conduira a une
déstabilisation du potentiel de membrane de repos, de |'activité des connexines et des
phénomeénes de contractions (Moreau et al. 2014) L’équilibre entre la dépolarisation et la
repolarisation a l'aide des canaux potassiques Ki et sarco-KATP est responsable de

I’hypokaliémie observée chez le patient.

La paralysie périodique thyrotoxique est une pathologie neurologique rare se
manifestant par une paralysie et une hypokaliémie au cours d’une crise de thyrotoxicose.

Les attaques sont principalement nocturnes, parfois précédées de crampes musculaires, de

Développement et Caractérisation de Récepteurs d'Anions et leurs Applications
Thérapeutiques dans les Canalopathies
Guy GOUARIN — These d'Exercice de Pharmacie — 2019 34



douleur ou de raideur. Le patient peut également présenter des manifestations oculaires,
bulbaires ou respiratoires. Comme pour les autres formes de paralysies impliquant un
trouble de la kaliémie, les crises peuvent étre déclenchées par le repos apres un effort
physique ou bien un régime alimentaire inapproprié (riche en carbohydrates). La crise aura
lieu au cours d’'une hyperthyroidie mais les symptémes d’hyperthyroidie seront le plus
souvent absents pendant la premiére crise. Ce trouble peut survenir dans le cadre de la
maladie de Basedow. L'origine génétique de cette pathologie est incertaine, ainsi les genes
CACNA1S, GABRA3X, rs623011, SUR1Alal1369Ser et KCNJ18. Ces trois derniers sont
impliqués dans la genése de différents canaux potassiques (Ki2.1, Ki2.6 et KATP)

(Orphanet), (Chu et al. 2012), (Jongjaroenprasert et al. 2012).

Le syndrome d’Andersen-Tawil se caractérise par des paralysies périodiques
accompagnées d’arythmies ventriculaires avec un intervalle QT allongé et de malformations
squelettiques (scoliose, petite taille, etc..) (Tawil et al. 1994). Les paralysies peuvent
apparaitre a la suite d’hyperkaliémie ou d’hypokaliémie. Le courant potassique rectifiant
assuré par K;i2.1 se voit supprimé ou amplifié par une mutation du géne KCNJ2 causant la

pathologie (Veerapandiyan et al. 2004).

La prise en charge des paralysies périodiques se concentre sur deux axes. D’'une part,
on trouve un traitement des crises aigués et d’autre part un traitement prophylactique. La
premiere mesure a prendre pour le patient sera I’éviction de tous les facteurs déclencheurs.
Dans le cas de la paralysie périodique hyperkaliémique, les crises peuvent étre controlées
par 'inhalation de salbutamol ou bien par des thérapies associant glucose et insuline qui
vont permettre la repolarisation de la membrane en stimulant la pompe 3Na*/2K*-ATPase,
permettant de restaurer une kaliémie. Dans sa forme hypokaliémique, le traitement de crise

sera une supplémentation immédiate en potassium.

Il est également possible de controler hyperkaliémie et hypokaliémie par
I'administration de diurétiques thiazidiques ou de diurétiques épargnant le potassium
respectivement. Le traitement prophylactique impliquera [I'utilisation d’inhibiteurs de
I’anhydrase carbonique comme |'acetazolamide ou bien le diclofenamide. Ce dernier est un
médicament orphelin ayant montré son efficacité dans un essai clinique en 2016 (Sansone et
al. 2016). En 2013, le bumétamide, un diurétique de I'anse inhibant le co-transporteur NKCC,
a été testé avec succes pour évaluer son efficacité comme traitement préventif sur la souris

(Wu et al. 2013).
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Le traitement du syndrome de Andersen-Tawil est plus complexe. Il nécessite d’une
part le contréle des arythmies cardiaques du patient et d’autre part la réduction des crises
de paralysie. Ainsi I'acétazolamide est le traitement prophylactique le plus efficace, méme si
le diclofénamide est aussi une option thérapeutique intéressante. D’autre part, une
supplémentation en potassium peut contribuer a diminuer les crises tout en réduisant
I'intervalle QT du patient. Le traitement de I'aspect cardiaque de la pathologie impliquera

I'utilisation de B-bloquants ou encore du flécainide (Nguyen et al. 2013).

Myotonies non-dystrophiques :

Les myotonies non-dystrophiques se différencient des myotonies dystrophiques par
I"absence de caractére évolutif de la maladie tant du point de vue de la faiblesse musculaire
que des aspects systémiques. Parmi cette classe de pathologies on peut retrouver la
myotonie congénitale, la paramyotonie congénitale, les myotonies aggravées par le
potassium et la myotonie aggravée par le froid (Matthews et al. 2010). Toutes se

manifestent par des défauts de la relaxation musculaire.

La myotonie congénitale est associée a la perte de fonction des canaux chloriques
CIC-1 codés par le géne CLCN1 (Pedersen et al. 2016). Le mode de transmission récessif ou
dominant permet de distinguer deux formes de la pathologie, respectivement myotonie de
Thomsen et myotonie de Becker. Cette derniere présente le plus souvent des symptomes
plus séveres et des crises fréquentes. Il est possible d’améliorer les symptomes du patient
par certains exercices physiques d’échauffement (Luca et al. 2003). Les mutations du gene
CLCN1 ont aussi été reportées dans certaines pathologies dystrophiques comme la
myopathie de Duchenne (Cardani et al. 2012). Les canaux chloriques temperent |'excitabilité
membranaire et participent a la stabilisation du potentiel de repos a la suite d’'un potentiel
d’action. S’ils ne sont plus en mesure d’exercer leur activité régulatrice, il en résulte un
risque de potentiels d’actions spontanés et des décharges anormales qui entraveront la

relaxation du muscle.

Si les mutations du gene SCN4A codant le canal sodique Na,1.4 peuvent conduire a
des paralysies périodiques, celles-ci ont également pu étre mises en cause dans la
paramyotonie congénitale ainsi que dans les myotonies aggravées par le potassium (Cannon
2015). La paramyotonie de Von Eulenburg (congénitale) se caractérise par une myotonie
persistante provoquée par I'exercice et aggravée par les chutes de température. Le patient

expérimentera le plus souvent une faiblesse musculaire également.
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Les myotonies aggravées par le potassium se séparent en trois sous-catégories : la
myotonie fluctuante, la myotonie permanente et la myotonie sensible a |'acétazolamide.
Toutes voient leurs symptomes considérablement aggravés par I'ingestion de potassium, et
parfois par une exposition au froid. La myotonie fluctuante se présente sous la forme
d’épisodes de raideurs de gravité et fréquence variable. Les crises sont entrecoupées de
longues périodes de normalité. Le début d’une crise peut avoir lieu de 10 a 30 minutes apres
la fin de I'exercice (Matthews et al. 2010). La myotonie permanente se déclenche durant
I’enfance. Elle est plus sévere et touche principalement les muscles faciaux, cervicaux, et des
membres. |l peut également exister une raideur des muscles pharyngés et respiratoires
pouvant induire une hypoxie et une acidose respiratoire. La myotonie sensible a
I'acétazolamide présente les mémes caractéristiques que la myotonie permanente,
cependant elle s’améliore de facon considérable a la suite d’'un traitement par
I’acétazolamide. Si les effets indésirables de ce dernier sont présents, il pourra étre remplacé

par la méxilétine.

La mutation du gene SCN4A va modifier la phase d’inactivation rapide du canal
sodique, conduisant a sa réactivation rapide a l'origine des salves myotoniques. Il y aura des
influx répétés de sodium dans les fibres musculaires conduisant a des décharges répétitives
persistant au-dela de toute stimulation. On parlera de courant sodique résurgent (Jarecki et
al. 2010). Certaines mutations, en plus d’affecter la phase d’inactivation peuvent également
conduire a une augmentation de la sensibilité du canal aux stimuli, conduisant a des

phénotypes aggravés.

La prise en charge des syndromes myotoniques non dystrophiques reposera tout
d’abord sur I'éviction des éléments déclencheurs tels que le potassium ou le froid. Les
contractions brusques et efforts importants doivent également étre limités et des
échauffements doivent étre pratiqués consciencieusement. L'approche pharmacologique de
choix pour le traitement de ces pathologies reposera sur I'emploi de bloqueurs des canaux
sodiques. A ce titre, la méxiletine représente un traitement de choix. Cependant, la
carbamazepine peut également étre employée. Enfin, d’autres molécules inhibitrices des
canaux sodiques comme la ranolazine sont a I'étude (Desaphy et al. 2014). Bien
évidemment, dans le cas des myotonies sensibles a I'acétazolamide, ce dernier sera le

traitement de premiere intention.
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La prise en charge de la myotonie congénitale représente a ce jour une
problématique importante. En effet, il n’existe pas de traitement spécifique et la thérapie
sera le plus souvent symptomatique, reposant sur des molécules similaires a celles utilisées
dans les autres formes de myotonie. La restauration des courants chloriques représente une
approche trés importante pouvant permettre de développer un traitement. Des travaux de
recherche débutés des 1992, ont permis de découvrir diverses molécules permettant de
restaurer un courant chlorique. Cependant, celles-ci n"ont a ce jour pas permis d’avancées
thérapeutiques majeures. (De Luca et al. 1992),(De Luca et al. 2004). A ce jour, il est
possible d’employer, la méxiletine, le tocainide et le flécainide, cependant il ne s’agit pas de

traitement curatif.

Les stratégies thérapeutiques des canalopathies musculaires ignorent le plus
souvent le canal muté responsable de la pathologie pour se concentrer sur I'activation de
canaux fonctionnels de maniére compensatoire. Cela met en évidence une certaine variété
de cibles pouvant étre exploitées. Cependant, il ne faut pas oublier qu’en ciblant des canaux
non mutés, et donc moins spécifiques, le patient s’expose a un risque d’effets secondaires.
Dans une démarche visant a garantir la sécurité du patient, le développement de molécules

ciblant les canaux mutés est nécessaire.
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Pathologies

Geénes
(protéines)

Thérapeutiques Actuelles

Perspectives
Thérapeutiques

Paralysies
périodiques :

Hyperkaliémique,
Hypokaliémique,
Thyrotoxique,
Syndrome de
Andersen-Tawil

Myotonies non
distrophiques :

Myotonie
congénitale,
Paramyotonie
congénitale,
Myotonies aggravées
par le potassium

SCN4A (Nav1.4)
CACNA1S
(Cav1.1)
KCNJ2 (Kir2.1)
KCNJ6 (Kir2.6)

CLCN1 (CIC-1)
SCN4A (Nav1.4)

Traitements
symptomatiques visant a
restaurer la contractilité
musculaire :

acétazolamide, inhibiteur de
I’anhydrase carbonique

salbutamol et association
glucose/insuline, pour stimuler la
pompe Na*/K* ATPase dans la
forme hyperkaliémique

supplémentation en potassium
ou diurétique épargnant le
potassium, dans la forme
hypokaliémique

diurétique thiazidique pour
favoriser I'élimination du
potassium

Traitements
symptomatiques visant a
diminuer I’hyperexcitabilité
musculaire :

méxiletine, carbamazépine,
flécainide, propafenone
inhibiteurs des canaux sodiques

acetazolamide, inhibiteur de
I’'anhydrase carbonique

Tableau 4 : Canalopathies des Muscles

Développement de molécules
favorisant I'ouverture des canaux
KATP

Bumétanide, inhibiteur du
transporteur NKCC

Développement de dérivés de
guanidinium pour I'ouverture des
canaux Igp

Ralentissement de I'inactivation
des canaux sodiques (ranolazine,
lacosamide)

Développement de molécules
sélectives des canaux mutés

Développement de I'approche
pharmacogénétique
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1.2.5. Canalopathies des Reins
Syndromes de Bartter et de Gitelman :

Les syndromes de Bartter sont un groupe hétérogéne se caractérisant par la
présence de tubulopathies avec fuite sodée, se produisant au niveau de la branche
ascendante de I'anse de Henle (Kleta et Bockenhauer 2018). Plusieurs génotypes existent
pour cette pathologie, les plus représentés étant le type lll et le type IV. Les manifestations
de ces syndromes sont nombreuses. Parmi lesquelles, on dénombre la polyurie, la

polydipsie, I'hypokaliémie, I'alcalose, I’hypercalciurie et parfois des néphrocalcinoses.

Le type lll, ou syndrome de Bartter classique, implique une mutation du gene
CLCNKB codant pour le canal CIC-Kb et sa sous-unité accessoire. Ce canal est exprimé dans la
branche ascendante de I'anse de Henle et dans le tube contourné distale. Ce canal est
également exprimé au niveau des stries vasculaires de I'oreille interne ou il participe a la
régulation de la composition du liquide de Scarpa (ou endolymphe) nécessaire a I'audition et
au sens de I"équilibre. Au niveau du rein, ce canal permet la réabsorption du chlorure de
sodium. En 2015, Andrini et son équipe ont reporté des mutations non-sens et faux-sens
conduisant a des troubles du trafic cytoplasmique des protéines vers la membrane ou bien

une diminution de la probabilité d’ouverture du canal (Andrini et al. 2015).

Le syndrome de Bartter anténatale (ou type IV), est causé par des mutations non-
sens ou faux-sens du géne BSDN codant pour la Barttine, sous-unité accessoire des canaux
CIC-Kb (de Pablos et al. 2014). Il se caractérisera par un polyhydramnios au cours de la
grossesse et souvent une naissance prématurée. Le nouveau-né présentera une surdité
neurosensorielle. L'équipe de Steinke a également pu identifier en 2015, une modification
post-traductionnelle, une palmitoylation, pouvant étre reliée a la pathologie (Steinke et al.

2015).

Les syndromes de Bartter de type | et Il sont moins représentés. Ainsi, le syndrome
de Bartter de type | est lié a une mutation du géne codant pour NKCC2, I'une des deux
isoformes de co-transporteurs actifs impliqués dans le déplacement du chlore, du sodium et
du potassium de part et d’autre de la membrane cellulaire (Kbmhoff et Laghmani 2017). Le
syndrome de Bartter de type Il est lui relié a une mutation du gene KCNJ1, codant pour le

canal K;:1.1, le canal sécréteur principal du rein (Welling et Ho 2009).

Plus récemment, en 2017, un nouveau type de syndrome de Bartter a pu étre
identifié. Le syndrome de Bartter de type V a été relié a une mutation du gene MAGED2.

Cette forme présente des manifestations plus sévéres en anténatale avec un tres fort taux
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de mortalité. Cependant, pour les foetus touchés arrivant a survivre et se développer, on
observe une résolution spontanée des symptémes au cours du dernier trimestre de la
grossesse. Le fonctionnement du point de vue de la biologie moléculaire de cette forme est

encore peu compris et toujours discuté (Kdmhoff et Laghmani 2017).

Le syndrome de Gitelman, est quant a lui lié a une mutation du géne SLC12A3
codant pour le canal NCC, un co-transporteur de sodium et chlorure. Il se manifeste aprés
I’age de 6 ans. Les patients présentent le plus souvent des périodes transitoires de faiblesses
musculaires, voire de tétanie. Des symptdmes supplémentaires comme des douleurs
abdominales, des vomissements ou de la fievre peuvent se manifester. Il est a noter que les
patients présenteront le plus souvent une pression sanguine inférieure a la population

générale.

La prise en charge des patients présentant un syndrome de Bartter se concentre sur
la correction des anomalies aigués et chroniques pouvant étre présentes. Les défauts de
réabsorption peuvent étre compensés relativement facilement. En effet, un régime enrichi
en sel et complémenté en potassium et magnésium doit étre mis en place. L'utilisation de
diurétiques peut également étre nécessaire pour contréler tension et volémie. Cependant, il
sera nécessaire d’employer des diurétiques épargnant le potassium, comme la

spironolactonne, I'éplérone ou encore I'amiloride.

Les hypovolémies déclenchées par les diurétiques peuvent entrainer des
phénomeénes de rétrocontrdle positif au niveau de la prostaglandine E2 en favorisant sa
sécrétion. Celle-ci est impliquée dans la sécrétion de rénine qui limitera la perte de volémie.
Cela n’étant pas désiré dans le cadre du traitement du syndrome de Bartter, le recours a
I'indométhacine est courant. Il s’agit d’un inhibiteur des cyclooxygénases ayant montré une
efficacité certaine chez les patients atteints du syndrome de Bartter. Cependant, cette
molécule peut induire des gastrites, des ulceres avec saignements et des entérocolites
nécrosantes. Ces stratégies bien qu’empiriques présentent une bonne efficacité. Cependant,
elles exposent le patient a un risque iatrogene de dommage au rein, pouvant aller jusqu’a

entrainer des insuffisances rénales chroniques (Unwin et Capasso 2006).

Le développement de stratégies thérapeutiques visant a rétablir les courants
ioniques et I'identification de molécules spécifiques ciblant ces canaux, est aujourd’hui tres
important. Ces pathologies peuvent avoir des conséquences graves liées aux thérapeutiques
au long cours qu’elles impliquent. L'acide niflumique est une molécule intéressante ciblant

les canaux CLC-K d’une espéece d’amphibien, Xenopus oocyte. Cependant, chez les canaux
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d’origine humaine, I'effet n’a pu étre répliqué (Imbrici et al. 2014). Il s’agit néanmoins d’un

potentiel lead pour le développement de molécules efficaces chez I’homme.

Maladie de Dent :

La maladie de Dent est une tubulopathie rénale d’origine génétique affectant le tube
contourné proximal. La prévalence de cette maladie est mal estimée avec environ 250
familles I'’exprimant déja reportées. Les patients atteints présentent des symptédmes comme
une protéinurie de bas poids moléculaire, une hypercalciurie, une néphrolithiase, une
néphrocalcinose. lls développent progressivement une insuffisance rénale. Cette pathologie
est parfois compliquée par un rachitisme ou encore une ostéomalacie. Deux sous-types ont

été découverts pour cette pathologie.

Le type | est causé par une mutation du géne CLCN5 codant pour le canal CLC-5.
Cette protéine agit comme un antiport assurant le transport de 2ClI/H* (Picollo et Pusch
2005). Ce canal est co-distribué a la membrane par des endosomes avec la V-ATPase, celle-ci
assurant la réabsorption et I'albumine ainsi que d’autres protéines de bas poids moléculaire
filtrées par le glomérule. En reliant cela au symptome de protéinurie de bas poids
moléculaire, il semble que la pathologie soit donc liée a une perturbation de I’endocytose se

répercutant sur d’autres protéines de la membrane des cellules du tube contourné proximal.

La maladie de Dent de type 2 est associée a une mutation du gene OCRL1. Ce dernier
code pour une phosphatase (PIP2). En plus des troubles rénaux, une mutation peut conduire
a des symptdémes de cataracte, d’hypotonie centrale ou encore de déficit intellectuel. La
combinaison des symptomes rénaux et cérébraux définira alors le syndrome de Lowe. Les
études sur des modeéles de souris ont permis de mettre en évidence des similarités
notamment en termes d’adressage des protéines a la membrane. Ainsi, il semblerait que les
endolysosomes accumulent du phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate perturbant le trafic

des vésicules (Festa et al. 2019).

