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Sondes fluorescentes vinyl-triphénylamines optimisées pour la microscopie
biphotonique :

Etude des interactions non covalentes avec I’ADN ou la HSA et application a I'imagerie cellulaire.

Mots-clés : triphénylamine; fluorescence; microscopie biphotonique; ADN; HSA; interactions non
covalentes ; vectorisation cellulaire ; théranostique.

Résumé : L'avénement de la microscopie biphotonique et des techniques dites de « super-résolution » ont
permis d’améliorer les performances de la microscopie de fluorescence et de I'appliquer a l'imagerie
intravitale et a I'analyse des tissus biologiques. Ces techniques requierent néanmoins I’'emploi de sondes aux
propriétés optiques et biologiques optimisées.

Plusieurs séries de colorants cationiques basés sur le motif vinyl-triphénylamine (TP) ont été développés pour
le marquage d’ADN. Ces fluorophores rouges ou jaunes dont I'’émission de fluorescence est commutée par
I'interaction avec I’ADN sont des ligands de petit sillon de I'hélice B et possédent des sections efficaces
d’absorption a deux photons élevées.

Les TP marquent ’ADN du noyau des cellules fixées ou en apoptose avec une intensité et un contraste élevés.
Elles sont non-cytotoxiques, photostables et sont perméables a la membrane cellulaire. L'optimisation des
propriétés a permis d’obtenir la TP-2Bzim, qui posséde une brillance biphotonique parmi les plus élevées
rapportées dans la littérature pour des molécules de faible poids moléculaire (383 GM) et permet une
détection en microscopie biphotonique a basse concentration et a faible puissance d’excitation. En cellules
vivantes, les TP sont localisées dans les mitochondries mais, sous excitation mono- ou bi-photonique constante,
elles déclenchent I'apoptose de la cellule et se relocalisent dans le noyau. Le phénomeéne peut étre imagé par
fluorescence, et les TP pourraient donc étre employées comme photosensibilisateurs théranostiques.

Enfin, une stratégie de synthése pour fonctionnaliser la TP-2Bzim a été développée. Elle a ainsi pu étre couplée
a des oligonucléotides et a un PNA pour la détection d’hybridation par fluorescence et a I'acide folique et a la
spermidine pour le ciblage de cellules cancéreuses.

Vinyl-triphenylamine dyes optimized for two-photon microscopy:
Non covalent interactions with DNA or HSA and cellular imaging

Keywords: triphenylamine; fluorescence; two-photon microscopy; DNA; HSA; non covalent interactions;
cellular targeting; theranostics.

Summary: Significant advances were made in the field of in vivo fluorescence imaging thanks to the recent
development of biphotonic microscopy and super-resolution techniques, rendering intravital imaging and
biological tissues analysis possible. Those techniques however require the use of new probes with optimized
optical and biological properties.

Several series of cationic dyes for DNA staining were developed based on the vinyl-triphenylamine (TP)
scaffold. Those new switchable yellow or red fluorophores bind in the minor-groove of DNA and display high
two-photon absorption cross-sections. Two anionic derivatives were also designed for staining HSA.

In fixed or apoptotic cells, the cationic dyes stain nuclear DNA with a high brightness and contrast. They are
non-cytotoxic, photostable and cell permeant. The molecule with the most optimized properties, TP-2Bzim, has
one of the highest two-photon brightness to date (383 GM in DNA), allowing sensible detection in biphotonic
microscopy at low concentration and excitation power. In live cells, the dyes are localized in the mitochondria,
but it appears that upon constant mono- or bi-photonic excitation they trigger cell apoptosis within a few
minutes and are released in the nucleus. Since the phenomenon can be imaged by fluorescence microscopy,
the TP dyes could thus be used as photosensitizers for theranostics.

A synthetic pathway was also developed to functionalize the TP-2Bzim. It was then coupled by “click-
chemistry” to short oligonucleotides or PNA sequences for fluorescence in situ hybridization, and to folic acid
and spermidine for cancer cells targeting.
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Récapitulatif des principales structures étudiées.
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Tableau récapitulatif des propriétés optiques.

Aaps €t Agpy : longueurs d’ondes maximales d’absorption et d’émission, € : coefficient d’absorption molaire a A, AA déplacement de Stokes, @, : rendement quantique de

fluorescence, 1 : temps de vie de fluorescence, A,p, : longueur d’onde maximale d’absorption a deux photons, 6 : section efficace d’absorption a deux photons,
®Mesures effectuées dans ’ADN de hareng au lieu du drewAT.
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PREAMBULE

Ce travail de these, effectué au sein de 'lUMR176 a I'institut Curie sous la direction de Florence Mahuteau-
Betzer et Marie-Paule Teulade-Fichou, porte sur le développement de marqueurs moléculaires pour la
microscopie de fluorescence excitée a deux photons. La fluorescence est une technique d’imagerie peu
invasive qui possede de nombreux avantages parmi lesquels :

e Une résolution élevée (de I'ordre de 200 uM).

e Une variabilité de I'émission de fluorescence en fonction de I'environnement qui permet de retirer
des informations a la fois structurales et fonctionnelles.

e Une grande sensibilité de détection.

L'utilisation d’une source excitatrice infrarouge tirant avantage des propriétés d’absorption non linéaire des
fluorophores a donné naissance a la microscopie biphotonique dans les années 1990 et a rendu possible
I'imagerie en profondeur dans les échantillons biologiques en évitant I'absorption et la diffraction de la lumiere
incidente par les tissus. Cette technique est encore en plein essor notamment pour le développement de
I'imagerie intravitale sur le petit animal mais nécessite de disposer de sondes aux propriétés d’absorption non
linéaire optimisées. C’'est donc I'objectif de cette thése de développer une famille de fluorophores regroupant
toutes les propriétés optiques et pharmacochimiques nécessaires pour améliorer I'offre de marqueurs existant
pour I'imagerie biphotonique. Elle fait suite a deux théses de chimie et une de physique, qui ont permis de
mettre au point plusieurs séries de marqueurs d’ADN basés sur le noyau triphénylamine et aux propriétés
d’absorption a deux photons optimisées. Ces travaux a l'interface entre la chimie, la physique et la biologie ont
été effectués en collaboration avec I'équipe de nanophotonique de Fabrice Charra et Céline Fiorini au CEA et
avec I’équipe de Patrick Tauc et Eric Deprez a l'institut d’Alembert de I’'ENS Cachan.

La famille de molécules discutée dans ce travail est basée sur un squelette triphénylamine substitué par
deux ou trois groupements accepteurs conjugués par un lien vinylique et sur ses variations structurales (Figure
1). Un résumé des principales structures étudiées ainsi qu’un tableau récapitulatif de leurs propriétés optiques

sont disponibles en début de manuscrit pour faciliter la lecture.
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Ceeur triphénylamine ou N-phénylcarbazole A
Lien vinylique ou oxazole assurant la conjugaison électronique

Accepteur électronique
Figure 1. Structure générale des marqueurs étudiés.

Les molécules seront nommées en fonction de la nature du cceur ainsi que du nombre et de la nature des
accepteurs. Ainsi la triphénylamine substituée par deux accepteurs pyridinium portés par un lien vinylique sera
notée TP-2Py et celle portant trois accepteurs pyridinium TP-3Py. Le remplacement du coeur triphénylamine
par un N-phénylcarbazole donnera la notation Cbz-2Py et Cbz-3Py. La liaison entre le cceur et les accepteurs
sera par défaut un vinyle et ne sera pas indiquée sauf dans les quelques cas ou le vinyle est remplacé par un
oxazole. Ainsi la TP-20x5Py fera référence a la triphénylamine portant deux accepteurs pyridinium, la liaison
étant assurée par un cycle oxazole. Le chiffre 5 indique la position de la pyridine sur le cycle oxazole (voir aussi
le récapitulatif des structures).