La prise en charge thérapeutique des patients atteints de la maladie de Dent est
symptomatique et vise d’'une part a éviter la néphrolithiase par un apport généreux en
liguide. Des diurétiques thiazidiques peuvent également étre employés pour traiter
I’hypercalciurie. Malheureusement, leur utilisation expose les patients a des effets
indésirables comme I’hypovolémie ou I'hypokaliémie. La supplémentation en vitamine D au
cours de la vie du patient est également complexe, celle-ci pouvant favoriser
I’hypercalciurie. Cebotaru et son équipe ont suggéré en 2005, dans une étude sur un modele

animal, qu’un régime enrichi en citrate pourrait éventuellement ralentir la progression de la
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pathologie. Cependant, ce résultat ne semble pas avoir été mis a I'épreuve par des essais
chez I'homme (Cebotaru et al. 2005). Cette pathologie présente un challenge au point de
vue thérapeutique pour deux raisons. En effet, d’une part, les ligands au canal CLC-5 sont
manquants pour restaurer son activité, d’autre part I'implication des voies d’adressage a la
membrane doit faire réfléchir. Ainsi, si la pathologie n’est pas uniquement liée au mauvais
fonctionnement de la protéine, mais a la répercussion sur d’autres protéines de son
adressage défaillant, il faut alors trouver des chaperonnes pouvant favoriser le transport

vers la membrane et favoriser son expression a la surface des cellules.

Syndrome EAST/SeSAME (Epilepsy, Ataxia, Sensorineural deafness, Tubulopathy)/
(Seizures, Sensorineural deafness, Ataxia, Mental retardation, and Electrolyte imbalance) :

Le syndrome EAST/SeSAME est un trouble affectant de nombreux organes avec une
variété de symptdémes. Le patient le plus vieux ayant été décrit pour cette pathologie a
atteint I’dge de 24 ans. Cependant, de par la découverte récente de la maladie, I'existence
d’individus plus agés n’ayant pas été diagnostiqués, est possible. Ce syndrome fut décrit
initialement par Bockenhauer et Scholl en 2009 (Bockenhauer et al. 2009). Il est d{ a une
mutation du gene KCNJ10 codant pour la sous-unité de base du canal potassique Ki4.1
exprimée dans le cerveau, I'oreille interne, le rein et les yeux. A ce jour, vingt-huit cas ont
été reportés et seize mutations ont pu étre identifiées. Certaines mutations causent une
absence d’expression a la surface des cellules, d’autres diminuent la quantité de protéines
exprimées en surface quand d’autres mutations peuvent conduire a une augmentation de

son expression malgré une perte de fonction de la protéine.

La prise en charge des patients atteints de ce syndrome se doit d’étre
pluridisciplinaire. Aucun traitement spécifique n’existe pour ces patients. Ainsi, les
manifestations épileptiques sont contrélées a l'aide d’antiépileptiques comme I'acide
valproique, la lamotrigine, la carbamazépine seule ou associée au topiramate. Cependant,
certains patients continuent de subir des crises résistantes au traitement. La compensation
des pertes en électrolyte est décrite dans la prise en charge de ces patients,
occasionnellement de I'indométhacine ou encore de diurétiques épargnant le potassium

comme la spironolactone ou encore I'amiloride (Celmina et al. 2019).
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Il s’agit d’'une pathologie nécessitant le développement de méthodes permettant

son diagnostic rapide pour une prise en charge rapide des désordres électrolytiques. Le

diagnostic différentiel est complexe. Ainsi, certains patients se sont vus diagnostiquer des

pathologies plus courantes, comme le syndrome de Bartter ou de Gitelman. Les aspects

génétiques et physiopathologiques doivent étre plus étudiés et le développement de

modeles animaliers pourrait permettre d’acquérir de précieuses informations sur la

pathologie.

Pathologies

Geénes
(protéines)

Thérapeutiques Actuelles

Perspectives
Thérapeutiques

Syndrome de Bartter

Maladie de Dent

Syndrome
EAST/SeSAME

CLCNKB (CIC-Kb)
BSDN
(Barttine)
ROMK1 (Kir1.1)

CLCNS (CIC-5)
OCRL1 (PIP2)

KCNJ11 (K;4.1)

Traitements symptomatiques visant

a restaurer I’équilibre électrolytique :

diurétique épargnant le potassium,
indométhacine,
supplémentation en électrolytes

Traitements symptomatiques visant

a restaurer I’équilibre électrolytique :

diurétique thiazidique,
régime enrichi en citrate

Traitements symptomatiques visant
a restaurer I'équilibre électrolytique
et controler I'épilepsie :

traitement anti-épileptiques,
indométhacine,

supplémentation en électrolytes

Tableau 5 : Canalopathies des Reins

Développement d’activateurs
de canaux sélectifs,

Développement de
chaperonnes

Développement d’activateurs
du canal CLC-5,

Développement de
chaperonnes

Sensibilisation au diagnostic,

Développement de modeles
d’étude
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1.2.6. Canalopathie du Systeme Respiratoire
Mucoviscidose :

La mucoviscidose (ou fibrose kystique) est la pathologie d’origine génétique la plus
prévalente parmi la population caucasienne avec environ 1 cas sur 2500 a 3500 naissances. Il
est a noter noter que celle-ci touche bien plus faiblement les populations afro-américaines
(1 cas pour 17 000 naissances) ou asiatiques (1 cas pour 31 000 naissances) (Genetics Home
Reference). Les patients atteints sont vulnérables a des infections et inflammations
pulmonaires a répétition. Cela conduira a des lésions des voies respiratoires irréversibles et
I'insuffisance respiratoire. Le spectre des symptomes pouvant étre exprimé par les patients
est trés varié. Ainsi, s’il peut exister des formes douces qui ne seront détectées que
tardivement et n’affectant qu’un seul organe, d’autres formes pourront s’avérer plus
séveres. Dans ces formes, les troubles pourront également toucher le systéme digestif et

reproducteur.

L'origine de la pathologie est associée a diverses mutations du géne CFTR codant
pour le canal du méme nom dont plus de 1900 mutations ont pu étre identifiées. La protéine
CFTR est un canal ionique responsable du transport des ions chlorures principalement, et
thiocyanates dans une moindre mesure a travers |'épithélium respiratoire. Différentes
stimulations permettent de moduler le transport des ions a travers la membrane, comme
des phosphorylations de son domaine de régulation, ou I’hydrolyse de I'ATP sur des
domaines d’interactions. En plus de cette fonction de canal ionique, la protéine est
impliquée dans la régulation d’autres canaux, comme le canal chlorique a rectification
sortante, le canal sodium épithélial, et des canaux potassiques a rectification entrante

(Schwiebert et al. 1999). Il en résulte un réle majeur dans I'organisme de celle-ci.

La plus commune étant la mutation F508del, conduisant a la délétion de la
phénylalanine en position 508 (Orenstein et al. 2002). Six classes de mutations ont pu étre
mises en évidence. La classe | concerne entre 2 et 5% des patients et se caractérisera par
I"absence totale de protéine CFTR. La classe Il touche 70% des patients américains atteints et
se caractérisera par une mauvaise localisation de la protéine au niveau cellulaire en lien avec
des modifications post-traductionnelles anormales. La classe Il correspond au patient
présentant un canal a activité réduite en lien avec des défauts de régulation de celle-ci. La
classe IV concerne les patients présentant des troubles de la conduction conduisant a des
flux d’ions irréguliers et aberrants. Les patients atteints par une mutation de classe V

présentent un taux trop faible de protéine CFTR méme si celle-ci est fonctionnelle. Enfin les
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mutations de classe VI conduisent a une augmentation du turn-over et un faible temps
d’activité au niveau de la membrane de la protéine qui sera rapidement détruite (Rafeeq et

Murad 2017).

Quel que soit la mutation, le patient présentera un déficit en ions chlorure
extracellulaire et en thiocyanate. Il y aura une réabsorption trop importante de I'eau au
niveau des différents épithéliums causant un épaississement des sécrétions épithéliales. Les
manifestations pourront alors toucher les poumons, le pancréas et le foie.
Au niveau du pancréas, un défaut d’excrétion des enzymes de la digestion apparaitra en
raison de canaux bouchés par des sécrétions ne permettant plus la délivrance de celles-ci
dans le tube digestif. Ces enzymes s’attaqueront alors au pancréas entrainant une fibrose de
ce dernier. Celui-ci sera perturbé tant dans ses fonctions endocrines qu’exocrines.
Au niveau du foie, on observera une augmentation de la viscosité de la bile qui sera a
I’origine d’une obstruction des voies hépato-biliaires. Il en résultera une cirrhose biliaire et
souvent une hépatomégalie. Le patient pourra nécessiter une greffe hépatique en raison des
hypertensions de la veine porte, hémorragies digestives et insuffisance hépatocellulaire.
Enfin, au niveau des poumons, le liquide de surface tapissant I'arbre bronchique s’épaissira.
Il perdra alors ses propriétés rhéologiques diminuant I'efficacité de la clairance muco-ciliaire.
En effet, ne pouvant plus étre éliminé correctement, le mucus bronchique s’enrichira en
poussiéres et agents infectieux. Le patient verra alors ses voies respiratoires colonisées par
diverses bactéries, causant une inflammation et conduisant a des lésions des tissus

bronchiques et a une insuffisance respiratoire.

La stratégie thérapeutique est complexe et devra prendre en compte la totalité des
organes pouvant étre touchés. D’une part, le traitement devra permettre de restaurer une
fonction respiratoire convenable et limiter infections et inflammations. A ce titre, diverses
antibiothérapies inhalées peuvent étre employées, on peut citer de maniéere non exhaustive
I'utilisation d’azithromycine, de tobramycine, de levofloxacine ou encore de doxycycline.
L'inflammation peut étre controlée a I'aide d’anti-inflammatoires, notamment des
corticoides inhalés ou bien par voie systémique et I'utilisation de cromolyne (Flume et al.
2007). Il est également nécessaire de favoriser I’élimination du mucus. A ce titre, il est
possible d’employer des agonistes beta, des solutions salines hypertoniques ou encore la
dormase a, une enzyme issue du génie génétique capable d’hydrolyser 'ADN extracellulaire

accumulé dans le mucus (Salvatore et D’Andria 2002),(Robinson et al. 1996),(Quan et al.

2001).

Développement et Caractérisation de Récepteurs d'Anions et leurs Applications
Thérapeutiques dans les Canalopathies
Guy GOUARIN — These d'Exercice de Pharmacie — 2019 46



Le traitement du systéeme digestif est aussi nécessaire pour éviter tout risque
d’obstruction intestinale. L'utilisation de laxatif osmotique et de soluté de réhydratation
orale peut étre nécessaire dans le cas de blocage partiel. Si le blocage est total, un lavage
intestinal sera nécessaire (Colombo et al. 2011). Pour éviter toute récurrence, une
administration réguliere de polyéthyléne glycol 3350 peut étre donnée pour une durée de 6
mois a 1 ans. Le déficit en enzyme issu du pancréas doit également étre comblé pour
restaurer les fonctions digestives chez le patient. Pour ce faire, il est possible de recourir a
des thérapies substitutives consistant a administrer au patient les enzymes dont il a besoin

par voie orale (Somaraju et Solis-Moya 2016).

La principale cible pharmacologique pour un traitement plus spécifique et efficace
de la mucoviscidose se concentre sur la protéine CFTR. En effet, celle-ci reste a I'origine de
I’ensemble du tableau clinique présenté par les patients. Ainsi, il existe une recherche active
de molécules permettant de corriger ces déficits structuraux et/ou fonctionnels. C’est avec
cet objectif en téte que l'ivacaftor a été mis sur le marché en 2012 a la suite d’essais
clinigues multicentriques de grande envergure (Ramsey et al. 2011). Ce médicament agit en
augmentant I'ouverture du canal, améliorant de fait le transport des ions chlorures. Son
mécanisme n’est cependant pas totalement élucidé. Aujourd’hui cependant, il n’est indiqué
gue pour les patients de plus de 6 ans porteurs d’au moins une mutation de classe Ill et chez
certains patients de plus de 18 ans atteint d’'une mutation de classe IV, la mutation R117H.
Cependant pour un certain nombre d’autres mutations, notamment la F508del qui touche
presque 70% des patients européens, cette molécule s’est avérée inefficace Rappelons
également qu’avec un co(t de traitement de plus de 18000 euros par mois pour cette seule

molécule, ce traitement représente une dépense de santé importante.

Le second modulateur de la protéine CFTR important est le lumacaftor. Celui-ci a
montré de bons résultats dans le traitement de patients atteints par la mutation F508del.
Cette mutation conduit a un mauvais repliement de la protéine conduisant a sa destruction
avant son insertion dans la membrane pour récupérer sa structure finale. Le lumacaftor va
donc agir en augmentant le transport vers la membrane pour permettre a la protéine son
action, qui sera souvent limitée dans sa fonction par son défaut de structure (Van Goor et al.
2011). Cette molécule est trés intéressante de par la population large qu’elle permet de

traiter.
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Si le lumacaftor permet d’augmenter le trafic vers la membrane de protéine avec
des défauts de structures et que l'ivacaftor permet d’activer des canaux présents a la
membrane avec un défaut, alors il semble naturel de vouloir les associer. En effet, des essais
de phase Il puis de phase Ill ont donné des résultats prometteurs dans ce sens (Elborn et al.
2016). Ainsi chez les patients de plus de 12 ans homozygotes delta F508, des améliorations
modérées mais significatives ont pu étre mises en évidence permettant la délivrance d’une

AMM européenne en 2018 sous le nom de marque Orkambi®.

Le développement de ces modulateurs de la protéines CFTR a considérablement
amélioré la prise en charge des patients atteints de mucoviscidose. Cependant, des
limitations se présentent parmi lesquelles nous pouvons citer, la nécessité de continuer les
autres traitements symptomatiques quotidiens, des interactions avec les inducteurs et
inhibiteurs du CYP3A, des effets indésirables graves tels que l'augmentation des
transminases, la cataracte, des douleurs oro-pharyngés, des infections des voies
respiratoires hautes liées a une perte d’efficacité de certains antibiotiques et antifongiques.
Il est également a noter que le bénéfice de ces traitements pour les jeunes patients de
moins de 12 ans est limité et que de fortes doses doivent étre maintenues pour obtenir une
bonne efficacité. Enfin la combinaison de I'ivacaftor et du lumacaftor conduit a une escalade
des doses. En effet, leur interaction mutuelle conduit a une augmentation du métabolisme
de l'ivacaftor. Il existe un grand nombre de molécules actuellement soumises a diverses
phases d’essai dans le but de développer de nouveaux agents correcteurs du transport par
CFTR comme le CTP656, une molécule d’ivacaftor deutérée pour augmenter sa demi-vie ou
encore la duramycine qui vise a activer les canaux CaCC pour restaurer le transport des ions

chlorures au travers d’une protéine non mutée (Rafeeq et Murad 2017).
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1.2.7. Canalopathies du Systéeme Endocrinien
Diabéte Sucré Néonatal et Hyperinsulinisme Congénitale :

Les cellules B des flots de Langerhans participent a la libération d’insuline, hormone
hypoglycémiante majeure de la régulation de la glycémie. La membrane de ces cellules
présente un canal potassique ATP-dépendant (KATP) impliqué dans la régulation de ces

sécrétions (McTaggart et al. 2010).

Les mutations des génes ABCC8 et KCNJ11 entrainant une perte de fonction des
canaux sont a l'origine de la majorité des hyperinsulinismes congénitaux. La conséquence
principale de ce trouble est I’hypoglycémie. Celle-ci est particulierement sévére pendant la
période néonatale et doit étre traitée rapidement au risque de causer des dommages
cérébraux si elle n’est pas prise en charge. La plupart des nourrissons naitront

macrosomiques, tres souvent par césarienne (Arnoux et al. 2011).

Les mutations entrainant un gain de fonction de la protéine pour les mémes génes,
seront a l'origine de diabéte sucré ou encore du syndrome DEND. Ce dernier est une forme
sévere de diabete néonatal caractérisé par la présence d’une triade de symptomes, incluant

retard de développement, épilepsie et diabéte néonatal.

Le traitement de I'hyperinsulinisme congénital implique I'utilisation de diazoxide
capable d’ouvrir le canal KATP ainsi que des analogues de la somatostatine permettant de
réduire la sécrétion d’insuline. Cependant il est a noter qu’une part non négligeable de
nourrissons peut manifester une résistance a ce traitement dans les premiers mois de la vie.
Le diabete néonatal et le syndrome DEND sont traités a I'aide d’insuline et de glibenclamide,
une molécule bloquant le canal KATP et augmentant la sécrétion d’insuline (Evliyaoglu et al.

2018).

Le canal KATP est régulé par le ratio ATP/ADP dans la cellule. Lorsque la quantité
d’ATP augmente dans la cellule a la suite de la glycolyse, ce canal se ferme induisant une
dépolarisation de la membrane qui active un second canal ionique. Ce dernier permet un
influx de calcium a l'intérieur de la cellule. L'augmentation du taux de calcium intra-cellulaire
provoque alors I'exocytose et la libération d’insuline (Demirbilek et Hussain 2017). Cette
chaine de transduction du signal, met en évidence la possibilité d’agir a plusieurs niveaux
pour limiter I'impact de la mutation. Ainsi, un axe de recherche pourrait étre le
développement de molécules plus spécifiques des protéines mutées des patients. En effet, la
sous-unité ou vient se fixer un certain nombre de molécules bloquant ce canal, (comme le

glimepiride ou encore le repaglinide) est affectée par la mutation induisant une perte
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d’efficacité des molécules connues. D’autres part, le développement de molécules
permettant d’activer ou de bloquer le canal calcique au besoin, représente une piste de

recherche intéressante.

Pathologie osseuse :

L'ostéopétrose ou maladie des os de marbre se référe a un groupe d’anomalies
osseuses héréditaires. Celles-ci se caractérisent par une augmentation de la densité osseuse
due a un défaut de développement ou de fonction des ostéoclastes, cellules impliquées dans
la résorption de I'os. La présentation clinique de la pathologie est variable. Ainsi il a pu étre
constaté des complications néonatales mortelles comme I'aplasie médullaire, mais
également des découvertes fortuites a la radiographie. Classiquement, les patients
présentent des fractures, une petite taille, des neuropathies compressives et parfois une

pancytopénie.

Une défaillance du géne TCIRG1 codant pour une sous-unité de la V-ATPase a pu
étre mise en évidence dans 50% des cas. Celle-ci induit alors un défaut du trafic vésiculaire
dans la cellule et une acidification des lysosomes. Cela provoque une incapacité des
ostéoclastes a résorber le tissu osseux (Sobacchi et al. 2013). Plus rarement, des mutations
des genes CLCN7 et OSTM1 ont pu étre constatées. Ces génes codent, respectivement, pour
le canal chlorique CLC-7 et sa sous-unité accessoire Ostm1 (Ou et al. 2019),(Pata et Vacher

2018). Leur mutation entraine une perte de fonction du canal.

Une transplantation de cellules souches hématopoiétiques est a I’heure actuelle le
seul traitement curatif connu de diverses formes d’ostéopétrose. Cependant, si le patient
peut expérimenter un rejet de greffe, il s’expose également a des effets indésirables comme
une toxicité hépatique ou pulmonaire ou bien encore des maladies veino-occlusives
(Orchard et al. 2015). Le calcitriol est également employé en association a l'interféron
gamma. Ce traitement vise a moduler le taux de calcium dans le sang pour augmenter
I'activité des ostéoclastes (Key et al. 1995). Le développement de nouvelles thérapeutiques
se concentre actuellement, d’'une part sur la thérapie génique et d’autre part sur des

molécules capables de cibler CLC-7.
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Pathologies

Geénes
(protéines)

Thérapeutiques Actuelles

Perspectives
Thérapeutiques

Hyperinsulinisme
congénital

Diabéte sucré
néonatal et syndrome
DEND

Ostéopétrose

KCNJ11 (K;6.2)
ABCC8 (SUR1)

KCNJ11 (Ki6.2)
ABCC8 (SUR1)

CLCN7 (CIC-7)
OSTM1 (CIC-7
accessory
subunit
Ostm1)

diazoxide pour ouvrir les canaux
KATP,

analogues de somatostatine pour
réduire la sécrétion d’insuline

insuline,

glibenclamide, un sulfamide
hypoglycémiant

Traitements visant a augmenter la
résorption osseuse :

greffe de cellules souches
hématopoiétiques,

calcitriol et interferon gamme,

corticostéroides

Tableau 6 : Canalopathies du Systéme Endocrinien

Développement de molécules
hyperglycémiante,

Développement de molécules
agissant a d’autres niveaux de
la transduction du signal

Développement de molécules
hypoglycémiantes spécifiques
des mutants,

Développement de molécules
agissant a d’autres niveaux de
la transduction du signal

Développement de molécules
ciblants CLC-7,

Thérapie génique
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1.2.8. Canalopathies du Systeme Immunitaire

Si la plupart des canalopathies sont des pathologies d’origine génétique, quelques-
unes de ces pathologies sont acquises. En effet, il existe un certain nombre de pathologies
affectant les canaux présentant une origine auto-immune. Ainsi, chez certains patients, il est
possible de retrouver des anticorps dirigés vers les canaux ioniques ou leur protéine
associée. On retrouve décrit dans la littérature, une douzaine de pathologies d’origine auto-
immune allant de la myasthénie grave a I'encéphalite. Les canalopathies apparaissent le plus
souvent en présence d'un syndrome paranéoplasique favorisant I'expression d’auto-

anticorps.

La myasthénie grave est une pathologie de ce groupe bien connue. Les patients
présentent des anticorps ciblant les récepteurs nicotiniques de I'acétylcholine (nAChRs)
perméables aux ions sodium et potassium. Ces récepteurs sont exprimés sur la membrane
des cellules post synaptiques de la plaque motrice. En ciblant ce récepteur, les anticorps
provoqueront une abolition de la fonction de ceux-ci. En raison de ce blocage, le patient
présentera une certaine faiblesse musculaire avec une fatigabilité. Le plus souvent, il s’agira
de faiblesse oculaire, méme si des manifestations oropharyngés ou bien au niveau des
membres sont possibles. Le traitement doit étre adapté a chaque cas et sera le plus souvent
symptomatique, notamment avec des anticholinestérasiques visant a augmenter la
concentration en acétylcholine de la synapse pour augmenter la stimulation du muscle. Une
autre cible des auto-anticorps est la protéine MuSK, participant au regroupement des sous-
unités constituant nAChRs. Une modulation de la réponse immunitaire est souvent
nécessaire pour diminuer le taux d’anticorps. Ainsi il est possible d’employer corticoides,
azathioprine, cyclosporine et mycophénolate mofétil. En cas de crise grave, la
plasmaphérése ou l'injection d'immunoglobulines par voie intraveineuse peut étre requise

(Jayam Trouth et al. 2012).

La ganglionopathie autonome auto-immune est une autre pathologie apparaissant a
la suite d’une auto-immunité a I’encore de nAChRs. Cette fois-ci au niveau cérébral. Ceux-ci
sont notamment exprimés au niveau des ganglions synaptiques sympathiques,
parasympathiques et entériques. Les patients présenteront des hypotensions
orthostatiques, une hypohydrose, des pupilles fixes en mydriase, une sécheresse oculaire et
buccale, éventuellement une rétention urinaire, une constipation ou une diarrhée. La
pathologie étant rare, aucun traitement standard n’a pu étre établi. Ainsi une modulation de

la réponse immunitaire sera le plus souvent entreprise avec I'emploi
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d’'immunosuppresseurs, ou de corticostéroides. La plasmaphérese ou I'administration
intraveineuse d’'immunoglobuline est également conseillée. Un traitement symptomatique
peut également présenter un intérét, notamment les larmes artificielles et certains sprays

buccaux, pour traiter les symptémes de sécheresse (Gibbons et al. 2008),(Parize et al. 2010).

Le syndrome myasthénique de Lambert-Eaton est un trouble présynaptique se
caractérisant par une faiblesse des muscles proximaux, des dysfonctionnements du systeme
nerveux autonomes et une abolition des réflexes. Dans cette pathologie des auto-anticorps
vont cibler le canal calcique présynaptique voltage-dépendant P/Q. Ce canal est impliqué
dans les influx en ions calcium a la suite d’une dépolarisation responsable de la libération de
neurotransmetteurs. Ainsi par son action, I'anticorps induira une baisse importante des
influx calciqgues et une diminution de la libération d’acétylcholine. 50% des patients
présentant ce syndrome développent une tumeur sous-jacente, comme par exemple un
cancer du poumon a petite cellule dans lequel la cellule cancéreuse exprime ce méme canal.
Il n'existe pas de traitement curatif pour ce syndrome. Sa prise en charge implique
I"utilisation d’amifampridine, un bloqueur de canaux potassique voltage-dépendants. Cette
stratégie vise a augmenter la durée de dépolarisation de la membrane pour permettre une
libération suffisante de neurotransmetteurs. La pyridostigmine peut également étre
employée ; cet inhibiteur de I'acétylcholinestérase permettra d’augmenter la concentration
synaptique en acétylcholine. L'immunosuppression peut étre entreprise également soit par
I'emploi de prednisolone seule ou combinée a I'azathioprine. La plasmaphérese et
I'administration intra-veineuse d’immunoglobulines ne possédent malheureusement que
des effets de courtes durées. La tumeur sous-jacente doit étre traitée si elle est présente

(Titulaer et al. 2011).

La neuromyotonie est une forme d’hyperexcitabilité des nerfs périphériques se
caractérisant par des fasciculations musculaires, des crampes ou encore des
pseudomyotonies, mais également d’hyperhydrose et éventuellement de paresthésie. Si
cette pathologie peut étre héréditaire, il existe également une forme acquise, le syndrome
d’Isaac.(Tomimitsu et al. 2004) Dans cette forme, le patient présente des auto-anticorps
dirigés vers le canal calcique a-dendrotoxine-sensible voltage-dépendant (VGKC) ou ses
protéines associées comme le gliome inactivé 1 riche en leucine (LGI1), la protéine 2
associée aux contactines (CASPR2) ou encore la contactine-2. Ces protéines aident a la
repolarisation de la membrane cellulaire et contribuent aux périodes réfractaires limitant la
surstimulation. Les auto-anticorps vont donc provoquer une diminution de I'influx

potassique conduisant a I’hyperexcitabilité nerveuse et I'augmentation des contractions
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musculaires. A ces manifestations musculaires peuvent s’associer des symptomes
neurologiques comme des hallucinations, une confusion, une amnésie, un myoclonus. Des
signes d’hyperactivité autonome (variation de pression sanguine, hyperhydrose). Dans le cas
ou ces symptémes apparaissent, on parlera alors du syndrome de Morvan (Masood et
Sitammagari 2019). La qualité de vie du patient peut étre améliorée a I'aide d’un traitement
symptomatiques. Ainsi ['utilisation de traitements permettant la réduction de Ia
dépolarisation sera privilégiée. L'utilisation d’antiépileptiques comme la carbamazepine, la
lamotrigine ou bien le valproate de sodium peut étre utile, si nécessaire en combinaison. La
plasmaphérese permet une amélioration des symptdémes pour une période d’environ 6
semaines. L'immunosuppression est aussi envisageable méme si les effets bénéfiques a long

terme de celle-ci n’ont pu étre démontrés (Skeie et al. 2010).

L’encéphalite limbique, dans certaines formes, a pu étre reliée a une augmentation
du niveau d’anticorps visant les canaux VGKC. Elle se caractérise par des amnésies aigués,
une confusion, des changements de personnalité ou encore une psychose. Celle-ci peut étre
repérée par IRM, par la présence d’une zone d’inflammation au niveau des lobes temporaux
médians. Le canal VGKC n’est pas le seul a pouvoir étre ciblé dans cette pathologie. Ainsi le
récepteur a l'acide a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4isoxazolepropanoique (AMPAR), les
récepteurs au GABA ou encore le récepteur au N-methyl-D-aspartate (NMDAR) sont
également concernés. Comme la plupart des pathologies auto-immunes décrites, les
encéphalites auto-immunes peuvent apparaire dans un contexte de syndrome

paranéoplasique.

Les encéphalites anti-NMDAR sont reconnues comme les encéphalites auto-
immunes les plus prévalentes. Le patient présentera des symptomes comme la psychose,
I'amnésie, la confusion, la dysphasie, des instabilités respiratoires qui nécessiteront le plus
souvent une hospitalisation pour des soins lourds. La plupart des patients sont des enfants
ou bien de jeunes adultes avec ou sans tumeurs. Les anticorps sont présents dans le sang et
le liquide cérébrospinal. Ceux-ci diminuent la densité membranaire de ce récepteur en
augmentant sont internalisation et sa dégradation diminuant I'excitabilité des neurones

GABAergiques (Dalmau et al. 2019).

Le traitement des encéphalites auto-immunes nécessitera le plus souvent une
immunosuppression. Les corticostéroides sont indiqués en premiere intention pour limiter
les processus inflammatoires mais leur efficacité est limitée par leur faible spécificité.

L'administration d’immunoglobulines par voie intra-veineuse est également possible de
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méme que la plasmaphérése. En complément, I'utilisation d'immunomodulateur peut étre
nécessaire comme le rituximab et les cyclophosphamides. Cependant le rituximab ne passe
pas la barriere hémato-encéphalique et par conséquent voit son efficacité limitée. Des
thérapies alternatives comme le tocilizumab, [linterleukine-2, |’azothioprine et le

mycophénolate mofétil ont également été reportées (Shin et al. 2017).

La neuromyélite optique est un terme englobant un vaste spectre de maladies
inflammatoires démyélinisantes. Ce phénomene affecte principalement les nerfs optiques et
la moélle épiniére. En raison de la disparition de la gaine de myéline les patients
développeront des névrites optiques pouvant conduire a la cécité, mais également des
paralysies, des troubles des sens, des dysfonctionnements vésicaux. Le plus souvent, les
patients présentent des anticorps ciblant I'aquaporine 4, le principal canal responsable du
passage de l'eau dans le systéme nerveux central. Cette protéine est principalement
retrouvée sur la membrane des astrocytes participant a de nombreuses taches dans le
systéme nerveux comme la régulation des neurotransmissions, la réponse immunitaire, la
régulation du flux sanguin, le métabolisme énergétique ou encore I'entretien de la barriere
hémato-encéphalique. En endommageant les astrocytes les auto-anticorps vont provoquer
une inflammation locale pouvant conduire a une défaillance de la barriere hémato-
encéphalique et des dommages neuronaux (Chang et Chang 2019). Le traitement de cette
pathologie repose sur une gestion des épisodes aigus a I'aide de corticostéroides par voie
intraveineuse et en I'absence de réponse par une plasmaphérese. Le traitement a long
terme implique ['utilisation d’immunosuppresseurs comme |'azathioprine, ou le

mycophénolate mofétil (Wingerchuk et al. 2007).

Les canalopathies d’origine auto-immunes sont des pathologies dont I'étude a
commencé récemment et de nombreux éléments restent encore a définir pour permettre
de mieux les comprendre pour mieux les traiter. Ainsi le développement de nouveaux
modeles d’études in vivo et in silico s’avere nécessaire pour mieux comprendre les processus
physiopathologiques impliqués dans ces troubles. Ces informations permettront d’envisager
le développement de nouvelles molécules spécifiques efficaces pour traiter les patients. Le
diagnostic de ces pathologies est également complexe avec parfois de nombreux diagnostics
différentiels possibles devant étre éliminés. Pour faciliter le diagnostic et ainsi augmenter la
rapidité de prise en charge des patients, la recherche sur les biomarqueurs spécifiques de
ces pathologies est importante pour développer des outils fiables de dépistage de ces
pathologies. Pour un certain nombre de ces pathologies les recommandations

thérapeutiques sont souvent floues et peu développées en raison d’un manque de données
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permettant d’établir un consensus. De par la faible prévalence de ces troubles, il est souvent
complexe de réaliser des études et essais cliniques rigoureux, et par conséquent le design de
nouveaux types d’essais cliniques adaptés doit étre une préoccupation importante a garder

en téte pour s’assurer d’obtenir des données statistiquement significatives.
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Pathologie Canal ciblé Thérapeutiques Actuelles

Traitement symptomatique :

anticholinestérasiques

nAChRs injection d’immunoglobulines par voie
Myasthénie grave MuSK intraveineuse, plasmaphérese
Immunosuppression :

corticoides, azathioprine, cyclosporine,
mycophénolate mofétil

Traitement symptomatique :

larmes artificielles, sprays buccaux
Ganglionopathie autonome auto-

. nAChRs Immunosuppression :
immune

injection d’'immunoglobulines par voie
intraveineuse, plasmaphérese

Traitement symptomatique :
amifampridine

pyridostigmine
Syndrome myasthénique de

Lambert-Eaton CCVD injection d’'immunoglobulines par voie

intraveineuse, plasmaphérése
Immunosuppression :

prednisolone, azathioprine

Traitement symptomatique :

carbamazepine, lamotrigine, valproate de sodium

acétazolamide

VGKC
Syndrome d’Isaac LGI1 injection d’'immunoglobulines par voie
CASPR2 intraveineuse, plasmaphérese
Immunosuppression :
corticostéroides oraux, méthotrexate, azathioprine
Traitement symptomatique :
carbamazepine, lamotrigine, valproate de sodium
VGKC acétazolamide
Syndrome de Morvan LGI1 injection d’'immunoglobulines par voie
CASPR2 intraveineuse, plasmaphérése

Immunosuppression :

corticostéroides oraux, méthotrexate, azathioprine

Tableau 7 : Canalopathies Auto-Immunes
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Pathologies Canaux ciblés

Thérapeutiques Actuelles

VGKC
Encéphalite limbique AMPAR
GABABR NMDAR

Encéphalites anti-NMDAR NMDAR

Neuromyélite optique AQP4

Traitement symptomatique :
corticostéroides

injection d’'immunoglobulines par voie
intraveineuse, plasmaphérése

Immunosuppression :
corticostéroides

rituximab, clophosphamides, tocilizumab,
azothioprine, mycophenolate mofétil

Traitement symptomatique :
corticostéroides

injection d’'immunoglobulines par voie
intraveineuse, plasmaphérese

Immunosuppression :
corticostéroides

rituximab, clophosphamides, tocilizumab,
azothioprine, mycophenolate mofétil

Traitement symptomatique :
corticostéroides par voie intraveineuse
Immunosuppression :

azathioprine, mycophénolate mofétil

Tableau 8 : Canalopathies Auto-Immunes (suite)
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1.3. Innovations futures et Approches Thérapeutiques
Innovantes

Comme nous avons pu le voir, les canalopathies représentent une famille de
maladies vaste incluant de nombreux désordres souvent trés différents. Il n’existe a ce jour
gue peu de pathologies impliquants une pharmacothérapie ciblée, spécifique et efficace. La
multitude des mutations et variations possibles, complexifie fortement les traitements, et
une molécule efficace pour un certain génotype ne le sera pas nécessairement pour un
autre. La plupart des approches développées par les médecins impliquent le plus souvent
une prise en charge symptomatique appuyée par des connaissances empiriques de ces
pathologies. A ce manque de principe actif efficace, s’ajoutent les risques de résistance, ou
encore les effets indésirables parfois graves que peuvent subir les patients. Enfin certaines
canalopathies nécessitent des approches complexes pour déterminer les mécanismes
physiopathologiques et moléculaires a leur origine. C'est pourquoi les canalopathies
représentent un sujet bralant pour les chercheurs. Ces pathologies les mettent au défi de
concevoir de nouveaux modeéles permettant I’étude de ces maladies, ainsi que d’'imaginer de

nouveaux concepts pour des traitements innovants.

Dans un premier temps, pour comprendre comment corriger les troubles des
patients, il est nécessaire de comprendre les mécanismes sous-jacents a leur origine.
L'utilisation de modele cellulaire est un premier niveau d’étude permettant de comprendre
les mécanismes a une petite échelle. Bien entendu, quand cela est possible le meilleur choix
sera l'utilisation de cellule humaine. Ainsi il est possible d’employer des cellules issues des
biopsies de patient, ou bien des cellules souches pluripotentes induites. Cette approche
permet d’identifier de maniére efficace les canaux et les réactions causant la maladie, mais
autorise également de conduire des essais criblage a haut débit pour découvrir de nouvelles
molécules. Dans ce sens, nous pouvons citer une étude récente employant des cellules
souches employées comme modele pour I'étude du syndrome de Brugada (de la Roche et al.
2019). Dans cette publication, I'’équipe de chercheurs a pu démontrer qu’il est possible de
contourner les limitations des cellules souches pouvant exprimer des phénotypes immatures
par une culture favorisant la maturation de celle-ci. Il démontre également, a 'aide de
méthodes électrophysiologiques, un transit plus lent des cations sodium au travers de la
membrane causé par la mutation p.A735V-Nayl.5 et le compare a un autre modele
cellulaire, HEK293T. De par la faible disponibilité des cellules issues de biopsies de patient,
I'utilisation de cellules souches pluripotentes induites est une approche séduisante

permettant de pallier le manque de disponibilité des premieres. Cependant, il s’agit d’une
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approche présentant des limites. Tout d’abord les modeles doivent pouvoir étre validés et
autoriser |'extrapolation au cas des patients. D’autre part, I'étape de montée en échelle doit
également étre envisagée. En effet, pour permettre leur utilisation pour I'identification de
nouvelles molécules, ces modeles doivent pouvoir étre produits facilement en grande

quantité.

Comme nous l'avons vu, certaines de ces canalopathies sont également susceptibles
d’étre causées par des erreurs de modifications post-traductionnelles, ou des mutations
causant des modifications mineures dans le repliement de la protéine. Il existe également
des cas ou la protéine est en mesure de prendre sa structure tertiaire finale une fois
correctement localisée, mais en raison de mutations, cette localisation n’est pas atteinte.
Pour contrer ce probléeme, une approche intéressante consiste a recourir a 'utilisation de
chaperonne pharmacologique. Ces molécules permettent la stabilisation de la protéine dans
une conformation désirée, favorisant de ce fait le transport, la localisation et la fonction de
la protéine. Les représentants les plus connues de cette classe pharmacologique sont
I'ivacaftor et le lumacaftor employés dans le traitement de la mucoviscidose (Mall et
Galietta 2015). La principale limite de cette approche est souvent liée a I'action inhibitrice
des chaperonnes, celles-ci pouvant stabiliser la protéine au point de ne pas lui laisser la
liberté suffisante pour subir les changements conformationnels nécessaires au bon
fonctionnement de la protéine chaperonnée. Ces limitations ont pu étre mise en évidence
dans certains travaux sur les canaux sodiques a I'origine de diverses épilepsies (Bechi et al.