Dans le cas des marqueurs cationiques, les intermédiaires neutres seront notés selon la méme
nomenclature avec un n indiquant qu’il s’agit des composés non chargés. Par exemple, le précurseur de la TP-
2Py avant la méthylation des groupements pyridine sera noté TPn-2Py.

Les molécules pourront aussi étre regroupées par famille. Ainsi, la mention TP-Py fera référence a la TP-2Py
et a la TP-3Py. La série TP regroupe tous les marqueurs vinyl-triphénylamines cationiques et la série Cbz tous
les marqueurs possédant un coeur N-phénylcarbazole. Les différentes familles ou séries sont indiquées sur
I’encart résumant les principales structures étudiées.

Aprés une introduction sur la fluorescence et les sondes moléculaires pour la microscopie mono- et bi-
photonique, le premier chapitre de la thése sera consacré a I’étude approfondie de linteraction des
fluorophores de la famille triphénylamine et de leurs dérivés avec I'ADN a l'‘aide de techniques
spectroscopiques. Deux nouveaux analogues anioniques pour le marquage non covalent de I'albumine seront
également discutés. Aprées cette premiere étude en cuve, le Chapitre 2 traitera de I'application des molécules a
la microscopie biphotonique. Enfin, le troisieme et dernier chapitre sera consacré a la fonctionnalisation des
marqueurs triphénylamines pour permettre le couplage covalent a des oligonucléotides ou bien le ciblage
cellulaire.

L'emploi de la langue francgaise a été privilégié autant que possible ; lorsque I'usage de termes anglais s’est

révélé nécessaire, ceux-ci ont été notés en italique. Une attention toute particuliere a également été portée a
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la correction orthographique et grammaticale, il est malheureusement inévitable que certaines erreurs

subsistent et je m’en excuse tout en vous souhaitant une bonne lecture.



Liste des abréviations

ADN : acide déoxyribonucléique

i:ssDNA : single-stranded DNA, ADN simple brin
dsDNA: double-stranded DNA, ADN double brin

ARN : acide ribonucléique

BSA : bovine serum albumine, albumine du sérum bovin
DBU : 1,8-diazabicycloundec-7-ene

DCC : N,N'-dicyclohexylcarbodiimide

DMAP : diméthylaminopyridine

DMF : N,N-diméthylformamide

FISH : fluorescence in situ Hybridization

LISTE DES ABREVIATIONS

FLIM : fluorescence lifetime imaging, imagerie par temps de vie de fluorescence

G4 : ADN quadruplex

HPLC : High performance liquid chromatography, chromatographie liquide haute performance

HSA : human serum albumine, albumine du sérum humain

IBX : acide 2-iodoxybenzoique

IRM : imagerie par résonance magnétique nucléaire

LC-MS : chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse

MS : spectrométrie de masse
PBS : phosphate buffer saline, tampon phosphate salin
PEG : polyéthylene glycol

i:TEG : tetraéthylene glycol
TriEG : triéthyléne glycol

THF : tétrahydrofurane
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Introduction - A. Microscopie(s) de fluorescence

A. MICROSCOPIE(S) DE FLUORESCENCE

La fluorescence fait partie des différents phénomenes de photoluminescence durant lesquels une molécule
absorbe un photon pour en réémettre un autre. La fluorescence implique le passage de la molécule dans un
état excité lors de I'absorption du photon, suivi d’'une désexcitation par émission d’'un photon d’énergie
inférieure en raison des dissipations d’énergie (Figure 2). D’autres phénomenes de luminescence existent, qui
different par leur mode d’excitation (électrique, thermique, chimique, biologique...), mais I’émission peut en

général se ramener a la phosphorescence ou a la fluorescence.

Ground state Excited state Ground state

Excitation

b

Emission

Figure 2. Schéma de principe de la fluorescence a partir du modéle atomique de Bohr.
Image tirée de la réf. [1].

Les molécules possédant des propriétés de fluorescence sont appelées fluorophores ou fluorochromes.

I. Lafluorescence moléculaire

1. Historique
Les phénomeénes de luminescence sont connus depuis I'antiquité puisqu’on les retrouve dans certains
phénomeénes naturels (vers luisants). La premiére mention du phénomene de fluorescence remonte a 1565

avec I'’émission d’une infusion de bois, c’est néanmoins a Stokes que I'on attribue I'introduction du terme de

fluorescence en 1853. Il avait alors observé qu’une solution de sulfate de quinine sous illumination UV émettait

12



Introduction - A. Microscopie(s) de fluorescence

une lumiére de longueur d’onde supérieure. Le changement de longueur d’onde entre la lumiére incidente et la
lumiere émise est d’ailleurs appelé déplacement de Stokes.

Les propriétés d’émission d’un fluorophore sont sensibles a son environnement, et la fluorescence est donc
largement employée en chimie analytique pour sonder les propriétés d’'un milieu (pH, polarité) ou observer des
interactions moléculaires. Elle bénéficie de nombreux avantages, notamment une sensibilité élevée
permettant de détecter des analytes en faible concentration (jusqu’au nano voire picomolaire), un temps de
réponse rapide (nanoseconde), une bonne résolution spatiale (100 — 500 nm) et une grande polyvalence

d’application [2].

2. Aspects théoriques

a. Diagramme de Jablonski

Le phénomene de fluorescence peut étre schématisé par le diagramme de Jablonski qui résume les

différents phénomeénes mis en jeu lors de I'absorption d’un photon par une molécule (Figure 3).

K Sn E= (1) Absorption (107° s)
2) (2) Conversion interne (104 —1015s)
S, IT—— (5) (3) Fluorescence (10° -107s)
_l,_ 1 Y
—1‘— (4) v Désexcitation non radiative

Tl X T (5) vnv Conversion intersystéme (10722 - 10 s)

(1) (6) Phosphorescence (103 —10?s)

(6)

1

Figure 3. Diagramme de Jablonski d’une molécule.
Les différents phénomenes sont indiqués avec leur temps caractéristique. L’état de spin est indiqué a coté de
chaque niveau d’'énergie

Lorsqu’une molécule a I’état fondamental singulet (spin total nul) S, interagit avec la lumiére, elle absorbe
un photon d’énergie et passe dans |'état excité S,. L’absorption est le résultat de I'interaction entre le champ
électromagnétique incident et les électrons de la molécule. Elle n’a lieu que si I'énergie du rayonnement
correspond a I'énergie entre deux niveaux d’énergie de la molécule. Si I'énergie est plus élevée, une partie de
I’énergie est transformée en énergie de vibration et de rotation. La molécule peut également absorber a partir
d’un niveau vibrationnel supérieur de I'état So. L'ensemble de ces transitions constitue le spectre d’absorption
de la molécule. Plus la molécule dispose de niveaux vibrationnels rapprochés, plus ce spectre sera large car les
transitions vers des niveaux vibrationnels supérieurs seront favorisées. Lorsque la molécule est excitée dans un
niveau vibrationnel supérieur de I'état S, elle se désexcite rapidement jusqu’au niveau vibrationnel le plus bas
par conversion interne. L’énergie correspondante est alors dissipée sous forme de chaleur. Plusieurs transitions
étant possible en absorption, la molécule peut également passer a un niveau S,.. Dans la plupart des cas elle va,

la encore, se désexciter par conversion interne vers le niveau S;.
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Les phénomenes d’absorption et de conversion interne étant trés rapide, une molécule excitée se retrouve
presque instantanément au niveau d’énergie vibrationnel le plus bas de I'état S; quelle que soit la transition de
départ. Le temps de vie de I'état excité est de I'ordre de la nanoseconde et la molécule peut ensuite se
désexciter vers I'état Sy de plusieurs manieres. Elle peut émettre un photon, on parlera alors de fluorescence,
ou bien se désexciter de maniére non radiative. Elle peut également opérer une conversion intersystéeme avec
changement d’état de spin pour passer a I'état triplet (spin total égal a 1) T,. Ces transitions sont interdites du
fait de ce changement de spin et sont donc peu probables ; elles sont favorisées lorsque le temps de vie de
I'état S, est élevé. De I'état triplet la molécule peut revenir a I'état singulet et fluorescer, on parlera alors de
fluorescence retardée, ou bien se désexciter par phosphorescence de I'état triplet T, a I’état singulet S,. Les
transitions T,—S, étant interdites, la cinétique est beaucoup plus lente et le temps caractéristique de la
phosphorescence est de I'ordre de la milliseconde et peut aller jusqu’a plusieurs secondes. La désexcitation par
fluorescence a lieu vers les différents états vibrationnels du niveau S, et comme pour I'absorption, plus ces