2015).

Une stratégie récente déployée par l'industrie pharmaceutique pour réduire les
colits de recherche et développement et également gagner du temps est le
repositionnement de médicaments. Cette pratique vise a étudier des molécules ayant déja
démontré leur efficacité et obtenu 'AMM. Comme nous l'avons vu, les inhibiteurs des
canaux sodiques voltage dépendant sont déja employés de maniere empirique pour le
traitement de pathologies en dehors de leur indications initiales, par exemple pour le
traitement de pathologie neuromusculaire (Matthews et Hanna 2014). Cette approche
présente I'avantage de ne pas avoir a réitérer les essais cliniques de sécurité et de toxicité
leur permettant de passer directement des essais précliniques a la phase Il des essais
cliniques. A I'heure du "Big Data" le recourt aux bases de données de pharmacovigilance
pourrait également étre un outil précieux dans cette stratégie. Conceptuellement,
I'approche est simple et peut étre automatisée. Il suffit d'étudier les données pour mettre en

évidence un effet indésirable d'un médicament sur le marché. Certains effets indésirables
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peuvent étre reliés a un canal ionique touché par la molécule, ainsi il devient plus simple de
cibler les molécules présentant un potentiel de repositionnements. Les bases de données de
pharmacovigilance sont a I'origine un systéme de surveillance passif visant a collecter des
signalements spontanés par les professionnels de santé, les patients ou les associations de
patients et les entreprises pharmaceutiques a la suite d'un évenement indésirable. Attention
cependant, il existe un piége a éviter. En effet, la plupart des signalements ne permettent
généralement pas d'établir un lien causal entre l'effet indésirable et le médicament. A
I'neure de la médecine basée sur les preuves, seuls les essais cliniques sont considérés
comme pouvant démontrer la causalité. Cependant, les corrélations soulevées par les bases
de données sont susceptibles de donner de précieux indices pouvant étre étudiés in vitro

puis in vivo.

Un certain nombre de canaux concernés dans les canalopathies sont dit voltage-
dépendants. Un changement du potentiel de membrane est détecté par un domaine
spécifique de la protéine entrainant un changement conformationnel de celle-ci. Ce
phénoméne est possible en raison de la présence de résidus chargés hautement conservés
et leur modification peut entrainer des pathologies, notamment celle impliquant des
courants résiduels. La plupart des molécules ciblant les canaux interagissent avec le pore
central et non ce domaine détectant les variations de potentiel. La création de modulateur
des domaines de détection du potentiel membranaire représente une option
pharmacologique devant étre envisagée. Ces molécules existent déja mais ont été
principalement employées comme outil d'étude (Osteen et al. 2017),(Cardoso et al. 2017).
Un certain nombre de canaux peuvent étre ciblés par ce type de molécules notamment les
canaux sodiques Na,1.1/1.3/1.4/1.7, les canaux potassiquesK,2/7.2 et les canaux calciques

Ca,3.

In vitro, il a pu étre constaté que la sensibilité des molécules aux différentes
molécules testées pouvait étre reliée a certains défauts spécifiquement induits par les
mutations. A partir de ce constat, il devient possible d'envisager une approche
pharmacogénétique au traitement des canalopathies. Ce type de phénomeéne a pu étre mis
en évidence avec certaines molécules comme la mélixétine dans les syndromes myotoniques
ou encore avec le flécainide dans le méme type de pathologies (Desaphy et al. 2013). Il en
résulte que la caractérisation spécifique des mutants que présentent les patients sera une

étape nécessaire au développement de thérapie ciblée avec une forte efficacité. La

caractérisation de ces spécificités propres aux patients permettra d'améliorer la sécurité des
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nouvelles thérapies en limitant leurs effets secondaires par une action non désirée sur des

protéines n'ayant pas d'implication dans le traitement de la maladie.

Comme nous l'avons vu, la grande majorité de ces pathologies présente une origine
génétique. C'est pourquoi la communauté scientifique s’est tournée vers I'utilisation de la
thérapie génique pour proposer de nouvelles alternatives thérapeutiques. Il s'agit d'un sujet
de recherche particulierement développé, notamment pour le traitement des canalopathies
neurologiques. Une approche classique est l'utilisation de vecteurs viraux permettant
d'introduire le gene que l'on désire en remplacement du géne muté. Cette approche
présente un certain nombre de challenges devant étre surmontés. Tout d'abord, rappelons
qu'il s'agit a ce jour d'une approche majoritairement employée dans les laboratoires de
recherche et non directement auprés des patients, avec un faible nombre d'essais cliniques

dans ce domaine.

Pour que la thérapie génétique soit couronnée de succes, il est nécessaire de
pouvoir identifier les cellules porteuses de la mutation a supprimer et d'y accéder. Il est
ensuite nécessaire de mettre au point un vecteur efficace pour transporter le gene désiré. Il
va sans dire que la pathologie doit étre parfaitement caractérisée du point de vue génétique
et la mutation en cause bien identifiée. Rappelons que deux grands types cellulaires peuvent
étre modifiés par ces thérapies. Il est possible de cibler les gamétes permettant de rendre la
modification transmissible et ainsi lutter contre les pathologies héréditaires tout en limitant
leur transmission. On peut également cibler les autres types cellulaires, mais le traitement
dans ce cas se limitera au patient qui pourra toujours transmettre la pathologie a sa
descendance. La délivrance du géne est complexe. En effet, il faut s'assurer qu'il soit
correctement introduit a la bonne position dans le génome de la cellule pour ne pas créer de
nouvelles aberrations. Enfin, il a été reporté des cas de thérapies géniques dont les effets
ont pu disparaitre au cours du temps, le patient redéveloppant la pathologie, cela est
particulierement vrai dans le cas ou la mutation est présente dans une lignée cellulaire a

renouvellement rapide (Gongalves et Paiva 2017).

Malgré les défis que cette approche nous impose, il s'agit d'un type de thérapie
offrant de grands espoirs en permettant de traiter le patient définitivement lui évitant la
prise de médicaments et I'exposition a des effets secondaires, mais également d'en
supprimer I'hérédité épargnant les générations suivantes. Ce dernier point souléve toujours

de vifs débats bioéthiques dans la communauté scientifique. En effet, si le traitement des
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cellules somatiques ne pose généralement pas de probleme, le traitement des gametes

porte a controverse, notamment de par le risque de dérives eugénistes.

En développant notre compréhension des canalopathies, des cibles alternatives sont
découvertes. En effet, la plupart des canalopathies impliquent des cascades de réactions
entre de nombreuses protéines. Par conséquent, la protéine mutée a l'origine de la
pathologie n'est pas toujours la seule cible, une protéine annexe régulée par le canal muté
peut étre ciblée pour rétablir la fonction affectée. Ces cibles alternatives offrent des options
thérapeutiques supplémentaires (Brignone et al. 2015). Il est envisageable de corriger le
déficit primaire d'un canal en activant un autre en compensation pour rétablir le potentiel
de membrane désiré par exemple. Cette approche est particulierement étudiée dans le cas
de la mucoviscidose ou les canaux ENaC et CaCC sont des cibles trés sérieusement étudiées

pour palier au défaut de CFTR (Donaldson et Galietta 2013).

Enfin, une derniére approche est possible pour traiter ces troubles. Il s'agit des
thérapies visant a remplacer les canaux ioniques par des petites molécules capables de
transporter les ions a travers les membranes et ainsi rétablir les courants défaillants.
L'avantage de ce type de thérapie réside dans la possibilité d'ignorer totalement I'aspect
génétique propre de chaque patient. Ainsi les phénomenes de résistance observés du fait de
mutation modifiant I'efficacité des molécules sont évités. Il devient également possible de
traiter le patient sans avoir recours a des tests génétiques coliteux pour déterminer le
génotype du patient et donc la thérapie la plus appropriée. D'un point de vue économique
pour les industriels il devient possible de regrouper des populations de patients qui auraient
nécessité le développement de deux traitements spécifiques, réduisant les colts et faisant

gagner du temps de recherche.

Cependant cette approche présente également des défis non négligeables qui
devront étre surmontés pour le développement de thérapies slires. Le premier de ceux-ci
est la spécificité du type cellulaire, en effet si les mutations peuvent étre ignorées par cette
approche, il est nécessaire de s'assurer que ces molécules ne transportent les ions qu'au
niveau des cellules présentant les canaux défaillants. L'emploi de techniques de
vectorisation pourra étre nécessaire pour atteindre cet objectif. Une autre limite, repose
dans la sélectivité des ions transportés et dans le sens du transport. Chaque transporteur
doit étre capable de déplacer spécifiquement I'ion nécessaire et dans le bon sens. Si la
sélectivité d'ion peut étre achevée grace a une modulation du mode de liaison, le sens lui est

plus complexe a gérer. Il est possible d'envisager des molécules pouvant étre dégradées
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dans leur milieu d'arrivée, cependant le traitement ne sera pas définitif et la prise de

médicament a vie sera nécessaire.

Cette approche a principalement été supportée par la chimie supramoléculaire qui a
permis de concevoir un grand nombre de molécules capables de transporter les anions au
travers des membranes et d'optimiser leur capacité par I'étude de relation structure-activité.
Trois mécanismes de transports ont pu étre congus : les transporteurs mobiles, de petites
molécules traversant la membrane avec leur ion, les canaux monomériques, canaux ioniques
artificiels possédant un pore laissant passer les ions et enfin les canaux multimériques
autoassemblés, plus complexes. Ces canaux composés de plusieurs sous-unités viendront

s'assembler en un canal (McNALLY et al. 2007).

Les premiers sont les plus simples a former, ils peuvent étre libres ou bien ancrés
dans la membrane. L'ancrage a la membrane est une nécessité pour éviter que les
transporteurs ne rejoignent librement des cellules qu’ils ne doivent pas affecter. Leur
principale limite repose dans le nombre d'ions qu'ils peuvent transporter, un transporteur
ne peut en effet déplacer qu'un a deux ions a la fois a travers la membrane, ne permettant
que tres difficilement de rétablir des courants ioniques impliquant plusieurs dizaines voire
centaines d'ions. lls peuvent cependant étre utiles pour créer de faibles variations visant a

stimuler un canal secondaire.

Les canaux synthétiques qu'ils soient monomérique ou non, présentent un intérét
important de par leur capacité a remplacer les fonctions de transport des protéines. La
sélectivité d'ions peut étre obtenue en modifiant les fonctions chimiques a l'intérieur du
canal et une fois ancrés a la membrane, ceux-ci ne doivent plus la quitter limitant le risque
d'effet secondaire. Il est cependant nécessaire de les vectoriser correctement. Les canaux
monomériques présentent l'inconvénient d'étre peu modulables dans le temps, et
présentent le risque d'étre constamment ouverts induisant des courants résiduels non
désirés, il devient nécessaire de les optimiser pour limiter ce risque. Les canaux
multimériques permettent une souplesse plus grande, en effet il est possible d'envisager des
arrangements différents des monomeres permettant ainsi de répliquer plus facilement |'état

ouvert ou fermé des canaux ioniques naturels.
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Les preuves de concepts pour ces transporteurs d'ions existent depuis quelques
années (Gale et al. 2017). Celles-ci sont le plus souvent établies in silico ou sur des modeles
de membranes vésiculaires. Aujourd'hui, il devient nécessaire d'établir une communication
entre biologistes, biochimistes et chimistes supramoléculaires pour développer ces

approches sur des modeles cellulaires et mettre ces thérapies a I'épreuve du vivant.
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2. Concepts de chimie pour le développement de transporteurs
d'ions

2.1. Mode de liaison aux ions
2.1.1. Liaison Hydrogene

Les liaisons hydrogene sont un cas particulier d’interactions dipble-dip6le avec une
force d’interactions intermédiaires entre la liaison covalente et la liaison de Van der Waals
(2-10 kJ.mol?). Elles ont été découvertes en 1928 par Pauling.(Pauling 1928)' Il s’agit de
liaisons impliquant des forces électrostatiques (Martin et Derewenda 1999). Elles
apparaissent entre un dipole donneur formé d’un atome d’hydrogéne porté par un atome
électronégatif et un dipble accepteur porteur d’'un atome électronégatif comme |'oxygene,
I’azote ou encore les halogénes. La liaison hydrogéne est une composante primordiale de
nombreuses architectures supramoléculaires. Ainsi, dans le vivant, elle joue un réle majeur
dans le repliement et le maintien de la structure tridimensionnelle des protéines mais

également dans la structuration de la double hélice de I’ADN.

La liaison hydrogéne a été particulierement étudiée dans la reconnaissance d’anions.
Classiquement, celle-ci met en jeu des groupements donneurs tels que des alcools OH ou
des amines NH. De par la variété de motifs donneurs de liaisons hydrogene, ces derniers
s’averent modulables en intensité et en directionnalité. Les motifs classiquement employés

en reconnaissance d'anion sont les phénylurées et les isophtalamides.

Les découvertes récentes ont permis de développer une large variété de donneurs
comme les acides arylboroniques de Martinez-Aguirre et Yatsimirsky/(Martinez-Aguirre et
Yatsimirsky 2015)! ou les polyols de Shokri (Shokri et al. 2013) (Figure 2). L’équipe de Elmes
(Elmes et al. 2013) s’est notamment intéressée a I'emploi de squaramides dont le
comportement est inhabituel vis-a-vis des anions chlorures peu basiques dans le DMSO. Les
titrages réalisés en RMN H et les changements de couleur ont conduit a postuler une

possible déprotonation du récepteur a forte concentration en anions chlorure.
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Figure 2 : Quelques exemples de donneurs de liaisons Hydrogénes employés en reconnaissance d'anions,
A : Phénylurée B : Isophthalamides, C : Acide Arylboronique, D : Polyols, E : Squaramide

L'implication de liaisons hydrogene dans des mécanismes de transport
transmembranaire a pu étre mise en évidence par la découverte d’une molécule naturelle, la
prodigiosine issue d’'une souche bactérienne de Serratia. Celle-ci, une fois protonée,
présente la capacité de faire passer les ions chlorures a travers les membranes cellulaires en
se liant aux anions par trois liaisons hydrogene (Figure 3). Les effets du transport d’anions
par la prodigiosine ont été enregistrés en temps réel par I'équipe de Cheung en 2018

(Cheung et al. 2018).

La prodigiosine non protonée est une petite molécule capable de traverser les
membranes cellulaires. Dés lors gu’elle se retrouve protonée, elle perd sa capacité de
diffusion. La complexation d’un anion chlorure permet de compenser la charge positive de la
prodigiosine protonée. Le transport transmembranaire sera ainsi restauré. Le mécanisme

permet aussi bien I'entrée que la sortie de la paire d’ions proton-chlorure.

Il s’agit d’un transport non électrogénique. Il ne provoque donc pas de variation du
potentiel de membrane, du fait de la translocation simultanée d’une charge positive et
d’une charge négative. Son application thérapeutique pourrait étre intéressante, dans le cas
ou il est nécessaire de faire varier les concentrations en ions dans le milieu intra- ou extra-

cellulaire, sans pour autant modifier le potentiel de membrane.

Dans le cadre des canalopathies impliquant un trouble du potentiel de membrane lié
a une défaillance des canaux transmembranaires, la prodigiosine est une source
d’inspiration intéressante. Il est possible d’envisager des modulations de sa structure

conduisant a un transport électrogénique.
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Figure 3 : Mécanisme de Transport de la Prodigiosine

2.1.2. Interactions impliquant un site
électrophile — Liaisons Halogene et Chalcogene

La liaison halogéne (Cavallo et al. 2016) a été mise en évidence par Hassel en 1954
par I'utilisation de la diffraction des rayons X (Hassel et al. 1954) pour résoudre la structure
du 1,4-dioxane dibrome. Celle-ci s’est avérée étre une interaction intéressante entre la
région électropositive d’'un atome d’halogene polarisé et une base de Lewis, ici le 1,4-
dioxane. L’équipe de Langton (Langton et al. 2014) a pu mettre en évidence |'efficacité de ce
mode de liaison aux anions. Il a ainsi réussi a lier des anions dans I'eau a I'aide de récepteurs

incluant des motifs cyclodextrines et rotaxanes.

Il a été observé une affinité supérieure pour les anions (2200 M) du composé F, en
comparaison d’un autre dérivé G (Figure 4), ne formant que des liaisons hydrogéne

(50 M7).
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Figure 4 : Récepteur d’anion proposé par Langton

Le développement de liaisons halogenes a initié le développement d’autres
interactions non covalentes entre des atomes o électrodéficients et une base de Lewis. Une
classification des interactions faibles a alors été proposée pour les éléments des groupes | et

Il ainsi que XIl a XVII (Cavallo et al. 2014) de la classification périodique.

Parmi I'ensemble de ces nouvelles interactions, seule la liaison chalcogene a été
étudiée pour la reconnaissance d’anions. Il s’agit d’une liaison analogue a la liaison
halogene, dans laquelle un chalcogene électrodéficient joue le réle d’acide de Lewis pour
complexer I'anion. Son intérét dans la reconnaissance d’anions a été mis en lumiére par les
équipes de Semenov (Semenov et al. 2014) et de Garrett (Garrett et al. 2015). L’équipe de
Semenov a réussi a obtenir des cristaux mettant en évidence la liaison chalcogeéne entre
différents anions et leurs donneurs de liaisons chalcogénes (Figure 5). Sur la base de calculs
de chimie quantique, elle a montré que la force de la liaison chalcogéne augmente avec la
masse du chalcogéne (Te > Se > S) et la densité de charge de I'anion (F > ClI">Br > I). Sur la
base de ces calculs, les auteurs ont conclu a un transfert de charge de I'anion vers le

récepteur comme principale composante responsable de la liaison.
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Figure 5 : Structure cristalline de [(Me2N)3S]*[69.F] -

2.1.3. Interaction m-anion

Les interactions m-anion ont été découvertes en 1987 par Hiraoka (Hiraoka et al.
2002) entre un anion fluorure et une molécule d’hexafluorobenzeéne en phase gazeuse. Il
s’agit d’une interaction de type Van der Waals entre un anion et un cycle aromatique

électrodéficient, d’'une énergie comprise entre 20 et 70 kJ/mol.

Ces liaisons sont influencées par de nombreux paramétres tels que la présence de
charges positives (dans le milieu, sur I'aromatique ou sous la forme de cations venant se

coordiner par une liaison de type m-cation).

La présence de plusieurs noyaux aromatiques permet également d’additionner leurs
interactions m-anion propres ou de les renforcer par "z-stacking". La force des interactions
7-anion a pu étre corrélée avec le moment quadripolaire des cycles aromatiques. Une
premiere étape du développement d’un récepteur est donc un calcul quantique au niveau
Density Functional Theory (DFT), permettant ainsi de prévoir la force de ces interactions et

évaluer les motifs répondant aux criteres des récepteurs.