états vibrationnels seront proches, plus le spectre d’émission de la molécule sera large.
b. Grandeurs caractéristiques

. o . . -1 -1
Coefficient d’absorption molaire £ (mol.L".cm™) :
Caractérise la force de I'absorption linéaire d’'un composé. C'est une caractéristique intrinséque d’un composé
dans un milieu donné. Il obéit a la loi de Beer-Lambert : A = €lc, ou A est I'absorbance, 1 la longueur de la cuve

et c la concentration du composé.

Temps de vie de fluorescence 7 (s) :

Temps moyen de résidence d’'un électron dans I'état excité avant le retour a I'état fondamental. La
dépopulation du niveau excité par les processus radiatifs et non radiatifs suit une loi exponentielle dont t est le
temps caractéristique et le déclin de fluorescence peut s’écrire :

1
kr+Kknr

-t
I(t) =ler out=
Ou k; est la constante de désexcitation radiative et kyr la constante de désexcitation non radiative.

Dans le cas de phénoménes complexes ou une molécule peut adopter plusieurs conformations dans I'état

excité, ce déclin peut étre polyexponentiel.

Rendement quantique @, :
Le rendement quantique est le rapport entre le nombre de photons émis et le nombre de photons absorbés et
représente donc la proportion prise par les phénomeénes radiatifs dans la désexcitation de la molécule. Il

quantifie I'intensité de I’émission d’un fluorophore. On peut écrire :
Ky

$r = K, + k.

La mesure de ®@et T permet de connaitre k, et k,,.

Déplacement de Stokes :
Différence entre les longueurs d’onde d’absorption et d’émission. Généralement exprimé en nombre d’onde

-1, . . , . , \ . ,
(cm™), il sera pour des raisons de clarté exprimé en nanometre dans ce manuscrit et noté AA.
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3. Facteurs influengant la fluorescence

a. Structure moléculaire

Les chromophores sont pour la plupart des molécules aromatiques conjuguées, et de maniere générale,
I’extension de la conjugaison 1 entraine un déplacement de I'absorption et de I’'émission vers le rouge ainsi
gu’une augmentation du rendement quantique. Dans de tels systémes, la transition de plus basse énergie
(HOMO-LUMO)1 est la transition m—m* qui se caractérise par un coefficient d’absorption important et un
rendement quantique souvent élevé. Dans le cas des hétérocycles aromatiques qui possedent donc un doublet
non liant impliqué dans le systeme m, la transition la plus basse est la transition n—m* qui se caractérise elle par
un coefficient d’absorption faible et une durée de vie radiative plus élevée de I'ordre de 10° s. Dans ce cas, la
fluorescence n’entre pas en compétition avec les phénomenes de désexcitation non radiatifs, plus rapides, et le
rendement quantique est faible. C'est le cas des composés de type pyridine ou acridine qui sont peu
fluorescents. Cependant, la capacité a former des liaisons hydrogénes dans les solvants protiques peut modifier
la HOMO qui devient I'orbitale m et la transition la plus basse est alors la m—n*, ce qui augmente fortement le
rendement quantique de tels composés. Ces quelques régles sont également a tempérer par I'importance des
effets des substituants sur les propriétés optiques des cycles ou hétérocycles aromatiques, et de nombreux
colorants tres fluorescents sont hétérocycliques comme les coumarines, les rhodamines ou la fluorescéine. La
présence d’un atome lourd (Br, 1) est connue pour favoriser la conversion intersysteme et donc inhiber la

fluorescence (effet d’atome lourd interne).
b. Polarité

Le solvant et notamment sa polarité ont une grande influence sur les propriétés d’émission d’un
fluorochrome car il peut modifier les niveaux d’énergie de la molécule. L'influence de la polarité du solvant est
extrémement visible dans le cas de molécules qui subissent un transfert de charge intramoléculaire durant
I’excitation. Dans ces molécules qui sont souvent du type donneur-accepteur conjugué les orbitales HOMO et
LUMO sont distantes et lors du passage a I'état excité, le transfert d’un électron entraine une variation du
moment dipolaire qui est souvent plus élevé dans I'état excité que dans I’état fondamental. Dans le cas d’un
milieu polaire, I'état excité n’est alors plus en équilibre avec le solvant. Il s'opére donc une réorganisation des
molécules du solvant autour du fluorophore excité qui atteint un état de transfert de charge intramoléculaire
(Intramolecular Charge Transfert, ICT) stabilisé (Figure 4). La vitesse de ce phénoméne dépend de la viscosité
du solvant mais est de I'ordre de 10™s, donc plus rapide que la fluorescence. Plus le temps de vie de
fluorescence d’une molécule est élevé, plus I’émission aura lieu a partir de I'état excité relaxé. La stabilisation
et donc le déplacement bathochrome de la longueur d’onde d’émission qui lui est associé augmentent avec la
polarité du solvant. Les fluorophores dont les propriétés sont particulierement sensibles a la polarité peuvent

étre utilisés comme sondes de polarité.

'Homo : Higher Occupied Molecular Orbital, LUMO : Lower Unoccupied Molecular Orbital
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Figure 4. Effet de stabilisation du solvant sur I’état excité.
D’aprés www.olympusmicro.com.

L’état fondamental est en général plan car cela favorise la conjugaison électronique et |'état excité I'est
donc aussi, mais pour certaines molécules, I'état ICT s’accompagne d’une rotation autour des liaisons pour
former ce que I'on appelle un état TICT (Twisted Intramolecular Charge Transfer). Ces molécules seront plus
sensibles a la viscosité du milieu puisque la formation de I'état relaxé pourra étre défavorisée par I'inhibition
des rotations moléculaires, et pourront donner des spectres d’émission duals en émettant a la fois a partir de

I’état excité et de I'état TICT.
c. Processus intermoléculaires

Des réactions chimiques et des transferts d’énergie intermoléculaires peuvent se produire dans I'état excité
et modifier les propriétés de fluorescence d’un composé. La plupart du temps, ces processus sont en
compétition avec la désexcitation radiative et donc éteignent le signal de fluorescence. La durée de vie de
fluorescence est ici capitale puisque pour entrer en compétition avec la fluorescence, les processus d’inhibition
(quenching) doivent avoir un temps caractéristique plus faible. On distinguera les processus de quenching
statique, lorsque I'inhibiteur est en excés et donc en contact avec le fluorophore et de quenching dynamique
lorsque I'inhibiteur n’est pas en exces. Dans ce dernier cas, le phénomene est contrdlé par la diffusion et les
deux partenaires doivent pouvoir se rencontrer pendant la durée de vie de I'état excité.

e Transfert d’électrons photoinduit (PET) : Les propriétés oxydante ou réductrice d’'une molécule
peuvent étre exaltées a I'état excité, et le PET est souvent responsable de I'inhibition de fluores-
cence. Les guanines par exemple sont des bases de ’ADN riches en électrons et sont connues pour
inhiber la fluorescence par ce mécanisme [3].