On s’intéresse ici plus particulierement au motif tétrazine donneur de liaisons 7-
anion. L'équipe de Savastano (Savastano et al. 2016) a synthétisé des ligands a base de
tétrazine. Elle a ainsi pu obtenir la structure cristalline d’'un complexe stable en milieu
aqueux. Il s’agit d’une propriété intéressante, ouvrant la possibilité de développer des
molécules liant des ions en milieu biologique. La tétrazine posséde également des propriétés
photophysiques (Gong et al. 2009) qui peuvent étre mises a profit pour développer des

sondes moléculaires pour I'étude des canalopathies.
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2.2. Mode d’étude des liaisons aux ions
2.2.1. Photophysique

2.2.1.1. Absorption

En 1949, Benesi et Hildebrand ont développé une méthode visant a expliquer les
changements de couleurs observés pour une solution de solvants aromatiques contenant de
I'iode. lls attribuérent ce changement a la formation d’un complexe entre 'iode et le solvant
(Benesi et Hildebrand 1949). Cette méthode est devenue une méthode de référence. Elle
mena au développement de plusieurs techniques d’analyse des équilibres de complexation

(cf. paragraphe 3) b.).

Lors d’une étude d’absorbance en UV/Visible, I'absorbance A de la solution est égale
a la somme des absorbances Al, A", A" des différentes espéces présentes (I’héte H, le Ligand
L et le complexe LH) :
(1): A= A + AL 4+ AH
En considérant que la concentration initiale en ligand [Lo] est bien supérieure a celle
en hoéte [Ho], on peut écrire :
(2): A= A" + A
De maniere expérimentale, il est possible de collecter I'absorbance avant (Ao) et
apres (A) la formation du complexe. On observera alors une variation de I'absorbance AA de
la solution pouvant étre exprimée ainsi :
(3): A= A—-A,
En utilisant la loi de Beer-Lambert, I'équation (3) peut étre réécrite pour exprimer
cette variation en fonction des coefficients d’absorption (€), des concentrations de chaque

composé et de la longueur de la cuve (b) :
(4) : AA = eML[HL]b + €X[L]b — X[L]ob
A un instant t, la concentration en ligand libre [L] est exprimée comme la différence
[L] = [L]o - [HL]. Nous pouvons également définir la variation Ae du coefficient d’extinction
molaire entre le complexe et le ligand et réécrire I'’équation ainsi :
(5) : AA = Ac[HL]b

La constante d’association est définie par I'’équation :

(6) Ky =
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D’autre part, a tout instant t d’'un dosage, il est possible de définir la concentration
en hote libre [H] comme la différence entre la concentration initiale en hote [H]o et celle en

complexe [HL] :

(7) : [H] = [H]o — [HL]

Il devient alors possible d’exprimer la concentration en complexe [HL] mesurée
comme une fonction de la concentration initiale en complexe [H]o connue, de Ia
concentration en ligand [L] et la constante d’association K.

[HL]
([H]o — [HLD[L]
(9) : KqlLI([H]o — [HL]) = [HL]

(8): K, =

(10) : Kq[L][H]o — Ko[L][HL] = [HL]
(11) = Ku[L][H]o = [HL] + K,[L][HL]
(12) = Ku[L][H]o = [HL](1 + Kq[L])
. _ [H]oKq[L]
(a3): L = T 0

L’équation (5) peut alors étre réécrite ainsi :

H]oK,[L
(14) : AA = bAe %
bAs[H]oK,[L]
(15) 44 = EEYADE
1+ K,[L]
(6) 27 = baelHI K, L]
17 3 1 Ka[L]
U7 34 bacToRoll] | baelHloKoIL]
(18) _ :

_ = +
AA  bAe[H]oK,[L]  bAe[H],
En faisant varier la concentration en ligand au cours de |'expérience et en mesurant

la différence d’absorbance a chaque point, il devient possible d’estimer la constante

d’association K, comme la pente de la courbe — = f([L])

Cependant, cette méthode présente des limites. En effet, les différences de
coefficients d’absorption peuvent varier pour des échelles de concentrations différentes. De
plus, si I'hypothése [Lo] >> [Ho] est fausse, ces calculs deviennent invalides. Ainsi, la courbe
ne sera plus linéaire et prendra la forme d’un nuage de points. Enfin, la présence de
plusieurs types de complexes dans le milieu n’autorise pas ces calculs. Par conséquent, leur
utilisation se limite a I'étude des complexes en proportion ligand/ion de type 1:1. Pour

surmonter ces limites, un algorithme de minimisation de la différence quadratique est
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employé. Ce dernier nécessite de donner une estimation initiale pour que I’algorithme

puisse ensuite calculer la constante.

2.2.1.2. Fluorescence

La méthode de Benesi-Hildebrand a pu étre étendue a d’autres techniques d’analyse
des équilibres de complexation. Les équipes de Mukhopadhyay (Mukhopadhyay et al. 2005)
et Frontera (Frontera et al. 2006) ont ainsi appliqué cette méthodologie a des calculs de

constantes d’association en fluorescence.

En effet, pour un complexe ligand/ion de type 1:1, il devient possible de relier
I'intensité de fluorescence a la concentration en ligand et la constante d’association ligand-

ion selon I’équation suivante proposée par Mukhopadhyay :

1 1 1

(19) -1 N I =1y +Ka[H](Il )

ou lg est I'intensité initiale de fluorescence de I'héte, |, I'intensité du complexe et K la

constante d’association. Les relations mesurées n’étant en pratique pas linéaires, il est
également nécessaire de réaliser une minimisation de la somme des différences

guadratiques pour obtenir les constantes d’association.

2.2.1.3. Rendement Quantique

Le rendement quantique (Brouwer 2011) est une propriété importante des espéces
photoluminescentes. Sa mesure est une étape importante de la caractérisation de tels
composés. |l s’agit du rapport du nombre de photons émis par une espéce chimique sur le
nombre de photons absorbés. Cependant, la mesure directe de cette valeur nécessite I'acces

a des appareillages sensibles et extrémement colteux.

En pratique, le rendement quantique sera mesuré a |'aide des spectres d’émission et
d’absorption du composé, et comparé a une référence de rendement quantique connu. Le
rendement quantique sera alors obtenu a I'aide la relation suivante :

Fifsni2 s
Fsfn2 1

(20) &} =

Ici, CD} et <D]§ représentent les rendements quantiques respectifs de I'’échantillon et
du standard de référence. F! et FS sont les intégrations des aires sous la courbe respective
de I’échantillon et au standard, exprimées en photons issus des spectres de fluorescence. f;
et f; sont les facteurs d’absorption de I’échantillon et de la référence, calculés selon la
formule f, =1—10"%x, oU A, est labsorbance de I'espéce x. Enfin, n; et ng

correspondent aux indices de réfraction, respectifs de I’échantillon et du standard.
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2.2.14. Déclins de fluorescence

Un fluorophore a un état initial singulet So, est excité par un photon, pour atteindre
un état excité singulet S;. Pour revenir a I'état Sy, plusieurs chemins de désexcitation sont
possibles (Noomnarm et Clegg 2009). Il y a deux types de désexcitation : les désexcitations
radiatives et non radiatives. On s’intéresse ici uniguement aux désexcitations radiatives de
type fluorescence prompte. Le mécanisme consiste en ["émission d’'un photon de
fluorescence permettant de revenir a I'état So (Figure 6). Ici, le temps de vie de I'état excité
singulet sera noté 1 exprimé en seconde.

Sy

fluorescence

P

excitation

So

Figure 6 : Principe de la fluorescence prompte

Lors de I'étude de la complexation entre un ligand fluorescent et une espéce piégée,
les temps de désexcitation peuvent étre affectés (Albani 2004). Il est possible que le
complexe formé ne soit pas fluorescent. Des lors, aprés irradiation, aucun photon ne sera
émis. On parlera de complexe statique : l'intensité de fluorescence mesurée sera celle du

fluorophore libre et diminuera avec I'augmentation de la concentration en complexe.

Le mécanisme d’extinction est également susceptible de faire intervenir un
complexe présentant une fluorescence résiduelle. Dans ce cas, I'intensité de fluorescence
mesurée va diminuer. Les études de déclin de fluorescence nous permettent de ce fait,
d’observer l'apparition d’un deuxieme temps de vie plus court, dont le poids relatif
augmentera avec la concentration en complexe formé. On pourra ainsi obtenir des

informations sur le mécanisme de formation du complexe et sa fluorescence.

2.2.2. RMN

En 2004, Tardajos et Gonzalez-Gaitano ont exposé une méthode d’étude des
équilibres chimiques supramoléculaires par résonance magnétique nucléaire (RMN) en
s’appuyant sur un modele d’interaction cyclodextrine-anion. En effet, la complexation
conduit a I'apparition d’un deuxiéme environnement chimique non équivalent a celui du
récepteur libre. Or, 'utilisation de la RMN repose sur la modification des déplacements
chimiques observés lorsqu’un noyau est exposé a deux environnements magnétiques non
équivalents. La fréquence mesurée est alors une moyenne pondérée par le poids de chaque
espece impliquée dans I’équilibre. Le déplacement chimique global § peut ainsi étre exprimé

comme la somme des contributions du déplacement chimique du complexe & et du
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récepteur seul &;, pondéré par des coefficients fonction de leur concentrations respectives
Xiet Xex:

(19): 6 = xi6; + XcxOcx

Si 'on maintient la concentration en héte [H]o constante, I'équation devient alors :

(21)~5—(1—[L:H]>5 L) PO +M(5 —8)
07 [Hlo )" " THL, & T TH], A

Ici [L:H] est la concentration en complexe hote-ligand. Il devient possible de définir
AS comme la différence de déplacements chimiques mesurée pour le récepteur seul et

mesurée pour chaque concentration du complexe.

On définit également Ady comme la différence de déplacements chimiques limite,
observée lorsque I'ensemble des récepteurs seront complexés. L’équation devient alors :
[L: H]

[H]o
La concentration en complexe [L:H] est donnée par la loi d’action de masse. Elle

(15) : A8 = A8,

nous permet de définir K, la constante d’association comme :

(22): K, = [L: H] _ [L: H]
“ [LIH]  ([L]o — [L:HD([H]o — [L: H])

Cette équation peut étre développée pour exprimer [L:H] comme une fonction de la

constante d’association K, et de la fraction molaire R définie comme R = [L]o/[H]o0U n est le

nombre de spectres mesurés. On obtient alors I’équation quadratique suivante :

23'L'H—1H 1+R ! + 1+R ! 24R
(23) : [L:H] =5 Hlo | 1+ R+ p e & (1+ +[H10Ka) -

Pour une série de fractions molaires Ry, si I'on introduit les résultats obtenus dans la
moyenne pondérée initiale, il devient possible d’obtenir un panel de déplacements
chimiques calculés notés 6.... Pour déduire la constante d’association, il faut alors trouver un

vecteur de coordonnées (K, Adiim) qui minimise la somme des différences quadratiques.

Un algorithme permet alors de trouver le minimum de la fonction a plusieurs
variables définies par I’équation (5). Une estimation initiale est nécessaire pour permettre a
I'algorithme de calculer le minimum. Cette méthode utilisant la RMN H sera ici appliquée a

I’étude des liaisons hydrogéne avec les anions.
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3. Conclusion de I’étude bibliographique

Les canalopathies sont un groupe hétérogene de pathologies. Celles-ci touchent un
grand nombre de fonctions physiologiques majeures et peuvent avoir une origine génétique
comme auto-immune. Le role des canaux ioniques dans l'ensemble de I'organisme les
conduits a participer a un grand nombre de phénomenes physiologiques et leur modification
entraine de nombreuses pathologies. Ces maladies n'ont que peu de traitement curatif, et le
plus souvent les stratégies thérapeutiques reposent sur une prise en charge symptomatique

et des connaissances empiriques.

Le développement de nouveaux modeles et d'approches thérapeutiques innovantes
est nécessaire pour améliorer la prise en charge de ces troubles. Parmi ces approches,
|'utilisation de transporteurs synthétiques d'ion présente des avantages non négligeables
mais nécessite une coopération pluridisciplinaire pour réaliser des avancées significatives. Le
développement de telles molécules nécessite de caractériser les interactions faibles
permettant la complexation, pour s’assurer d’une liaison efficace mais réversible. La
combinaison des interactions est une piste intéressante pour obtenir une sélectivité du

transport ionique ciblé, limitant ainsi les perturbations dues au transport d’autres ions.
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Partie Il : Travaux Expérimentaux

1. Design du récepteur
1.1. Design Général du Récepteur

L'objectif de ce stage est de synthétiser puis d’étudier de nouveaux récepteurs
d’anions. Ceux-ci reposent sur la combinaison inédite de deux interactions faibles : la liaison
hydrogene et linteraction m-anion, reliées par un bras espaceur (Figure 7). Ces trois
éléments permettent d’envisager de multiples variations modulant les propriétés du
récepteur.

Les deux interactions sont intéressantes du point de vue analytique car leurs
caractérisations font appel a des techniques analytiques différentes. Ainsi, la complexation
sera étudiée par titrage en RMN du proton (et dans certains cas du fluor) ainsi que par des

études photophysiques (absorption, émission et temps de vie).

Donneur de Liaison Ligand it

Hydrogéne Q ) Aromatique électrodéficient

Bras espaceur

Figure 7 : Design Général du Récepteur

1.2. Choix des donneurs de liaisons hydrogene

Le choix du donneur de liaisons hydrogene s’est porté sur une urée, tres
couramment employée comme donneur de liaisons hydrogéne. Afin de renforcer le pouvoir
donneur de liaison hydrogéne et ainsi ses capacités de piégeage d’anions, l'urée est

substituée par le 3,5-bis(trifluoromethyl) exercant un effet électroattracteur
F4C CF;
H
HN N
R
0

1

(Figure 8).

Figure 8 : Motif 1-(3,5-bis(trifluorométhyl)phényl)urée électroattracteur
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1.3. Choix du ligand mt

Les interactions m-anion nécessitent l'utilisation d’un groupement aromatique
électrodéficient. Pour augmenter la contribution électrostatique du noyau aromatique dans
I'interaction m-anion, il est nécessaire de choisir un noyau aromatique de moment
quadripolaire positif, ce qui est le cas des azines. D’autre part, I'objectif du projet est de
pouvoir évaluer la complexation par des techniques photophysiques, comme la fluorescence
et le déclin de fluorescence. Il était donc nécessaire de choisir un noyau possédant des
propriétés compatibles avec ce type d’analyses. Notre choix s’est porté sur la
dichlorotétrazine 2 (Figure 9). La présence des atomes de chlore permet d’envisager la

fonctionnalisation par Substitution Nucléophile Aromatique (SnAr).

N—N
C|—</ \>—C|
N=N
2

Figure 9 : Structure de la dichlorotétrazine.

1.4. Modulations du bras espaceur

Pour moduler la sélectivité de notre récepteur, il peut étre intéressant de modifier
un bras espaceur possédant a chaque extrémité une fonction alcool et une fonction amine,
reliant le donneur de liaisons hydrogéne a la tétrazine. Ainsi, il est possible d’augmenter
I'espacement entre les deux entités liées de notre molécule de moduler la flexibilité du

récepteur.

Une premiere modulation de I'espacement est susceptible de faire varier la taille de
la région complexée a I'anion et ainsi de créer des récepteurs capables de lier des anions de
tailles et de formes diversifiées. Cette modification pourra étre réalisée par I'emploi de
chaines alkyles incorporant plusieurs atomes de carbone. Les chaines alkyles permettent

d’obtenir des récepteurs flexibles.

Une seconde modulation permet de rigidifier I'édifice en employant un noyau
aromatique a la place de I'amino-alcool aliphatique. Notre choix s’est porté sur le motif

ortho-disubstitué de type aminophénol.

Une derniére variation possible consiste a introduire un bras sur chaque position
substituable de la dichlorotétrazine. En effet, une double substitution permettra non
seulement d’augmenter le nombre de donneurs de liaisons hydrogénes, mais également la

taille et la forme de la cavité de complexation.
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La Figure 10 rassemble les cibles de cette étude :
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Figure 10 : Structures des récepteurs synthétisés au cours du stage

2. Modélisation moléculaire

Une modélisation moléculaire avec des niveaux de calculs DFT des différents

récepteurs seuls et de leurs interactions avec les anions a été réalisée a I'aide du logiciel

Gaussian 09° (Frisch. M. J. et al. 2016). L’ensemble des résultats obtenus est résumé dans le

Tableau 9 :
Composé Géométrie Ligand Géométrie Géométrie Superposition
P Seul complexe CI Complexe Br perp
1
E = -2039,041 Ha E=-2499,386 Ha | E=-4610,925Ha | RMSD =0,233 A
Vg
Lt
E =-2078,362 Ha
a2
E=-2538,702 Ha | E=-4650,192 Ha | RMSD = 1,459 A
E =-2078,359 Ha

Tableau 9 : Résultats d’optimisations géométriques au niveau B3LYP 6-31G + (d,p) et énergies totales des
complexes formés
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La géométrie adoptée par les deux complexes du composé 1 en présence d’un ion
bromure ou d’un ion chlorure sont similaires (Tableau 9). Une superposition des deux
complexes nous permet d’obtenir une déviation quadratique moyenne des positions
atomiques (RSMD) de 0.233A. Les deux complexes adoptent donc des géométries treés
similaires et quasiment superposables. Les valeurs des énergies totales de ces complexes
sont cohérentes avec un mécanisme de complexation. En effet, il y a une diminution de

I’énergie pour les formes complexées par rapport a celle des formes libres.

Pour le composé 2, une augmentation de la longueur de la chaine carbonée laisse
supposer |'existence d’un équilibre conformationnel entre une forme dépliée et une forme
repliée (Tableau 9). La différence d’énergie entre les deux conformations de la molécule est
trés faible (de 'ordre 102 Hartree). Par conséquent, le passage d’une conformation a une
autre est aisé. Un équilibre a proportions égales entre les deux conforméres peut ainsi étre
anticipé.

L’optimisation en présence d’ions chlorure et bromure conduit a deux géométries
relativement différentes. Ainsi, en présence d’un ion chlorure, I'urée se place paralléelement
a la tétrazine. L'ion chlorure se coordonne aux deux protons de l'urée et est en position

centrale au-dessus de la tétrazine.

Dans le cas de l'ion bromure plus volumineux, la flexibilité du bras permet la
formation d’une pince autour de I'anion. Ainsi, on observe que la fonction urée prend une
position quasiment perpendiculaire au plan de la tétrazine, tout en conservant les liaisons

hydrogene et I'interaction m-anion avec la tétrazine.

La superposition des géométries indique une variation importante de géométrie
entre les deux complexes (RMSD de 1.459A). Les énergies totales des complexes sont

cohérentes avec une complexation, comme pour le composé 1.

La réalisation de calculs similaires pour les composés 3, 4 et 5 est en cours pour
vérifier I'influence théorique des modulations de la structure sur la complexation des anions.
D’autre part, des calculs sont également en cours pour tester les autres ions halogénure (F,
I) ainsi que d’autres géométries d’anions (linéaire SCN", trigonale plan NOs’, tétraédrique
HSO,, octaédrique PF¢), afin de déterminer s’il existe une sélectivité accrue pour certaines

géométries d’ions.
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3. Synthese des récepteurs
3.1. Stratégie générale de synthese

Nous avons cherché a employer une stratégie de synthése (Figure 11) simple en
deux étapes pour accéder a nos récepteurs. Celle-ci doit étre efficace et autoriser une

modaulation facile des différents constituants de nos récepteurs.

La premiére étape de notre synthese repose sur la condensation de la fonction
amine libre du bras espaceur choisi sur la fonction isocyanate du 1-isocyanato-3,5-
bis(trifluorométhyl)benzene 7. Dans la seconde étape, une ou deux substitutions

nucléophiles aromatiques de la dichlorotétrazine sont réalisées selon le récepteur désiré.