e Transfert de proton photoinduit : Le pH peut avoir une influence sur la fluorescence en modifiant
I’état fondamental. Il peut aussi agir sur I'état excité, les propriétés acido-basiques d’'une molécule
étant alors modifiées. Ces phénomenes tres étudiés sont a I'origine des sondes de pH [4,5].

e Transfert d’énergie radiatif : Le transfert d’énergie radiatif implique I’émission d’un photon par le

donneur qui est ensuite réabsorbé par un accepteur en cas de recouvrement spectral des deux
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partenaires. Il entraine un effet de filtre ou d’écran qui diminue l'intensité de la fluorescence
émise. Une molécule peut aussi s’écranter elle-méme.

e Transfert d’énergie non radiatif : Il se produit sans émission de photons par le donneur, mais im-
plique aussi le recouvrement des spectres d’émission du donneur et d’absorption de |’accepteur
pour permettre un couplage des transitions électroniques entre les deux molécules. On parlera
alors de transfert résonant. Il peut étre la conséquence de diverses interactions et notamment du
recouvrement des orbitales moléculaires, mais le cas le plus étudié, décrit par Forster, implique
des interactions dipolaires. Le FRET (Férster Resonant Energy Transfert) est trés utilisé en imagerie
pour étudier les interactions entre molécules et notamment les distances et les interactions inter-
moléculaires puisque le rendement de FRET diminue en 1/r6 et n’a lieu que pour une distance in-

termoléculaire (r) de 'ordre de 15 a 60 A.
Il. Absorption a deux photons
1. Principe
L’absorption a deux photons est le passage d’'une molécule de I'état fondamental Sy a un état excité S, par

absorption simultanée de deux photons de méme énergie en passant par un niveau électronique virtuel (Figure

5).

S ===

(1) — Absorption a deux photons

(2) Conversion interne

Fluorescence

|
Figure 5. Absorption a deux photons

Le phénomene non linéaire d’absorption a deux photons a d’abord été décrit de fagcon théorique par Maria
Goppert-Mayer en 1931 et a été mis en évidence expérimentalement dans les années 1961 avec I'apparition
des premiers lasers. Maria Goppert-Mayer a obtenu pour ses travaux le prix Nobel de physique en 1963 et a
donné son nom a l'unité de la section efficace d’absorption a deux photons (8). Cette derniére par analogie
avec le coefficient d’absorption molaire € caractérise la force de I’absorption biphotonique. Elle s’exprime donc
en Goppert-Mayer (GM) : 1 GM = 10™° cm4.s.photon'1. Contrairement a I'absorption monophotonique qui
augmente linéairement avec l'intensité incidente, I"absorption biphotonique faisant intervenir deux photons
est proportionnelle au carré de I'intensité incidente. On parle d’absorption non linéaire.

Si les transitions a un et deux photons sont les mémes, la longueur d’onde d’absorption a deux photons

sera deux fois la longueur d’onde d’absorption linéaire mais le passage par un état de transition intermédiaire

17



Introduction - A. Microscopie(s) de fluorescence

peut modifier les regles de sélection. Ainsi pour toutes les molécules centrosymétriques, les transitions a un
photon sont toujours interdites a deux photons et réciproquement [6]. Cependant, méme si les absorptions a
un et deux photons peuvent ne pas amener la molécule au méme état excité, les phénomenes de conversion

interne font que les spectres de fluorescence excitée a un et deux photons sont en général les mémes.
2. Caractéristiques de I’absorption biphotonique

L’absorption a deux photons requiert I'interaction quasi-simultanée (10'18 s) de deux photons. La probabilité
d’un tel phénomene est faible et nécessite donc une densité de photons importante. En pratique, I'excitation
biphotonique s’effectue a 'aide de lasers pulsés fournissant une intensité locale élevée tout en permettant de
conserver une puissance moyenne acceptable pour I'échantillon. En conséquence de la dépendance
quadratique du phénomene et de la focalisation du laser, I'absorption biphotonique diminue avec la puissance
quatrieme de la distance le long de I'axe optique a partir du point focal [7]. L'intérét majeur de I'absorption non
linéaire, dont tirent parti nombres de ses applications, est donc le confinement spatial de I'excitation au point

focal avec un volume d’analyse de I'ordre du femtolitre (Figure 6).

Excitation
monophotonique
543 nm

Figure 6. Solution de Safranin O excitée par un laser continu vert (543 nm, excitation monophotonique) et par un laser
pulsé infrarouge (1046 nm, excitation biphotonique).
Image adaptée de la réf. [7].

lll.  Microscopie de fluorescence

Pour les raisons invoquées au paragraphe 1.1, et notamment pour sa sensibilité et sa résolution élevée, la
fluorescence est devenue une technique incontournable en imagerie cellulaire par microscopie. Plus
récemment elle a également été utilisée pour I'imagerie de tissus biologiques ou du petit animal et pour guider
des opérations chirurgicales. Si la microscopie de fluorescence permet la détection d’éléments structuraux et
de phénomeénes dynamiques indiscernables en microscopie optique classique, elle nécessite le marquage
préalable de I’échantillon par des colorants fluorescents, méme si elle peut également exploiter les propriétés

d’autofluorescence de molécules endogénes.
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Figure 7. Spectre électromagnétique.

Le parametre détectable principal est bien sir l'intensité du signal émis par le fluorophore dans la gamme
visible du spectre électromagnétique mais il est également possible de mesurer les temps de vie de
fluorescence (Fluorescence Lifetime IMaging, FLIM) ou I'anisotropie de fluorescence (non discutée ici). D’autres
méthodes d’imagerie existent qui exploitent d’autres régions de longueurs d’ondes (imagerie infrarouge, rayon
X, scintigraphie par rayon gamma) (Figure 7), ou bien des émissions de particules comme la TEP (tomographie
par émission de positrons). Des techniques non optiques existent aussi, comme la microscopie électronique, ou

I’échographie qui exploite les ondes acoustiques.
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Figure 8. Représentation schématique des microscopes a épifluorescence (wide field, A), confocal (B) et biphotonique (C).
Image tirée de la réf. [1].
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Il existe trois techniques de microscopie de fluorescence qui different par I'instrumentation : la microscopie
d’épifluorescence (dite a champ large), la microscopie confocale et la microscopie biphotonique (Figure 8). Des
techniques dérivées comme le FLIM peuvent étre mises en ceuvre a partir des mémes montages

expérimentaux.

1. Microscopie d’épifluorescence

Un montage de microscopie de fluorescence doit permettre de détecter I'émission de fluorescence de
I’échantillon en s’affranchissant totalement de la lumiére incidente. Le premier microscope développé est le
microscope a épifluorescence (Figure 8A). Il est basé sur un miroir dichroique qui permet d’envoyer la lumiere
incidente sur I"échantillon et de ne laisser passer dans |'autre sens que la fluorescence émise. La source
lumineuse utilisée est une lampe, le plus souvent au mercure, et la longueur d’onde d’excitation souhaitée est
sélectionnée a I'aide d’un filtre. L’échantillon est alors éclairé sur une large surface, et le signal émis est
également filtré avant d’étre envoyé vers un récepteur qui est en général une caméra CCD. Cette technique
permet donc de visualiser de vraies couleurs. Le principal défaut de la microscopie d’épifluorescence est que la
fluorescence émise en dehors du plan focal va étre récoltée également. Méme si le bruit de fond peut étre
partiellement supprimé par un traitement informatique de I'image, I'épifluorescence n’est véritablement

résolue qu’a deux dimensions dans le plan xy.