— F3C CF3
_N
0*°
7
H,N OH
A
DMF
Etape 1
F5C CF,4
\©/ 8 n = 2, synthétisé auparavant
o H oH 9n =3, Yield = 20%

M,

o

DCM, 40°C N= DCM, 40°C
2,4,6-collidine — \>_C' )24,0-cofldine
- N ) DMAP
FsC CF
8 3 CFs
Etape 2 N
SN 0
N W” \NW e L
HN N o} N e~
SN N (o] N N CF
T VT N7 N :
(6] N =
cl
1n =2, VYield = 58% 3n =2, Yield = 2%
2n =3, Yield = 39% 4n =3, Yield = 20%

Figure 11 : Stratégie générale de synthése des récepteurs
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3.2. Synthése des récepteurs alkyles 1 et 2 :

La synthese du composé 1 est réalisée a partir du précurseur 8 préalablement
préparé au laboratoire. Une substitution nucléophile aromatique de la dichlorotétrazine a
été réalisée, en présence de 2,4,6-collidine dans le DCM. Une purification par
chromatographie a permis d’isoler le produit avec 58% de rendement, caractérisé par

spectroscopie RMN (Figure 12) et spectrométrie de masse.

Fa 1684 ppm 167.9 ppm
o)
L ~_O N, 1626 ppm 164,6 ppm
FsC N N \(/ \N
H o H | T Y /
1 N\\NJ\C. 5 2 Pl

Figure 12 : Attribution des signaux RMN 13C caractéristiques de la tétrazine sur le composé 1 et 2

La synthése du composé 2 a été réalisée en deux étapes. Tout d’abord, une
condensation du 3-aminopropanol sur le 1-isocyanato-3,5-bis(trifluorométhyl)benzéne est
effectuée dans le DMF a température ambiante. Une purification par simple précipitation

dans le DCM permet d’obtenir le précurseur 9 avec un rendement de 20%.

La seconde étape de substitution nucléophile aromatique a été réalisée en suivant le
mode opératoire employé pour 1. Cependant, le milieu réactionnel a, cette fois, été chauffé
a 40°C. Le composé 2 a été purifié par chromatographie avec un rendement initial de 23%.
Une optimisation a été effectuée en ajoutant au milieu réactionnel du tamis moléculaire 4 A,
afin d’éliminer les traces résiduelles d’eau. Dans ces conditions, 2 est obtenu aprés
purification avec un rendement de 39%, caractérisé par spectroscopie RMN (Figure 12) et

spectrométrie de masse.

3.3. Synthése des récepteurs symétriques alkyles 3 et 4 :

Le récepteur 3 est réalisé a partir du précurseur 8 préalablement préparé au
laboratoire. Deux substitutions nucléophiles aromatiques successives ont été réalisées selon
un processus monotope, la premiére en présence de 2,4,6-collidine et la seconde par ajout
de DMAP au milieu réactionnel. Aprés purification par chromatographie, le produit a été

isolé avec un rendement de 2%. La présence du produit 3 a été confirmée par RMN.

Le composé 4 a été préparé a partir du précurseur 9 selon le mode opératoire
appliqué a la synthese de 3. Cette fois, en raison des faibles rendements observés lors de la
préparation de 3, la température a été diminué a 30°C pour limiter la dégradation

potentielle de la tétrazine. Aprés purification par chromatographie flash sur gel de silice, la
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structure du composé 4 a été confirmée par RMN et spectrométrie de masse. La distinction
entre monosubstitution et disubstitution étant complexe en RMN, c'est la spectroscopie de
masse par l'observation de l'ion [M+H]*, de rapport m/z 739,1651 qui a permis de confirmer

la présence du produit. Le produit a été obtenu avec un rendement de 20%.

3.4, Synthese du récepteur asymétrique alkyle 5 :

Le composé 5 a été synthétisé a partir du composé 2 et du précurseur 8 selon la

réaction décrite ci-dessous (Figure 13) :

8
FsC CF4
FsC CF H
® ® HN\H/N\M/OH booH CFs
m FC N_ N_ _O_ _N.
! NG A T
¥ NP GALE
HN___N_ _O___N_ 0 N O/(A)\N N oF
O, YN DCM, 40°C A 3
o N DMAP CF,
N7l
2 5n=3,m=2Yield = 28%

Figure 13 : Synthese du composé 10

La réaction de SnAr de 'urée 8 sur la tétrazine 2 a été réalisée dans le DCM. Aprés

purification par chromatographie, le produit a été isolé avec un rendement de 28%.

3.5. Synthese du récepteur aromatique 6 :

La voie de synthése de 6 en deux étapes (Figure 14), telle que précédemment
utilisée sur les chaines aliphatiques, avait déja été testée. Dans ce cas les réactifs ont été

retrouvés dans le milieu réactionnel lors de la seconde étape (Plais soutenance prévu en).

OH FsC CF A FaC CF N_ _Cl
FiC CF3 @ 3 3 C|—</ \>—C| 3 3 NF \lr
N=N
X _N
(; N Ly oH %, P
DMF HN_ N HN_ _N
N DCM
O =Y
2,4,6-collidine

6

>
c*
-

O

Figure 14 : Synthese initialement proposée pour le composé 6.

L'hypotheése avancée pour expliquer cette absence de réactivité pourrait étre la
délocalisation de la charge de I'alcoolate déprotoné (Figure 15) ou la complexation

intramoléculaire de I'alcoolate par la fonction urée.
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Figure 15 : Formes mésomeres limites de I'alcoolate

Une délocalisation trop importante diminue la disponibilité de la charge négative
pour réaliser I'attaque nucléophile. Ici, les électrons font partie d’un systéeme totalement
conjugué. La présence d’une urée électroattractrice en position ortho de I'hydroxyle,

désactive alors la fonction alcool.

L'inversion de la séquence (Figure 16) a été étudiée précédemment par I'équipe
d’accueil. L'objectif était de réaliser la substitution nucléophile aromatique par I'ortho-
aminophénol sur la dichlorotétrazine, puis de réaliser la condensation de la tétrazine sur le

1-isocyanato-3,5-bis(trifluorométhyl)benzéne pour donner le composé 6 attendu.

z
A\

7

N_ _Cl
g
_N

N

NH, NH,

C,_</ \>_C, N FsC CF;
OH N=N O\r/N “ o” \©/ .
X CLEL A
T

Figure 16 : Deuxiéme synthése proposée pour le composé 6

Au cours de la premiére étape, il a été observé que la fonction amine de 'ortho-
aminophénol était plus réactive que la fonction alcool dans la réaction de SnAr

(Figure 17). Cela rend impossible la formation de I'urée a la seconde étape.
N—N
a— SH—a
N=N

OH OH _N___cCl
NZ
@[ [ :1 g
X N
N N

NH,

Figure 17 : Réaction observée en pratique.
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L'utilisation de I'ortho-aminoaniline a la place de I'ortho-aminophénol semble étre
une alternative intéressante, pour contourner les problemes de chimiosélectivité. Cette
option n’a cependant pas été choisie du fait des faibles rendements quantiques reportés

dans la littérature pour les tétrazines substituées par des atomes d’azote.[*”

N—N
</ \>_ NHBoc
NHBoc cl N=N c

NH, Boc,0 o_ _N_
OH ACN OH DEM \Nlr 2
—
TA N7 el
2,4,6-collidine
11 12
Yield = 95% Yield = 53%

l TFA 15%, DCM
H
N

N
L
OHN\N cl

10
Yield = 79%

/s

z

\

Figure 18 : Synthese en stratégie Boc du précurseur du composé 10

Une approche faisant intervenir une stratégie de protection-déprotection de la
fonction amine a alors été mise en place (Figure 18). Nous avons opté pour I'emploi du

groupement protecteur Boc compatible avec les fonctions présentes sur la cible.

La protection de [I'ortho-aminophénol suivie de la substitution de la
dichlorotétrazine a permis d’obtenir le composé 12 avec un rendement global sur deux
étapes de 62%. En revanche, I'étape de déprotection en milieu acide (TFA 15%/DCM) s’est
avérée plus délicate. En effet, les données RMN du proton ont mis en évidence la présence
de deux signaux différents de deux protons mobiles, alors que la fonction amine primaire ne

devrait donner qu’un seul signal intégrant pour deux protons.

Une expérience de corrélation hétéronucléaire proton/azote du composé 10 a mis
en évidence que seul un des deux protons mobiles était corrélé avec un atome d’azote. Le
second appartient donc a la fonction hydroxyle. Il semblerait donc qu’il y ait eu un

phénoméne de réarrangement induit en milieu acide.
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Figure 19 : Mécanisme proposé pour le réarrangement au cours de la déprotection en milieu acide.

Pour confirmer cette hypothése, nous avons réalisé un calcul DFT sur un systéme
constitué de 12 en présence d’un proton libre. Ce dernier a confirmé la tendance du proton

a former un oxonium lié a la tétrazine.

Nous avons donc postulé que ce phénomene pouvait induire la migration de la
tétrazine selon un mécanisme de substitution nucléophile aromatique intramoléculaire
(Figure 19). Nous avons conclu que les conditions acides de déprotection n’étaient pas

adaptées a notre cible.
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Nous avons alors choisi de faire intervenir une stratégie de protection-déprotection
employant des conditions basiques. Notre choix s’est porté sur le groupement protecteur

Fmoc. La Figure 20 ci-dessous décrit la synthése selon cette stratégie :

7,76 ppm

N—N 162,2 ppm

l 7\ NHFmoc
NHFmoc C'_<N_N>_C'

o] V/N 160,6 ppm

mocOSu
_— Y SN
| /
OH DCM OH DCM ©/ N_ =
TA N~ >l
13 2,4,6-collidine
Yield = 43% 14

Yield = 65%

Figure 20 : Synthése du composé 14 selon une stratégie de protection-déprotection a I'aide d’un groupement
Fmoc

L'étape de protection a pu étre réalisée dans des conditions classiques. Apres
purification par chromatographie, le composé 13 a été isolé avec un rendement de 43%. Les
données RMN du proton nous ont permis de confirmer la structure du produit, notamment
par la présence d’'un signal a 7,76 ppm de proton mobile caractéristique de la fonction

carbamate substituant un aromatique.

La substitution nucléophile aromatique sur la tétrazine a pu étre réalisé a
température ambiante. Le produit 14 a été isolé avec un rendement de 65%. La structure a
pu étre confirmée par RMN du carbone grace a l'observation des pics des carbones

quartenaires de la tétrazine a 162,2 ppm et 160,6 ppm.

Les étapes de déprotection et condensation pour former I'urée n’ont pas pu étre

réalisées par manque de temps.

4. Dosage par RMN
4.1. Matériel et Méthodes

Les titrages RMN ainsi que I'analyse des données collectées ont été réalisée pour le
composé 2 selon la méthode de Tardajos et Gonzalez-Gaitano.[*® Le récepteur, placé dans
I"acétonitrile deutéré, a été testé en présence de sels de fluorure de tétrabutylammonium et

de chlorure de tétrabutylammonium.

Durant le titrage, la concentration en récepteur (103 mol.L?) a été maintenue
constante tout en augmentant progressivement la concentration en sel. Aprés chaque ajout,

des acquisitions d’un spectre proton et éventuellement d’un spectre fluor ont été réalisées.
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4.2. Résultats et Discussion
Afin de favoriser la dissociation de la paire d’ions et la probabilité d’interactions
parasites (par exemple, m-cation), nous avons utilisé des sels de tétrabutylammonium

possédant un contre-ion de grande taille, dissocié en solution.

4.2.1.Titrage par Chlorure de Tétrabutylammonium.
Le titrage a été réalisé de 0 a 3,3 équivalents en TBACI. Les spectres sont reportés

dans la Figure 21 ci-dessous :

a c b
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Figure 21 : Spectres RMN H du titrage du composé 2 par TBACI : (a) Spectre RMN H (b) Attribution des protons

Nous pouvons observer une augmentation des valeurs de déplacements chimiques
des protons a, b et c lors d’'une augmentation progressive de la concentration de 0 a 3,3

équivalents d’anion.

Les données recueillies nous ont permis de tracer I’évolution de la concentration en
récepteur libre (a), en récepteur complexé (c), ainsi que la différence de déplacement
chimique (Adops) en fonction du nombre d’équivalents de sel ajouté. Nous faisons
I’hypothése d’un modéle récepteur : anion n:n. Un traitement par minimisation de la somme
des différences quadratiques (Figure 22) nous permet de déterminer des valeurs de la

constante d’association avec chacun des deux protons de 'urée et celui du fragment phényl.
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Figure 22 : Fit des données RMN 1H du titrage par TBACI : (a) proton a, (b) proton b, et (c) proton ¢

La corrélation avec le modele n:n semble étre cohérente. Les constantes
d’association calculées ont pu étre comparées a celles du composé 1 déja testé par notre

équipe (Tableau 10) :

Composé K. proton a K, proton b Ka proton c
1 9642 M 10 135 M? 3432 M1
2 1022 M? 1062 M1 983 M!

Tableau 10 : Récapitulatif des Constantes d'Association Ka avec I’ion chlorure

Pour le composé 2, les valeurs des constantes d’association obtenues sont d’ordre
de grandeur comparable. Comparativement au composé 1, les constantes mesurées sont
plus faibles pour le composé 2 , indiquant une complexation des ions chlorures

probablement plus faible.
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4.2.2.Titrage par Fluorure de Tétrabutylammonium
Le titrage a été réalisé de 0 & 10 équivalents en TBAF. Les spectres RMN *H sont

reportés dans la Figure 23 ci-dessous :
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Figure 23 : Spectres RMN H du titrage du composé 2 par TBAF : (a) Spectre RMN 1H (b) Attribution des protons

De maniere similaire, nous pouvons observer une augmentation des valeurs de
déplacements chimiques des protons a, b et ¢ lors d’'une augmentation progressive de la

concentration de 0 a 10 équivalents d’anion.

La déprotonation de l'urée a été postulée comme une des explications a la
disparition des signaux des protons mobiles. Les pKa des protons mobiles de I'urée ont été

calculés a I'aide de Marvinsketch® (Tableau 11).

Couple Acide-Base NHCONH/NHCON- HCI/F

pKa 13,08 3,7

Tableau 11 : pKa calculés
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Le mécanisme semble étre donc une complexation de I'anion suivie d’une
déprotonation du récepteur favorisée par la proximité de I'anion complexé. Les valeurs de

pKa sont compatibles avec une déprotonation, dont nous proposons I|’équation a la

Figure 24 :
FsC CFs FsC CFs FsC CFs
154 ;T - T
HNL N o_ _N HF No N o_ _N N (l:I o_ _N
~N > <] ~N > HF <] ~ N >
g N N Ny N g N
° N‘N/)\m °© N\N/)\CI e N‘N/ ¢]

Figure 24 : Equilibre Acido-Basique proposé pour le composé 2

Les données nous ont permis de tracer |'évolution de la concentration en récepteur
libre (a), en récepteur complexé (c), ainsi que la différence de déplacement chimique (Aobs)
en fonction du nombre d’équivalents de sel ajouté. Un traitement par minimisation de la

somme des différences quadratiques (Figure 25) a été réalisé.

Pour les protons a et b, le traitement mathématique n’a pas été réalisé sur
I'intégralité des données du titrage en raison de la disparition des signaux des protons
mobiles de I'urée au-dela de 2 équivalents. Pour le proton c, le traitement a été réalisé sur la
totalité des points de la gamme. Néanmoins, la faible corrélation du fit calculé avec les

valeurs expérimentales laisse sous-entendre que la complexation ne semble pas suivre un
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Figure 25 : Fit des données RMN H du titrage par TBAF : (a) proton a, (b) proton b, et (c) proton ¢

Les constantes d’association ont pu étre calculées (Tableau 12). Cependant, a cause
de la déprotonation le traitement n’est pas réalisé sur le méme intervalle de concentrations.

Les constantes ne sont pas comparables avec celles calculées en présence d’ions chlorures :

Composé Ka proton a Ka proton b Ka proton c
2 182 M 135 M1 855 M!

Tableau 12 : Récapitulatif des Constantes d'Association Ka avec I'ion fluorure
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10 eq

Afin d’essayer de caractériser les espéces fluorées formées durant le titrage, un suivi
de la complexation par RMN °F a également été réalisé, en prenant le CFCl3; comme
référence externes, dont les spectres sont reportés dans la Figure 26 :
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Figure 26 : Spectres RMN 1°F du titrage du composé 2 par TBAF : (a) Spectre RMN 1H (b) Attribution des fluors
Le signal a -63,37 ppm est attribué aux groupements trifluorométhyles du récepteur.
A partir de 2 équivalents, on voit apparaitre un signal b a -151,90 ppm, attribué au sel de

TBAF libre.

Un zoom sur la région entre -62,00 et -62,60 ppm (Figure 27) nous permet
d’observer le déplacement du pic fluor du récepteur libre de 0 a 3,5 équivalents. A partir
d’un équivalent, un deuxieme signal apparait a -62.30 ppm. Nous faisons I'hypothese qu’il
s’agit du récepteur monodéprotoné. Au-dela de 3,5 équivalents, on observe la disparition du
signal du récepteur libre et I'apparition d’un nouveau signal. Nous faisons I'hypothese que

ce signal correspond au récepteur doublement déprotoné.
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Figure 27: Evolution des signaux RMN 1°F dans la région entre -62,00 et -62,60 ppm du spectre du composé 2

4.2.3.Comparaison des titrages

Afin de pouvoir comparer les aptitudes a la complexation, les courbes de

déplacement chimique en fonction de la concentration en sel, ont été superposées

(Figure 28) :

Mesure des déplacements chimiques en RMN H
en fonction de la concentration en sel : proton b

Mesure des déplacements chimiques en RMN 'H
en fonction de la concentration en sel : proton a

gs-s-0—o—0—0-00

et -o-e
e

& —e—TBACl

TBAF

=
€

Concentration (équivalents) Concentration (équivalents)

Mesure des déplacements chimiques en RMN H
en fonction de la concentration en sel : proton ¢

—8—TBAC

TBAF

4 6 8 10
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Figure 28 : Comparaison des variations de déplacements chimiques du composé 2 en fonction de ['ion.

Nous pouvons observer que les évolutions des déplacements chimiques au cours des

dosages sont superposables pour les protons de I'urée a et b. L’évolution des déplacements

chimiques pour les protons ¢ du groupement phényl est similaire jusqu’a deux équivalents.

Au-dela, dans le cas des ions chlorures, on semble atteindre un plateau. Dans le cas du

dosage par les ions fluorures, on voit une rupture de pente suivie d’une hausse pour

atteindre un plateau vers les quatre équivalents, indiquant une saturation du récepteur.

Le mode de complexation des ions fluorures et des ions chlorures semble donc

similaire. Cependant, il est impossible de comparer les constantes d’association, en raison de

I’existence probable de plusieurs especes en présence de I'anion fluorure. La disparition des

signaux des protons de I'urée au-dela de deux équivalents en présence de fluorure empéche

de réaliser des calculs comparables.
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5. Dosage photophysique du composé 2

Les études photophysiques ont été réalisées au laboratoire de Photophysique et
Photochimie Supramoléculaire et Macromoléculaire de I'ENS Paris-Saclay en collaboration

avec le Dr. Gilles CLAVIER.