2. Microscopie confocale

La microscopie confocale (Figure 8B) a été mise au point pour contourner la limitation de la microscopie par
épifluorescence. Dans ce montage, la source laser est focalisée sur un point et I'image est obtenue en scannant
I’échantillon point par point d’ou I'appellation Laser Scanning Confocal Microscopy (LSCM). Un pinhole installé
devant le récepteur permet par ailleurs de ne récolter que la lumiére émise a partir du plan focal. La
microscopie confocale est ainsi résolue dans les trois dimensions de I'espace et permet par des coupes
successives de réaliser des reconstructions d’images en 3D. Plus le pinhole est fermé, moins la lumiére parasite
est récoltée, mais I'intensité du signal sera d’autant plus faible. Le détecteur en microscopie confocale est donc
un photomultiplicateur qui compte les photons et amplifie le signal. Celui-ci est paramétré pour récolter le
signal sur une gamme spectrale définie par I'utilisateur, mais il ne distingue pas les longueurs d’ondes et les

images sont codées en niveau de gris ou en fausses couleurs.

3. Microscopie biphotonique

La microscopie biphotonique a été mise au point par Webb en 1990 [8]. Le dispositif est sensiblement
identique au confocal (Figure 8C) et les deux techniques sont réalisées sur les mémes montages. La microscopie
biphotonique utilise une source d’excitation laser infrarouge pulsée qui permet d’exciter I’échantillon a deux
photons. Comme nous I'avons vu au paragraphe 11.2, le volume d’excitation est alors tres faible et I'utilisation
d’'un pinhole n’est plus nécessaire puisque la fluorescence n’est émise qu’au point focal du laser. La

microscopie biphotonique permet d’avoir une meilleure résolution en z méme sans dispositif confocal mais son

20



Introduction - A. Microscopie(s) de fluorescence

principal intérét réside dans I'utilisation d’une source infrarouge pour exciter I’échantillon. L’obstacle principal
au développement de la microscopie de fluorescence sur I’'animal a pendant longtemps été la dispersion de la
lumiére visible, due a I'absorption et a la diffraction par les tissus biologiques, qui ne permet pas une
pénétration suffisante de la lumiére incidente dans I’échantillon. Néanmoins si I'on regarde I'absorption des
tissus biologiques, il existe entre 700 et 1000 nm une fenétre de relative transparence et I'utilisation d’une

source lumineuse infrarouge permet une excitation en profondeur dans les échantillons (Figure 9) [9].
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Figure 9. Absorption des tissus biologiques avec la fenétre de transparence entre 700 et 1400 nm.
Hémoglobine (Hb), oxyhémoglobine (HbO,), eau (H,0) et mélanine.

C'est le développement de la microscopie biphotonique qui a permis d’appliquer la microscopie de
fluorescence a I'imagerie intravitale’ [10].

La microscopie biphotonique présente également I'avantage d’utiliser un rayonnement incident moins
énergétique qui cause donc potentiellement moins de dommage a I’échantillon. A 'opposé du spectre visible,
la lumiere UV est connue pour étre trés nocive, entrainant notamment des dommages a I’ADN.

La faible probabilité du phénoméne d’absorption biphotonique nécessite une trés forte puissance laser
pour exciter les fluorophores classiques, qui possédent des sections efficaces d’absorption faibles. Méme avec
un rayonnement de plus faible énergie, une puissance trop élevée peut causer des dommages thermiques a
I’échantillon et il est donc nécessaire de disposer de fluorophores optimisés pour la microscopie biphotonique,

c'est-a-dire ayant des sections efficaces d’absorption a deux photons élevées.
4. Résolution

La résolution est la distance minimale entre deux points en deca de laquelle ils ne peuvent plus étre
distingués. Abbe a observé en 1873 qu’une lumiere focalisée donnait, en raison de la diffraction de la lumiére,
un point flou dont la taille impose une limite de résolution intrinseque a la microscopie de fluorescence (Figure

10). La résolution latérale dans le plan xy est donnée par I'expression d = A/2NA ou A est la longueur d’onde de

2 . . . . . . SR T4 . . . . .
Microscopie intravitale : microscopie réalisée in situ sur le petit animal vivant.
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la lumiére incidente et NA I'ouverture numérique (Numeric Aperture) de I'objectif utilisé. Pour un objectif ayant
une ouverture de 1.4 (utilisé dans ces travaux) on obtient donc une résolution de 174 nm pour une excitation a
488 nm et une résolution de 286 nm pour une excitation biphotonique a 800 nm. La microscopie biphotonique
présente donc I'avantage d’une excitation localisée et d’'une meilleure pénétration dans les tissus mais elle a

une résolution inférieure.

Diffraction limit

Figure 10. Limite de résolution imposée par la diffraction de la lumiére.
Violet : figures de diffraction du faisceau incident (motifs d’Airy). Jaune et rouge : fluorescence.

La microscopie de fluorescence reste une méthode d’imagerie avec une résolution trés élevée (Tableau 1).
Les microscopies RX et électronique possédent des résolutions supérieures mais ne sont pas applicables a
I'imagerie in vivo.

Tableau 1. Résolution de différentes techniques d’imagerie.
TEP : tomographie par émission de positrons, IRM : imagerie par résonance magnétique.

Méthode d
TEP lcm
IRM 100 pm
Fluorescence 200 nm
Microscopie RX 30 nm

Microscopie électronique 0.08 nm

5. Microscopies de super-résolution

Pour augmenter la résolution de la microscopie optique, il est nécessaire de surmonter la barriere de la
diffraction de la lumiere. Un certain nombre de techniques ont été développées parmi lesquelles le STED
(STimulated Emission Depletion Microscopy) qui repose sur la modification de la distribution du signal émis par
un point (normalement une gaussienne) et le PALM (PhotoActivated Localization Microscopy) ou le STORM
(Stochastic Optical Reconsatruction Microscopy) qui permettent de reconstruire une image précise grace a la

localisation de molécules uniques [11]. Des résolutions de I'ordre de 50 nm ont ainsi pu étre atteintes.
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a. STimulated Emission Depletion microscopy (STED)

La microscopie STED repose sur l'utilisation de deux faisceaux laser incidents, le premier étant un laser
classique servant a exciter les fluorophores. La fluorescence sur la région extérieure du disque d’Airy (disque
central du motif de diffraction du spot laser, Cf. Figure 10) est ensuite inhibée par un deuxieme faisceau en
forme d’anneau. Ce deuxieme laser sert a provoquer la désexcitation de la molécule par émission stimulée.
L’émission stimulée étant émise uniquement dans la direction de la lumiéere incidente, le signal ainsi émis n’est
pas collecté et le volume d’excitation correspond a la soustraction des deux faisceaux avec donc un disque

d’Airy plus petit [12] (Figure 11).
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Figure 11. Schéma de principe de la microscopie STED.
PSF : Point-Spread Function, fonction de distribution du signal de fluorescence
Crédit image : Zeiss.

b. Localisation de fluorophores uniques

La deuxiéme famille de techniques permettant d’augmenter la résolution en microscopie (PALM et STORM
entre autres) repose sur la localisation de molécules uniques [13]. Ces techniques reposent sur la capacité a
éteindre et a allumer de fagon séquentielle les fluorophores. En effet, si deux fluorophores tres proches
émettent en méme temps, ils ne pourront pas étre distingués en raison de la limite de résolution. En revanche,
s’ils sont allumés I'un apres l'autre, il sera alors possible de déterminer leurs positions individuelles et de

reconstruire une image compléte ou les deux points sont séparés (Figure 12a).
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Figure 12. Principe de la microscopie de super résolution par localisation de molécules uniques.
a : allumage séquentiel des fluorophores permettant leur localisation individuelle. b : le passage de I'état allumé
(bright state) a I'état éteint (dark state) peut s’effectuer par photoactivation (photoswitching) réversible ou non
ou par des méthodes non photophysiques (non-photoswitching, interaction non covalente avec un ligand
fluorescent, réaction chimique).
Image tirée de la réf. [13].

La commutation des fluorophores entre deux états peut s’effectuer par photoactivation, les états peuvent
alors étre les niveaux Sy et S, qui sont les plus évidents ou bien Sy et T, ou encore d’autres états atteints par
des réactions a I'état excité (phénomeénes d’isomérisation par exemple), qui peuvent étre réversibles ou
irréversibles [14]. Plus rarement, elle peut s’effectuer par une réaction chimique ou par une interaction non
covalente qui active la fluorescence (Figure 12b). L’allumage et I'extinction des fluorophores se fait de maniere

aléatoire et il faut un grand nombre de cycles pour reconstruire une image, ce qui ralentit I'acquisition.

Les techniques de super résolution reposent sur I’extinction de certains fluorophores que ce soit de facon
localisée en STED ou de fagon aléatoire pour les techniques de PALM et de STORM. Les propriétés nécessaires
des fluorophores pour les microscopies super-résolues ont été amplement étudiées [13,15], et il ressort de ces
études que la seule caractéristique véritablement indispensable est la possibilité de détecter les fluorophores
individuellement. Les autres parametres importants sont : la capacité des fluorophores a commuter entre les
deux états, le nombre de photons émis pendant un cycle et le nombre de cycles qu’ils peuvent subir. lls doivent

donc étre trés brillants et photostables.

Conclusion

La microscopie de fluorescence est une technique d’imagerie structurelle et fonctionnelle largement
employée en biologie qui combine une excellente sensibilité avec une résolution élevée par rapport aux autres
techniques d’imagerie mais limitée par la diffraction. L'avenement de I'excitation biphotonique a permis
d’étendre la microscopie aux tissus biologiques épais et méme au petit animal, ouvrant une nouvelle voie a
I’'observation de phénomeénes dynamiques in vivo. Néanmoins la microscopie biphotonique nécessite la mise au
point de fluorophores spécifiques présentant des brillances non linéaires (et donc des sections efficaces
d’absorption a deux photons) élevées. Des techniques plus récentes développées dans les années 90
permettent également de surmonter la limite de résolution imposée par la diffraction mais nécessitent des
fluorophores tres brillants. Les propriétés d’absorption non linéaires ne sont pas ici indispensables méme si les

deux avantages peuvent étre combinés comme c’est le cas pour la microscopie STED excitée a deux photons
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[16]. Les fluorophores pour étre utilisables efficacement en microscopie de fluorescence in vivo doivent donc

satisfaire un certain nombre de propriétés optiques mais aussi physico-chimiques et biologiques :

Hydrosolubilité : Le premier critére pour une utilisation en milieu physiologique est une bonne so-
lubilité dans I'eau. Les molécules de faibles poids moléculaires et chargées seront donc privilégiées.
Toxicité : le fluorophore doit étre peu ou pas toxique pour ne pas perturber le fonctionnement de
la cellule marquée pendant la durée de I'observation.

Pénétration cellulaire : il doit pénétrer en cellules vivantes sans perméabilisation de membranes.
Brillance (ex®; ou 6x®;): Le coefficient molaire d’absorption (ou la section efficace d’absorption a
deux photons) et le rendement quantique doivent étre élevés pour assurer une bonne brillance.
Photostabilité : La photostabilité permet une manipulation plus facile des échantillons et
I’'observation dans le temps de phénoménes dynamiques.

Absorption (et émission) dans I'infrarouge : La fenétre de transparence des tissus est exploitable
par excitation biphotonique mais aussi monophotonique, si les molécules absorbent linéairement
dans le rouge ou I'IR. Pour pouvoir récolter le signal de fluorescence qui est aussi soumis a la dif-
fraction et a la diffusion dans les tissus, le fluorophore doit émettre a une longueur d’onde la plus

élevée possible.

Tous ces critéres représentent le fluorophore idéal et ne sont pas forcément indispensables en fonction de

I'utilisation souhaitée mais chague manquement réduira le champ d’application de la molécule. Nous allons

maintenant nous intéresser aux regles d’ingénierie moléculaire pour la mise au point de fluorophores

biphotoniques pour I'imagerie in vivo.
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B. INGENIERIE MOLECULAIRE :
DESIGN DE FLUOROPHORES BIPHOTONIQUES

De multiples marqueurs fluorescents existent pour la spectroscopie ou la microscopie de fluorescence [17],
certains spécifiques de structures biologiques particulieres et d’autres qui nécessitent une vectorisation.
Aucune molécule en revanche ne satisfait a tous les critéres requis pour la microscopie intravitale. Certains
manguements peuvent étre compensés par I'intégration des marqueurs dans des systemes moléculaires plus
complexes : I'encapsulation dans des micelles permet le transport de molécules non hydrosolubles et la
vectorisation améliore la spécificité des marqueurs et leur pénétration cellulaire. En revanche, la plupart des
fluorophores classiques ont une section efficace d’absorption de I'ordre de quelques GM seulement [18,19] et
émettent donc faiblement en fluorescence excitée a deux photons. Depuis 20 ans et l'introduction de la
microscopie biphotonique, la recherche s’est donc attachée a développer des molécules aux sections efficaces
d’absorption optimisées pour le développement de la microscopie sur les tissus biologiques ou I’animal.
Marder, Belfield, Blanchard-Desce, Nicoud et Bong Rae Cho entre autres ont, depuis plusieurs années,
contribué a alimenter le domaine, nous nous sommes concentré ici sur quelques travaux fondateurs et sur les

avancées les plus récentes, mais ne prétendons pas faire une bibliographie exhaustive du sujet.

I.  Relation structure activité

De nombreuses études ont été menées sur I'optimisation des propriétés d’absorption non linéaires [6] dont
il ressort que les systéemes aromatiques conjugués permettant un transfert de charge durant I'excitation sont
de bons absorbeurs a deux photons. Deux modeles structuraux sont en particulier ressortis : les structures

quadrupolaire et octupolaire.
1. Structure quadrupolaire

Marder, Perry, Webb et al. ont mis en évidence dans I'une des premiéres études de structure activité sur le
sujet que l'introduction de groupements donneurs (D) ou accepteurs (A) sur le trans-stilbene augmentait

considérablement sa section efficace d’absorption [20]. Apres avoir apporté une premiére optimisation avec le
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systeme D-mt-D, ils ont montré que I'ajout de groupements A ou D au milieu de la molécule pour former des
systemes centrosymétriques conjugués de types D-m-A-m-D ou A-mi-D-m-A permettait d’optimiser encore la
section efficace d’absorption (Figure 13). Des calculs de modélisation ont relié I'augmentation de la section
efficace d’absorption a un transfert de charge de la périphérie de la molécule vers son centre ou inversement
lors de I'absorption du premier photon qui entraine une augmentation du moment dipolaire de transition, lui-

méme corrélé a la section efficace d’absorption.
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§=12 GM (514 nm) D-r-D
& =210 GM (605 nm) D-n-A-m-D
& = 1940 GM (835 nm)

Figure 13. Quelques structures étudiées par Marder, Perry, Webb et al. [20].

Ce modele de deux dipdles couplés qui forment une structure quadrupolaire a servi de modéle a de nom-
breuses molécules possédant des sections efficaces d’absorption élevées (Figure 14) [6,21,22]. Blanchard-
Desce a montré sur des fluorophores basés sur un motif fluorene qu’il était possible de contréler finement les
propriétés de fluorescence excitée a deux photons en jouant sur les groupements donneurs [23]. De maniére
générale, la section efficace d’absorption augmente avec le caractére donneur ou accepteur des substituants

[24]. De méme I'extension de la conjugaison du systeme 1 permet d’augmenter la section efficace d’absorption

[25].
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Figure 14. Exemples de chromophores quadupolaires.
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2. Structure octupolaire

L’étude des propriétés non linéaires des systemes octupolaires initiée par Zyss et Ledoux [26] a provoqué
un fort intérét pour la mise au point de fluorophore biphotonique de par la section efficace améliorée qu’elle
confere aux molécules par rapport a leurs analogues dipolaire ou quadrupolaire [27]. Les études se sont

notamment portées sur les systémes de symétrie C; composés de trois dipdles couplés (Figure 15).