5.1. Matériel et Méthodes

Le rendement quantique du composé 2 a été mesuré en utilisant la Rhodamine-6G
17 (Figure 29)comme référence de rendement quantique connu & = 91% dans

I"EtOH.(Wirth et al. 2013)

15

Figure 29 : Structure de la Rhodamine-6G

Nous avons ensuite réalisé un dosage, dans I’ACN, avec suivi des propriétés
photophysiques (absorption, émission et temps de vie). La concentration en récepteur
d’anions a été adaptée pour les mesures photophysiques. En effet, ces mesures nécessitent
une concentration en espéces fluorescentes de I'ordre de 10 mol.L?, pour éviter la

saturation des détecteurs.

Pour réaliser chaque point de la gamme, la concentration en récepteur a été
maintenue stable tout en faisant progressivement augmenter la concentration en sel. A
chaque point, nous avons réalisé I'acquisition d’un spectre d’absorbance, d’un spectre de

fluorescence et d’un spectre de déclin de fluorescence.
5.2. Résultats et Discussion

5.2.1.Mesure du rendement quantique

Les rendements quantiques mesurés pour le composé 2, ainsi que ceux

précédemment mesurés des composés 2 et 3 sont reportés dans le Tableau 13 ci-dessous :

Composé Rendement Quantique (Dlzc (Qy)
1 39%
2 42%
3 8%

Tableau 13 : Rendements quantiques mesurés
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Pour les composés 1 et 2, les rendements quantiques sont du méme ordre de
grandeur, d’environ 40%. Pour le composé 3, il tombe a 8%. Dans la littérature, les

rendements quantiques de différentes tétrazines sont reportés par I'équipe de Gong

CI@OMe MeO@OMe

16 17
QY =38% QY =11%

(Figure 30) (Gong et al. 2009).

Figure 30 : Structures et Rendements Quantiques de Tétrazines reportées par Gong

En s’appuyant sur ces données, nous pouvons émettre I’hypothése que la baisse de
rendement quantique mesurée est liée a la nature des atomes substituants la tétrazine du
récepteur. Les composés 1 et 2 présentent une monosubstitution comme pour le composé

16, alors que la tétrazine du composé 3 est disubstituée, comme pour le composé 17.
5.2.2.Titrage en Absorbance

Nous avons réalisé un calcul théorique du spectre UV/Visible a I'aide de Gaussian®, a
partir des résultats des optimisations gé¢ométriques précédentes. Nous avons pu attribuer, a
chaque bande d’absorption, le fragment de la molécule correspondante et la nature de la
transition électronique mise en jeu. L'attribution de chaque bande, ainsi que les spectres
d’absorption réalisés au cours du titrage entre 0 et 16 équivalents de TBACI sont détaillés

dans la Figure 31 :

Titrage en absorbance de 2 par TBACI

5 16,eq et

phenylurée

m-n*
phenylurée

Absorbance (UA)
N
w

-t n-re*
Ao tétrazine tét;azine
225 275 325 375 425 475 525 575

Longueur d'onde (nm)

Figure 31 : Titrage en Absorbance du composé 2 par TBACI et attribution des bandes d’absorption
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Intensité de fluorescence (UA)

Au cours de ce titrage, nous observons une évolution des bandes d’absorption de la
phénylurée, l'intensité des bandes d’absorption augmente. Les bandes d’absorption de la
tétrazine ne semblent pas étre affectées par I'augmentation de la concentration en ion
chlorure. Nous pouvons conclure que la complexation de I'anion s’effectue majoritairement

par interaction avec le fragment urée.

5.2.3.Titrage en Fluorescence

L'utilisation d’un récepteur présentant un fluorophore permet d’étudier les
interactions entre le récepteur et ligand, au travers d’un mécanisme d’extinction de

fluorescence (Figure 32).

Figure 32 : Extinction de fluorescence par complexation d'ion

Au cours du titrage en fluorescence, nous pouvons observer une diminution de
I'intensité de la bande d’émission a 560 nm du composé 2 (Figure 33). L’ajout de sel au

milieu vient éteindre la fluorescence du composé 2.

Titrage en fluorescence de 2 par TBACI
70000000 Oeq
60000000
50000000
40000000
30000000

20000000

10000000

530 550 570 590 650 670 690

610 30
Longueur d'onde (nm)

Figure 33 : Titrage en Fluorescence du composé 2 par TBACI
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A I'aide des données des spectres de fluorescence, une minimisation de la somme
des différences quadratiques a pu étre réalisée (Figure 34) pour estimer la valeur de la

constante d’association. La constante obtenue est de K, = 1520 M2,

Modélisation mathématique d'un modéle

< : N

2 ligand : hote 1:1

€

< 1,000
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g ’—""

2 0,600 5 o
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Q T4

¢ 0,400 .

o

= 0,200 “

> /

< 0,000

*é 0,00 5,00 10,00 15,00 20,00
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@® (I0-)/I0exp ====- (10-1)/10 calc

Figure 34 : Fit du titrage en fluorescence du composé 2 par TBACI

La valeur de l'intensité de fluorescence limite lim correspondant a la complexation de

la totalité des récepteurs en solution est nulle.

5.2.4.Titrage en déclin de fluorescence

Le titrage en déclin de fluorescence a été réalisé entre 0 et 16 équivalents de TBACI.

L’'ensemble des déclins sont représentés en échelle logarithmique dans la Figure 35.

Titrage en déclins de fluorescence de 2 par

TBACI
Oeq

5,00E-01
=
(%2}
S
E 5,00E-02

5,00E-03 - :

0 100 200 300 400 500 600
Temps (ns)

Figure 35 : Titrage en déclins de fluorescence par TBACI
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Nous observons une diminution de lintensité de fluorescence ainsi qu’un

changement de la pente des courbes.

Nous avons ensuite modélisé ces déclins comme une somme d’une ou de deux
exponentielles, possédant chacune un temps de vie caractéristique, représentant les temps

de vie de deux especes en solution (Figure 36).

GG36 + TBACI GG36 + TBACI
120

100

0,8
80
06
60 12 (ns)
0,4

Poids Relatifs

40 —8—11 (ns) a2

20 0.2

B 10 - 0 5 10 15 20
Eq CI- Eq Cl-

(a) (b)
Figure 36 : Analyses des déclins : (a) Tt mesurés, (b) Poids relatifs des t
Nous observons que le récepteur seul, modélisé initialement par une seule
exponentielle, présente une fluorescence longue initiale avec un temps de vie unique Ti.
Lorsque la concentration en ions chlorures augmente, la complexation s’effectue, ce qui

diminue la concentration de récepteurs libres en solution et donc le temps de vie moyen.

Dans un deuxiéme temps, au-dela de cing équivalents, on observe I'apparition d’un
deuxieme temps de vie court. Son poids relatif augmente alors avec le nombre d’équivalents
de sel ajouté. Nous avons donc attribué ce deuxieme temps de vie au récepteur complexé.
Notre hypothése est corrélée avec les données de nos dosages en fluorescence, ou
I'intensité limite est pratiquement nulle. Nous en déduisons donc que la fluorescence

résiduelle du complexe est trés faible.
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6. Conclusion des travaux expérimentaux

Le design initialement proposé pour un récepteur d’anion combinant liaison
hydrogéne et interaction m-anion, s’est avéré prometteur. A I'issue de calculs DFT, nous
avons pu mettre en évidence une probable complexation des ions halogénures avec des

récepteurs monosubstitués.

Nous avons ensuite synthétisé avec succes cing récepteurs d’anions: deux
récepteurs monosubstitués (1 et 2), deux récepteurs disubstitués symétriques (3 et 4) et un
récepteur disubstitué asymétrique (5). La synthése d’'un récepteur possédant un bras
aromatique s’est avérée complexe. La stratégie de synthése initiale s’est avérée inefficace.
Une inversion de la séquence réactionnelle a mis en évidence une chimiosélectivité
défavorable a la synthése de notre récepteur. Une stratégie de protection-déprotection par
le groupement Boc a été testée. Cependant, un réarrangement au cours de la déprotection a
pu étre mis en évidence, nous empéchant de former I'urée. L’hypothése selon laquelle les
conditions acides de déprotection sont a I'origine du réarrangement, nous a conduit a
adopter une stratégie employant un groupement Fmoc, que nous sommes encore en train
d’étudier.

Le composé 2 a fait 'objet d’analyses par RMN 'H et °F, ainsi que par étude
photophysique. En présence de l'ion chlorure, nous avons pu mettre en évidence une

interaction entre 'ion et 'urée de notre récepteur grace a la RMN *H.

Les analyses photophysiques ont permis de montrer une prédominance de
I'interaction avec I'urée lors de la complexation avec les anions chlorures. Nous avons
cependant pu observer une extinction de la fluorescence corrélée avec I'augmentation de la
concentration en anions dans le milieu. Les analyses photophysiques ont mis en évidence

une fluorescence résiduelle propre au complexe.

En présence d’ion fluorure, une disparition des signaux des protons mobiles de
I'urée en RMN nous a conduit a postuler une déprotonation de notre récepteur par les

anions fluorures.

Les syntheses et les analyses de ce récepteur devront étre poursuivies par I'étude de
la complexation avec les autres halogénures. Des études similaires sur les autres récepteurs
synthétisés seront prochainement réalisées. D’autre part, il sera intéressant de faire varier la
nature des bras espaceurs et des donneurs de liaisons hydrogénes. En introduisant de la
chiralité au niveau du bras espaceur, il devient possible d’envisager une application en

catalyse asymétrique. En modulant le donneur de liaisons hydrogéne, tant en force qu’en
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directionnalité, nous pouvons envisager d’obtenir une bonne sélectivité au niveau des

anions piégés par nos récepteurs.

Enfin, dans l'objectif d’'une application thérapeutique, dans le traitement des
canalopathies, des essais devront étre réalisées sur des modeles de membranes pour vérifier

la capacité des récepteurs a faire passer les ions a travers les membranes cellulaires.
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Partie expérimentale :
Molecular Modeling and Calculations :

All calculations were carried out using Gaussian 09® program :

Gaussian 09, Revision D.01, M. J. Frisch, G. W. Trucks, H. B. Schlegel, G. E. Scuseria,
M. A. Robb, J. R. Cheeseman, G. Scalmani, V. Barone, B. Mennucci, G. A. Petersson, H.
Nakatsuji, M. Caricato, X. Li, H. P. Hratchian, A. F. Izmaylov, J. Bloino, G. Zheng, J. L.
Sonnenberg, M. Hada, M. Ehara, K. Toyota, R. Fukuda, J. Hasegawa, M. Ishida, T. Nakajima,
Y. Honda, O. Kitao, H. Nakai, T. Vreven, J. A. Montgomery, Jr., J. E. Peralta, F. Ogliaro, M.
Bearpark, J. J. Heyd, E. Brothers, K. N. Kudin, V. N. Staroverov, T. Keith, R. Kobayashi, J.
Normand, K. Raghavachari, A. Rendell, J. C. Burant, S. S. lyengar, J. Tomasi, M. Cossi, N.
Rega, J. M. Millam, M. Klene, J. E. Knox, J. B. Cross, V. Bakken, C. Adamo, J. Jaramillo, R.
Gomperts, R. E. Stratmann, O. Yazyev, A. J. Austin, R. Cammi, C. Pomelli, J. W. Ochterski, R.
L. Martin, K. Morokuma, V. G. Zakrzewski, G. A. Voth, P. Salvador, J. J. Dannenberg, S.
Dapprich, A. D. Daniels, O. Farkas, J. B. Foresman, J. V. Ortiz, J. Cioslowski, and D. J. Fox,
Gaussian, Inc., Wallingford CT, 2013.

Structures of compounds 1 and 2 were hand-drawn using ChemDraw® and
then optimized with a MM2 forcefield using Chem3D®. Then, a series of optimization
was performed first in AM1, then in B3LYP, then in B3LYP 6-31G + (d,p). Then, a
frequencies calculation was performed using Gaussian 9® at the level B3LYP 6-31G +
(d,p). Geometrical optimization results of those compounds were superimposed and

RMSD was calculated using Chimera 1.13.1c®.

NMR and Mass Spectrometry Analysis :

1H NMR spectra were recorded with Bruker AV-l 300 MHz and advance 200MHz
spectrometers at 298 K, referenced to TMS signal and were calibrated using residual CHCI3
(6 = 7.26 ppm), Acetone (6 = 2.05 ppm) or MeOD (6 = 3.31 ppm). 19F NMR spectra were
recorded with Bruker AV-l 300 MHz spectrometer at 298 K and were calibrated using CFCI3
(6 = 0.00 ppm). 13C NMR spectra were recorded with a Bruker AV-l 300 MHz spectrometer
at 75 MHz and 298 K and were calibrated using CDCI3 (6 = 77.16 ppm), Acetone (6 = 29.84
ppm) or MeOD (6 = 49.00 ppm). 1H NMR spectroscopic data are reported as follow:
chemical shift & [ppm] (multiplicity, coupling constant [Hz], integration). Multiplicities are
reported as follow: s = singlet, d = doublet, t = triplet, g = quadruplet, quint = quintuplet,
sext = sextuplet, hept = heptuplet, dd = doublet of doublet, td = triplet of doublet, tt = triplet

of triplet, ddd = doublet of doublet of doublet, m = multiplet. 13C NMR spectroscopic data
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are reported in terms of chemical shifts 6 [ppm] and when it's necessary multiplicity and

coupling constant [Hz].

High resolution mass spectra (HRMS) were obtained with a Waters Xevo QTOF
instrument with an electrospray ionization source (ESI+), using Leucine Enkephaline solution

as internal calibrant.

Method for the determination of Ka values by NMR :

NMR titrations were performed by addition of aliquots of a solution containing the
anionic guest as the tetrabutylammonium (TBA) salt (0,05 M for TBAF and 0,02 M for TBACI)
and the receptor (3,5 mM) in MeCN-d3. The anion salt was solubilized into acetone and was
recrystallized from precipitation into diethyl ether and dried to remove residual solvents. *H
NMR spectra were recorded on a a Bruker AV-l 300 spectrometer and calibrated to the
residual proton solvent peak in MeCN-d3 (6 = 1.94 ppm) at 300K. Stack plots were made
using MestReNova Version 6.0. Non-linear least-square curve fitting of the titration data to a

1:1 binding model were processed using Excel software.

Photophysical Analysis :

UV-Visible spectra were recorded at 25°C on a Cary 400 (Agilent) double-beam
spectrometer using a 10 mm path quartz cell. Emission spectra were measured on a
Fluoromax-3 (Horiba) or a Fluorolog-3 (Horiba) spectrofluorometer. An angle configuration
of 90° was used. Optical density of the samples was checked to be less than 0.1 to avoid
reabsorption artifacts. The relative fluorescence quantum yields ®r were determined using

Rhodamine-6G (®r= 0.91 in ethanol) as a reference.

The fluorescence decay curves in the ns regime were obtained by the time-
correlated single-photon counting (TCSPC) method with a femtosecond laser excitation
composed of a Titanium Sapphire laser (Tsunami, Spectra-Physics) pumped by a double
Nd:YV04 laser (Millennia Xs, Spectra Physics). Light pulses at 990 nm from the oscillator were
selected by an acousto-optic crystal at a repetition rate of 4 MHz, and then tripled at 330 nm
by non-linear crystals. Fluorescence photons were detected at 90° through a
monochromator and a polarizer at magic angle by means of a Hamamatsu MCP R3809U
photomultiplier, connected to a SPC-630 TCSPC module from Becker & Hickl. The
instrumental response function was recorded before each decay measurement with a fwhm
(full width at half-maximum) of ~25 ps. The fluorescence data were analyzed using the

Globals software package developed at the Laboratory for Fluorescence Dynamics at the
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University of lllinois at Urbana-Champaign, which includes reconvolution analysis and global

non-linear least-squares minimization method.

To a 1 cm quartz glass cuvette was added a solution of the receptor (2.5 mL, 200
UM). After background subtraction, the absorbance spectra were recorded from 200 to 700
nm. Aliquots of a solution containing the respective anion (20002 uM) and the receptor (200

UM) were then added to the sample cuvette.

Solutions at 10° mol.L’? were prepared and absorbance spectra were measured.
From the absorbance spectra were determined the absorbance maxima that correspond to

the excitation wavelength for the emission spectra. Measurement were made in acetonitrile.

Emission spectra were measured at the wavelength determined before.
Emission spectra were also recorded at the maximum wavelength of the reference,

Rhodamine-6G, in order to determine the quantum yield.
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Synthesis :

Preparation of 9 : 1-(3,5-bis(trifluoromethyl)phenyl)-3-(3-hydroxypropyl)urea

b 9
FsC e N)ka/\/\OH
c d H H h
9

Chemical Formula : C12H12FsN,0;

Molecular Weight : 330,23 g.mol*
3-aminopropan-1-ol (103,4 mg, 1,38 mmol, 1,04 eq) was added to a round bottom
flask equipped with a magnetic stirrer and diluted with DMF (2 mL) under inert atmosphere.
1-isocyanato-3,5-bis(trifluoromethyl)benzene (336,7 mg, 1,32 mmol, 1 eq) was diluted into
DMF (2 mL) then added dropwise to the flask. The mixture was stirred at room temperature
for one hour and a half. 10 mL of EtOAc were added and the organic layer was washed with
10 mL of aqueous HCI 0,5M, 3 times. Organic layers were collected, dried over MgSO,4 and
filtered. The solvent was evaporated. The crude product was purified by precipitation in

DCM.

Aspect White powder

H NMR (300 MHz, MeOD) § 7,86 (s, 2H, d), 7,32 (s, 1 H, a), 3,52 (t, 2H, 3Jux = 6,3 Hz,
i), 3.19 (t, 2H, 3Jun = 6,6 Hz, g), 1,63 (quint, 2H, 3Juw = 6,5 Hz, h).

13C NMR (300 MHz, MeOD) & 157,7 (f), 143,6 (e), 133,9-132,5 (q, 2Jcr = 32,9 Hz, b),
130,4-119,6 (q, Ycr = 271,7 Hz, ¢), 119,1 (d), 115,5 (a), 60,7 (i), 38,2 (g), 33,8 (h)

19 NMR (300 MHz, MeOD) & -64,6 (c)
HRMS (ESI*-TOF) m/z [M+H]* calcd for C1,H13FeN205: 331,09, not done yet
Melting Point 106-110°C
Yield 20%
General Procedure 1 for Monosubstituted Tetrazine :

Urea derivative (1 eq) was added to a round bottom flask equipped with a magnetic
stirrer and dissolved with dry DCM under inert atmosphere. 2,4,6-collidin (1,05 eq) was
diluted with dry DCM and added dropwise to the flask. The dichlorotetrazine (1,1 eq) was
dissolved in dry DCM and added dropwise to the flask. The mixture was stirred at room
temperature or 40°C for the corresponding time. The mixture was extracted with aqueous

HCl 1M twice, then the organic layer was extracted with water once. Organic layers were
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collected, dried over MgSO, and filtered. The solvent was evaporated. The crude product
was purified by flash chromatography on silica gel eluting with the corresponding solvent
mixture to give the product.