Figure 15. Structure générale d'un systeme octupolaire de symétrie C;.
D : groupement donneur, A : accepteur, Tt : systeme électronique 1 conjugué.

Les sections efficaces d’absorption a deux photons élevées des composés octupolaires de symétrie C; ont
été attribuées par Prasad a une coopération entre les branches qui augmente I'absorption biphotonique méme
si les trois branches ne sont pas électroniquement conjuguées : I'absorption a deux photons d’'un composé
octupolaire est supérieure a trois fois celle de la molécule dipolaire correspondante [28]. Comme pour les
quadrupoles, augmenter les caracteres attracteur ou donneur des substituants augmente la section efficace

d’absorption [29].
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Figure 16. Exemples de chromophores octupolaires.
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La triphénylamine (TP) est un motif riche en électron de symétrie C; et a donc été fréquemment utilisée
comme cceur donneur pour la construction de composés octupolaires. Blanchard-Desce et al. ont notamment
étudié les propriétés photophysiques de tels composés de fagcon approfondie [27,30] (Figure 16). Plus
récemment, Wang et al. ont publié une TP octupolaire glycosilée pour I'imagerie biphotonique avec une
section efficace de 1200 GM dans I'eau (Figure 16). Comme pour les composés quadrupolaires la modification
des groupements attracteurs branchés sur le coeur triphénylamine permet de contréler les propriétés de
fluorescence excitée a deux photons [23]. L'augmentation du caractere donneur du coeur améliore la section
efficace des composés et d’autres coeurs ont donc été utilisés, comme des trinaphtylamines [31] ou des
triazatruxenes [32] (Figure 16) méme si cette stratégie est plus complexe synthétiquement que la modification

des groupements attracteurs branchés sur le cceur TP.

Il. Sondes fluorescentes biphotoniques utilisées en microscopie

Quel que soit le modele retenu, les régles pour augmenter la section efficace d’'un composé sont les
mémes :

e Augmentation du transfert de charge lors de I'excitation par I'introduction de groupements conju-
gués aux caracteres donneur ou accepteur les plus élevés possibles.
e Extension du systéme n.

Ces régles a priori simples sont cependant contraignantes des lors que I'on cherche a développer des
marqueurs pour I'imagerie in vivo car elles menent en général a des structures aromatiques étendues peu
solubles en milieu aqueux. En synthétisant des dendrimeéres, il est méme possible d’obtenir des molécules avec
des sections efficaces de plusieurs milliers de GM [33], mais une telle stratégie est difficilement applicable pour
des molécules a visée biologique, méme s’il existe des méthodes comme I'encapsulation dans des micelles
[34,35] ou des nanoparticules pour contourner ces limitations. L'équipe de Kevin Belfield a par exemple
récemment mis au point des nanoparticules de silice fonctionnalisée par I'acide folique et encapsulant une
sonde fluorescente infrarouge excitable a deux photons insoluble dans I'eau pour I'imagerie ciblée de cellules
cancéreuses [36]. Un autre systéme plus simple composé d’une sonde de type squaraine encapsulée dans des
micelles a été utilisé en imagerie biphotonique [37] (Figure 17). L'intégration des sondes biphotoniques dans
ces systemes si elle permet de les solubiliser n’est pas sans conséquence sur leur propriétés optiques. Ainsi la
sonde squaraine développée par Belfield a une section efficace étonnamment élevée de 20 000 GM a 800 nm
dans le DMSO mais son rendement quantique chute drastiquement lorsqu’elle est incorporée dans une micelle,
passant de 0.11 dans le DMSO a 0.005, ce qui donne finalement une brillance moyenne de 100 GM, a supposer

que la section efficace d’absorption a deux photons ne soit pas également modifiée dans la micelle.
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Figure 17. Sondes fluorescentes développées par K. Belfield et intégrées dans des micelles ou des nanoparticules.
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De petites molécules organiques hydrosolubles et donc utilisable en I’état ont cependant été développées.

L’équipe de Bong-Rae Cho a notamment mis au point un grand nombre de sondes pour l'imagerie

biphotonique (Figure 18) parmi lesquelles on peut citer un marqueur de mitochondries basé sur un motif

naphtyl-benzothiazole avec une brillance 6x®; de 80 GM. Cette sonde permet par réaction intracellulaire de

détecter soit les thiols [38] soit H,0, [39] en fonction de sa fonctionnalisation et a permis d’imager des tissus a

190 uM de profondeur. lls ont également développé deux marqueurs de lysosomes CLT-blue et CLT-yellow

émettant dans le bleu et le jaune avec des brillances biphotoniques de 50 GM environ. B. R. Cho s’est

également beaucoup intéressé aux marqueurs d’ions métalliques biphotoniques, qui consistent en général a

allier une partie chélatante a une partie chromophore excitables a deux photons [40].
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Figure 18. Exemple de biomarqueurs biphotoniques développés par I'équipe de Bong Rae Cho.
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Kevin Belfield a également fortement contribué au domaine avec ses travaux sur les dérivés de fluorene.
Ces composés neutres ont pu étre rendus solubles par addition de chaines hydrophiles [41]. Il a ainsi développé
un fluoréne portant une chaine polyéthyléne glycol et une fonction réactive des amines (NHS-ester) ou des
thiols (thioesters) pour la conjugaison avec des biomolécules [42]. Ce composé de structure quadrupolaire
présente une section efficace d’absorption élevée de I'ordre de 1000 GM a 740 nm. Il a également décrit un
fluoréne conjugué a un anticorps pour cibler avec succés les cellules exprimant le récepteur VEGFR-2 (vascular

endothelial growth factor receptor) [43] (Figure 19).
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Morales et al. Bioconjugate Chemistry. 2009, Wang et al. Journal of the American Chemical Andrade et al. Bioconjugate
1992 Society. 2010, 132, 12237. chemistry. 2011, 22, 2060
Aem =510 nmM A =510nm An=580nm
§=1000 GM (740 nm) / 200 GM (800 nm) 5= 1000 GM (toluene) 5E=m1so<3|v1 (700 nm) / 120 GM

(825 nm)
Figure 19. Exemples de marqueurs biphotoniques développés par K. Belfield et son équipe.

Ce dernier exemple illustre bien les regles de relation structure-activité décrites plus haut. Les fluorénes
quadrupolaires présentent des sections efficaces d’absorption de 1000 GM parmi les plus élevées pour des
composés de cette taille alors que le fluoréne dipolaire conjugué a un anticorps a une absorption non linéaire
beaucoup plus faible de I'ordre de 100 a 200 GM.

Une molécule quadrupolaire composée d’un cceur central accepteur quinolizinium et de branches
donneuses méthoxybenzyles conjuguées par un pont vinylique avec une section efficace d’absorption élevée
de 1140 GM a également été décrite récemment (Figure 20). Cette molécule marque I’ADN en cuve mais est

localisée en cellules dans les mitochondries.

Magdas et al. Chem. Commun. 2011, 47, 7374
Aem = 546nm

®=0,22

& =1144 GM (760 nm)

Figure 20. Marqueur biphotonique de mitochondrie.

D’autres marqueurs utilisés en microscopie biphotoniques plus spécifiquement pour le marquage d’ADN ou

de protéines seront évoqués au chapitre suivant.

lll. Complexes métalliques et lanthanides

Les propriétés photophysiques des complexes organométalliques permettent des applications variées en

photovoltaique par exemple mais aussi comme sondes luminescentes en microscopie [44,45]. L'une des
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caractéristiques des complexes organométalliques est leur capacité a passer dans un état triplet par couplage
spin-orbite malgré les régles de sélection et donc a émettre par phosphorescence ou fluorescence retardée. Les
propriétés des complexes de lanthanides sont particulierement intéressantes pour la fluorescence résolue en
temps ou le FLIM car leur temps de vie peut atteindre une milliseconde [46,47]. Ceci permet de s’affranchir
totalement de I'autofluorescence des composés endogénes des cellules qui ont des temps de vie faibles.