Preparation of 1 : 1-(3,5-bis(trifluoromethyl)phenyl)-3-(2-((6-chloro-1,2,4,5-
tetrazin-3-yl)oxy)ethyl)urea

C
CF,
b
a d 0]
g
e
O_i_N.
FsC NJfLN/\/ 2N
c d H H h |
Ne N

Chemical Formula : C13HsCIFgN6O2

Molecular Weight : 430,69 g.mol?
General Procedure 1 was applied using 1-(3,5-bis(trifluoromethyl)phenyl)-3-(2-
hydroxyethyl)urea (104 mg, 0,33 mmol) and dichlorotetrazine (49,8 mg, 0,33 mmol, 1eq).
the mixture was stirred at room temperature for 2 hours. A gradient of solvent mixture was

applied for purification from PE/EtOAc 90/10 to 70/30 leading to the product.

Aspect Pink powder

'H NMR (300 MHz, MeOD) &6 7,87 (s, 2H, d), 7,38 (s, 1 H, a), 4,63 (t, 2H, 3J4.x= 5,1 Hz,
h), 3,64 (t, 2H, 3)u.n=5,1 Hz, g)

13C NMR (300 MHz, MeOD) & 168,4 (i), 165,5 (j), 157,4 (f), 143,3 (e), 133,8-132,5 (q,
2)er = 31,1 Hz, b), 130,2-119,5 (q, Yer = 269,5 Hz, ¢), 119,1 (d), 115,7 (a), 70,6 (h), 39,7 (g)

F NMR (300 MHz, MeOD) 6 -64,6 (c)
HRMS (ESI*-TOF) m/z [M+Na]* calcd for Ci13HsCIFgNgNaO>: 453,03, found 453,0277
Melting Point 180-184°C

Yield 58%
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Preparation of 2 : 1-(3,5-bis(trifluoromethyl)phenyl)-3-(3-((6-chloro-1,2,4,5-
tetrazin-3-yl)oxy)propyl)urea

Cc
CF,
b N Cl
a d o) N/\\k(
A A A
FsC NN N 0N
c d H H h
| m
2

Chemical Formula : C14H11CIFgNgO2
Molecular Weight : 444,72 g.mol*

General Procedure 1 was applied using 1-(3,5-bis(trifluoromethyl)phenyl)-3-(3-
hydroxypropyl)urea (200 mg, 0,60 mmol) and dichlorotetrazine (99,6 mg, 0,66 mmol). The
mixture was stirred at 40°C for 18 hours with molecular sieves (4A). A gradient of solvent

mixture was applied for purification from PE/EtOAc 80/20 to 60/40 leading to the product.

Aspect Pink powder

'H NMR (300 MHz, Acetone) 6 8,68 (br's, 2H, 1), 8,12 (s, 2H, d), 7,52 (s, 1H, a), 6,31
(brt, 1H, 3Jun = 5,7 Hz, m), 4,63 (t, 2H, 3Jun = 6,5 Hz, i), 3,49 (td, 2H, 3Juy = 6,6 Hz ; 3Jun=5,8
Hz, g), 2,19 (p, *Juu = 6,6 Hz, h)

13C NMR (300 MHz, Acetone) 5 168,1 (j), 164,7 (k), 155,9 (f), 143,7 (e), 133,1-131,7
(q, Uer = 31,7 Hz, b), 129,9-119,2 (q, Her = 268,9 Hz, c), 118,5 (d), 114,9 (a), 69,2 (i), 37,3 (g),
30,1 (h)

F NMR (300 MHz, Acetone) 6 -63,6 (c)
HRMS (ESI*-TOF) m/z [M]* calcd for C14H11CIFeN¢O,: 445,05, found 445,0614
Melting Point 133-137°C
Yield 39%
General Procedure 2 for Disubstituted symmetrical Tetrazine :

Urea derivative (2 eq) was added to a round bottom flask equipped with a magnetic
stirrer and dissolved with dry DCM under inert atmosphere. 2,4,6-collidin (2,05 eq) was
diluted with dry DCM and added dropwise to the flask. The dichlorotetrazine (1 eq) was
dissolved in dry DCM and added dropwise to the flask. The mixture was stirred at 40°C for
the corresponding time. DMAP (4,1 eq) was then added to the flask. The mixture was stirred
at 40°C for the 18 hours. The mixture was washed with aqueous HCl 1M, 3 times. Organic
layers were collected, dried over MgSQO, and filtered. The solvent was evaporated. The crude
product was purified by flash chromatography on silica gel eluting with the corresponding

solvent mixture to give products.
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Preparation of 3 : 1,1'-(((1,2,4,5-tetrazine-3,6-diyl)bis(oxy))bis(ethane-2,1-diyl))bis(3-(3,5-
bis(trifluoromethyl)phenyl)urea)

CF,
b
o d a
g
: N_j O
Ik N’/j'/V\NJi\Ne b™CF,
C 4 H H h | h H d ¢
F3C b e N_f N\/\O I\N/N K j
T %
o)
a d
b 3
F
CC3

Chemical Formula : CasH1sF12NgO4
Molecular Weight : 710,43 g.mol?

General Procedure 2 was applied using 1 1-(3,5-bis(trifluoromethyl)phenyl)-3-(2-
hydroxyethyl)urea (200 mg, 0,63 mmol), dichlorotetrazine (48,3 mg, 0,32 mmol) and 2,4,6-
collidin (79,4 mg, 0,66 mmol). The mixture was stirred at 40°C for 3 hours. Then, DMAP
(160mg, 1,31 mmol) was added. A gradient of solvent mixture was applied for purification

from PE/EtOAc 40/60 to 0/100, leading to the desired product.

Aspect : Pink Powder

'H NMR (300 MHz, Acetone) & 8,75 (br s, 2H, j), 8,14 (s, 4H, d), 7,53 (s, 2H, a), 6,52
(br t, 2H, 3y = 5,4 Hz, K), 4,67 (t, 4H, 3un = 5,4 Hz, h), 3,77 (td, 2H, 3Juu = 5,6 Hz ;
3.] H-H = 5,0 HZ, g)

13C NMR (300 MHz, Acetone) & 169,0 (i), 157,6 (f), 145,2 (e), 134,8-133,5 (q,
2)c¢ = 30,8 Hz, b), 128,1-120,9 (q, Yer = 271,0 Hz, c), 120,3 (d), 116,7 (a), 71,2 (h), 41,4 (g)

F NMR (300 MHz, Acetone) 6 -62,4 (c)
HRMS (ESI*-TOF) m/z [M]* calcd for Ca4H1sF12NsO4: 710,13, not done yet
Melting Point 206-210°C

Yield 2%
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Preparation of 4 : 1,1'-(((1,2,4,5-tetrazine-3,6-diyl)bis(oxy))bis(propane-3,1-diyl))bis(3-(3,5-
bis(trifluoromethyl)phenyl)urea)

T ||-| Ilfl c
h
N (0] N N CF
a d o) N~ \\Ij/ \/\/ \n/ e b 3
Jo 2 o on b ¥ o
FC b e N TN N N0 N SN °
c d H H h
I 4 CFs

Chemical Formula : Ca6H22F12Ng04
Molecular Weight : 738,48 g.mol?

General Procedure 2 was applied using 1 1-(3,5-bis(trifluoromethyl)phenyl)-3-(2-
hydroxyethyl)urea (200 mg, 0,63 mmol), dichlorotetrazine (48,3 mg, 0,32 mmol) and 2,4,6-
collidin (79,4 mg, 0,66 mmol). The mixture was stirred at 40°C for 3 hours. Then DMAP
(160mg, 1,31 mmol) was added. A gradient of solvent mixture was applied for purification

from PE/EtOAc 40/60 to 0/100 leading to the product.

Aspect Pink powder

'H NMR (300 MHz, Acetone) & 8,65 (brs, 2H, k), 8,14 (s, 4H, d), 7,52 (s, 2H, a), 6,28
(brt, 2H, 3Juy = 5,0 Hz, 1), 4,64 (t, 4H, 3Juw = 6,3 Hz, i), 3,49 (td, 2H, 3Jun = 6,3 ; 5,4 Hz, g), 2,64
(p, 4H, 3y = 6,4 Hz, h)

3C NMR (300 MHz, Acetone) &6 167,5 (j), 156,1 (f), 143,8 (e), 133,1-131,7 (q,
2)er = 32,8 Hz, b), 129,9-119,5 (g, Yer = 272,9 Hz, ¢), 118,5 (d), 114,9 (a), 68,2 (i), 37,5 (g),
30,2 (h)

F NMR (300 MHz, Acetone) 6 -62,4 (c)
HRMS (ESF-TOF) m/z [M+H]+ calcd for Ca6Ha3F12NgO4: 739,16, found 739,1651
Melting Point 217-221°C

Yield 20%
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Preparation of 5 : 1-(3,5-bis(trifluoromethyl)phenyl)-3-
(2-((6-(3-(3-(3,5-bis(trifluoromethyl)phenyl)ureido)propoxy)-1,2,4,5-tetrazin-3-

yl)oxy)ethyl)urea
CF,
Jiy
N O~
0 NT X N7 N CF
A SO 3
FsC N7 N0 N
H H
5

Chemical Formula : CasH20F12NgO4
Molecular Weight : 724,46 g.mol*
1-(3,5-bis(trifluoromethyl)phenyl)-3-(3-((6-chloro-1,2,4,5-tetrazin-3-

yl)oxy)propyl)urea (35,4 mg, 1,38 mmol, 1,04 eq) was added to a round bottom flask
equipped with a magnetic stirrer and dissolved with dry DMF (10 mL) under inert
atmosphere. 1-(3,5-bis(trifluoromethyl)phenyl)-3-(2-hydroxyethyl)urea (25,1 mg, 0.08 mmol,
1 eq) was dissolved in dry DCM (2 mL) then added to the flask. DMAP (39,4mg, 0.32 mmol,
4,10eq) was added to the flask. The mixture was stirred at 40°C for 18 hours. 10mL of DCM
were added, the organic layer was washed with 25 mL of aqueous HCl 1M, 2 times then with
25 mL of water. Organic layers were collected, dried over MgSO, and filtered. The solvent
was evaporated. The crude product was purified by flash chromatography on silica gel
eluting with the solvent mixture PE/EtOAc 45/55 leading to the product. Complete

Characterization underway.

Aspect Pink powder
HRMS (ESI*-TOF) m/z [M+H]* calcd for CasHa1F12NgO4: 725,14, found 739,1494
Melting Point 170-174°C

Yield 28%
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Preparation of 11 : tert-butyl (2-hydroxyphenyl)carbamate

h
k
f H | K
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d b OH k
C a
1

Chemical Formula : C11H1sNOs
Molecular Weight : 209,24 g.mol*

Ortho-aminophenol (200 mg, 1,8 mmol, 1 eq) was added to a round bottom flask
equipped with a magnetic stirrer and dissolved with ACN (18 mL) under inert atmosphere.
Di-tert-butyl dicarbonate (628 mg, 3,5 mmol, 1,7 eq) was added added to the flask. The
mixture was stirred at room temperature for 5 hours and a half. The ACN was evaporated,
leading to a yellow-brown powder. The powder was dissolved with 25 mL of EtOAc. The
organic layer was washed with 25 mL of water twice. Organic layers were collected, dried
over MgS0, and filtered. The solvent was evaporated. The crude product was purified by
flash chromatography on silica gel eluting with a gradient of solvent mixture from PE/EtOAc

90/10 to 80/20 leading to the product. The product was used as such for the next step.

Aspect Yellow powder

'H NMR (300 MHz, CDCI3) § 8,19 (brs, 1H, h), 7,12-6,83 (m, 4H, ¢, d, e, f), 6,71 (br s,
1H, a), 1,52 (s, 9H, k)

13C NMR (300 MHz, CDCI3) & 155,2 (i), 147,6 (b), 125,8 (g), 121,5, 120,9, 118,9,
82,28 (j), 28,5 (k)

Yield 95%
Preparation of 12 : tert-butyl (2-((6-chloro-1,2,4,5-tetrazin-3-yl)oxy)phenyl)carbamate
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Chemical Formula : C13H14CINsO3
Molecular Weight : 323,73 g.mol?
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Tert-butyl (2-hydroxyphenyl)carbamate (200 mg, 0,94 mmol, 1 eq) was added to a
round bottom flask equipped with a magnetic stirrer and dissolved with dry DCM (20 mL)
under inert atmosphere. 2,4,6-collidin (120 mg, 1 mmol, 1,05 eq) was added dropwise to
the flask. The dichlorotetrazine (156,8 mg, 1,04 mmol, 1,1 eq) was dissolved in dry DCM
(4mL) and added dropwise to the flask. The mixture was stirred at room temperature for 48
hours. 8 mL of DCM were added to the mixture. The organic layer was washed with 20 mL of
aqueous HCl 0,5M, then 20 mL of water, then 20 mL of aqueous NaHCO3 5% and finally 20
mL of water. Organic layers were collected, dried over MgS0O. and filtered. The solvent was
evaporated. The crude product was purified by flash chromatography on silica gel eluted by
the solvent mixture PE/EtOAc 90/10 leading to the product. The product was used as such

for the next step.

Aspect Red powder

1H NMR (300 MHz, CDCI3) 6 8,14 (br d, 1H, 3Jus= 7,9 Hz), 7,87 (br s, 1H, g), 7,30-7,12
(m, 4H), 1,50 (s, 9H, j)

13C NMR (300 MHz, CDCI3) § 161,9 (k), 160,6 (1), 150,8 (h), 141,5 (a), 128,4 (f), 126,5,
125,4,122,3, 121,9, 85,1 (i), 27,7 (j)

HRMS (ESI*-TOF) m/z [M-55]* calcd for CsH;CINsOs: 268,02, found 268,0237, loss of
tert-butyl group

Yield 53%
Preparation of 10 : 2-((6-chloro-1,2,4,5-tetrazin-3-yl)Jamino)phenol

h

N Cl

i
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a
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Chemical Formula : CgHsCINsO
Molecular Weight : 223,62 g.mol*

Tert-butyl (2-((6-chloro-1,2,4,5-tetrazin-3-yl)oxy)phenyl)carbamate (189 mg, 0,58
mmol, leq) was added to a round bottom flask equipped with a magnetic stirrer and
dissolved with dry DCM (10 mL), cooled to 0°C under inert atmosphere. TFA (2 mL) was
added dropwise. The mixture was stirred at 0°C for 30 minutes then at room temperature
for another 30 minutes. The organic layer was washed with 10 mL of aqueous NaHCOs and
organic layer was collected. Then the aqueous layer was extracted with 10 mL of DCM then

10 mL of AcOEt. Organic layers were collected, dried over MgS0O, and filtered. The solvent
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was evaporated. The crude product was purified by flash chromatography on silica gel
(prepared with 1% of N(CH,CHs)s3) eluted by the solvent mixture PE/EtOAc 90/10 leading to a
red powder. The crude product was purified by flash chromatography on silica gel. A
gradient of solvent mixture was applied for purification from PE/EtOAc 80/20 to 50/50

leading to the product.

Aspect Red powder

H NMR (300 MHz, ACN) & 8,16 (br s, 1H, h), 7,57 (dd, 1H, 3Jun= 8,0 Hz ; Jun= 1,4 Hz
CH aro), 6,95 (td, 1H, 3Jyv= 7,8 Hz ; *Juw = 1,3 Hz, CH aro), 6,80 (td, 2H, 3Jun= 7,7 Hz ; “yu=
1,3 Hz, CH aro), 6,72 (brs, 1H, a)

13C NMR (300 MHz, ACN) 6 161,3 (i), 160,8 (j), 148,9 (b), 126,5, 124,3 (g), 123,3,
120,3, 115,7

Yield 78%

Preparation of 13 : (9H-fluoren-9-yl)methyl (2-hydroxyphenyl)carbamate

Chemical Formula : C;1H17NO3

Molecular Weight : 331,36 g.mol*

Ortho-aminophenol (200 mg, 1,8 mmol, 1 eq) was added to a round bottom flask
equipped with a magnetic stirrer and dissolved with dry DCM (16 mL) under inert
atmosphere. 9-Fluorenylmethyl N-succinimidyl carbonate (741 mg, 2,2 mmol, 1,2 eq) was
added to the flask. The mixture was stirred at room temperature for 18 hours. The DCM was
evaporated. The crude product was purified by flash chromatography on silica gel eluting
with PE/EtOAc 70/30. A second chromatography was performed eluting with PE/EtOAc

80/20. The product was not purified and was used directly for the next step.

Yield approx. 43%
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Preparation of 14 : (9H-fluoren-9-yl)methyl (2-((6-chloro-1,2,4,5-tetrazin-3-
yl)oxy)phenyl)carbamate

Cl
NKN

Il |
N__N

. I

e(j[o I
f h -

9

Chemical Formula : C23H16CINsO3

Molecular Weight : 445,86 g.mol*

General Procedure 1 was applied using (9H-fluoren-9-yl)methyl

expected product.

Aspect Red powder

(2-

hydroxyphenyl)carbamate (79 mg, 0,24 mmol, 1 eq) and dichlorotetrazine (40 mg, 2,26
mmol, 1,1 eq). The mixture was stirred at room temperature for 3 hours and a half. The

crude product was purified by flash chromatography (eluent : DCM/PE 90/10), leading to the

1H NMR (300 MHz, CDCI3) & 8,10 (br d, 1H, J = 7,9 Hz, g), 7,76 (br s, 1H, r), 7,71

(d, 2H, J =7,4 Hz, p), 7,53 (d, 2H, J = 7,7 Hz, m), 7,28-7,22 (m, 4H, m, n et f), 7,17-7,12 (m, 2H,
eetd), 4,53 (d, 2H, J = 7,0 Hz, j), 4,25 (t, 1H, J = 7,0 Hz, k)

13C NMR (300 MHz, CDCI3) 6 162,2 (b), 160,6 (a), 152,7 (i), 142,8 (I), 141,6 (c), 141,5

Yield 65%
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(q), 128,4 (h), 128,2 (0), 127,3 (n), 126,9 (f), 125,6 (d), 125,0 (m), 122,2 (e),122,1 (f), 120,3
(p), 71,1 (j), 46,7 (k)
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RESUME

Les canalopathies représentent une famille de pathologies d'origines génétiques diverses touchant de
nombreux organes. Il s'agit principalement de maladies d'origines génétiques dont les traitements sont
uniquement symptomatiques. Pouvant toucher, le systéme nerveux, le systeme musculaire, le systéeme
respiratoire ou encore le systeme endocrinien, ces pathologies présentent des expressions phénotypiques
variées rendant leur diagnostic complexe et pouvant entrainer des retards de prise en charge. De
nombreuses approches thérapeutiques ont pu étre développées pour subvenir au besoin des patients
touchés par ces troubles, cependant de nombreux projets de recherches sont en cours pour mieux
comprendre et traiter ces maladies. Nous nous proposons donc dans un premier temps de passer en
revue les canalopathies, ainsi que leurs thérapeutiques actuelles et futures.

Parmi les nombreuses approches développées, celle du remplacement des canaux ioniques par de petites
molécules pouvant assurer la fonction des protéines mutées est prometteuse. Cette stratégie
thérapeutique présente des avantages importants mais également un certain nombre de défis a
surmonter pour permettre le développement de thérapeutiques innovantes et slres pour les patients. Il
s'agit de I'approche que nous avons pu développer. Dans ce travail, nous présenterons également les
travaux expérimentaux nous ayant permis de réaliser la synthése de composés capable de piéger les
anions et de démontrer les mécanismes de complexation des ions a ceux-ci.
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