Des complexes métalliques pour la microscopie biphotonique ont également été mis au point. On trouve
par exemple un complexe d’iridium phosphorescent avec une section efficace de 350 GM a 750 nm qui marque
I'appareil de Golgi [48] et un complexe de zinc avec un section efficace de 200 GM a 840 nm qui marque
différentes organelles [49]. On peut également citer des complexes de ruthénium aux propriétés d’absorption
biphotonique utilisés en PDT excitée a deux photons [50] et en limitation optique non linéaire [51]. Chantale
Andraud et son équipe ont développé un complexe d’Europium possédant une section efficace de 100 GM en
I'associant a un ligand absorbant a deux photons, qui par effet d’antenne augmente I'absorption non linéaire
du complexe [52]. Sur le méme principe, un autre complexe d’Europium a été développé pour la microscopie

excitée a deux photons [53].

Conclusion

Malgré I'abondance d’études sur le sujet et des résultats préliminaires de microscopie encourageants, la
difficulté de combiner propriétés optiques et biologiques n’a pas réellement permis qu’une sonde
biphotoniques soit utilisée en imagerie biphotonique médicale et les catalogues de fournisseurs comme
Invitrogen (ex-Molecular Probes) ne proposent pour la microscopie biphotonique que des fluorophores peu
optimisés (6x®r = 180 GM au mieux). En pratique, la microscopie intravitale excitée a deux photons utilise le
plus souvent les fluorophores endogenes dans les tissus pigmentés [10,54] ou bien des rapporteurs
fluorescents génétiquement encodés [55], qui ont dans les deux cas des sections efficaces d’absorption faibles.
IIs restent donc de nombreux progres a faire dans le design de sondes fluorescentes biphotoniques répondant

aux cahiers des charges de la microscopie intravitale.
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C. METHODES SPECTROSCOPIQUES POUR
L’ ANALYSE DES INTERACTIONS ADN-LIGAND

De nombreuses techniques existent pour I'étude des interactions non covalentes entre un ligand et I’ADN :
des techniques d’analyse de chimie classique comme la spectrométrie de masse ou la RMN et des techniques
biophysiques comme la calorimétrie, la dialyse et les spectroscopies optiques (absorption UV-Visible,
fluorescence et dichroisme circulaire). Il est ainsi possible de déterminer la stoechiométrie et la constante de
formation du complexe ligand-ADN, voire parfois aussi d’étudier des phénomeénes cinétiques ou d’obtenir des
informations structurales sur le mode d’interaction. La calorimétrie permet également d’obtenir des
informations thermodynamiques plus précises, donnant accés aux valeurs d’enthalpie et d’entropie. Le choix
d’une méthode va dépendre des propriétés physico-chimiques du ligand et de son affinité pour I’ADN (Cf.
chapitre 1 partie 1 sur le calcul des constantes d’affinité). En effet la concentration de travail doit étre de
I'ordre de la constante de dissociation du complexe étudié. Plus la constante d’affinité est élevée, plus I’étude

nécessitera une technique sensible.

I.  Absorption UV-Vis et fluorescence

Nos travaux portant sur des ligands fluorescents, I'utilisation des spectroscopies d’absorption et de
fluorescence s’est imposée pour I'étude des interactions de nos composés avec I’ADN. Ces techniques
présentent deux avantages essentiels sur les autres techniques qui sont la sensibilité et la rapidité de mise en
ceuvre. Elles ne nécessitent que peu de matiére et des équipements couramment disponibles dans les
laboratoires. Nous les avons complétées par des mesures de dichroisme circulaire pour obtenir des
informations structurales sur le complexe et déterminer le mode de liaison des composés a I’ADN.

L’absorption et surtout la fluorescence sont sensibles a I'environnement et I'évolution des signaux en
I’absence et en présence d’ADN renseigne sur le complexe formé, permettant de mesurer constante d’affinité
et stoechiométrie. Pour des composés fortement fluorescents, les mesures de fluorescence se font
typiquement a 1 UM environ contre 5 a 10 uM pour |'absorption UV-Vis, nous avons donc utilisé la titration

fluorimétrique comme mode de mesure des constantes d’affinités car elle utilise moins de matiére et les
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variations de signal sont en général plus importantes et donc la mesure plus précise. La fluorescence est
néanmoins sensible a de nombreux parametres (polarité, concentration, pH) qui peuvent géner les mesures.
Ces dernieres ont donc été complétées par des mesures de dénaturation thermique de I’ADN suivie par UV

(UV-melting).
1. UV-melting

L'UV-melting est une technique alternative non quantitative de mesure d’affinités. Lors de la dénaturation
thermique d’un oligonucléotide, le désempilement des bases de I’ADN entraine un hyperchromisme important
qui peut étre suivi par spectroscopie UV. La courbe dite de melting obtenue permet par dérivation de mesurer
au point d’inflexion de la courbe une température de fusion T,,. Lors de I'ajout d’un ligand, I'oligonucléotide est
stabilisé et la température de fusion est augmentée en corrélation avec I'affinité du ligand (Figure 21). Cette
technique ne permet pas de mesurer une constante d’affinité mais elle permet de mesurer qualitativement les
affinités relatives d’une série de ligands. L’affinité est exprimée en différence de température de demi-fusion,
AT,.,. Les variations sont souvent assez faibles et ne permettent pas toujours une mesure précise. Cette
technique présente aussi I'inconvénient de ne pas étre isotherme et I'affinité, reliée a I’enthalpie libre par la

formule AG = -RTIn(K), est dépendante de la température.
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Figure 21. Exemple général de courbes d’UV-melting pour un ADN seul (courbe bleue) et en présence d’un ligand (courbe
rouge).
Suivi de I'absorbance a 260 nm en fonction de la température.

2. Titration fluorimétrique

Lors d’une titration fluorimétrique, I'un des partenaires (ADN ou ligand) est maintenu a concentration
constante, et la variation du signal de fluorescence est mesurée lorsque le deuxiéme est ajouté. En pratique
"I'note" et "lI'invité" sont interchangeables, et nous avons choisi de travailler a concentration constante en
fluorophore pour mieux mettre en évidence la variation de son signal de fluorescence lors de I'ajout d’ADN. La
courbe de titration fluorimétrique est obtenue en tracant I’évolution de la fluorescence F/F, en fonction de la

concentration ajoutée d’ADN, ou F est la fluorescence du complexe intégrée sur le spectre de longueur d’onde
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et Fy la fluorescence initiale du ligand libre intégrée. La modélisation de cette courbe par un modéle

mathématique approprié permet de déterminer la stoechiométrie et la constante de dissociation du complexe.

Il. Dichroisme circulaire

Le dichroisme circulaire (CD) consiste a mesurer 'absorption différentielle entre une lumiére polarisée
circulairement a gauche et a droite par un composé chiral optiquement actif. Lorsqu’une lumiere polarisée
circulairement traverse un milieu chiral, les lumiéres polarisées droite et gauche sont absorbées différemment
et c’est cette différence d’absorption en fonction de la longueur d’onde qui constitue le spectre de CD (Figure

22).
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Figure 22. Principe du dichroisme circulaire.
Différence d’absorption (AA) entre les lumiéres polarisées droite (Ap) et gauche (Ag).

Cette technique est couramment utilisée pour I'étude de la structure des protéines ou de I’ADN : leurs
structures secondaires (hélices a ou feuillets B pour les protéines, duplex ou quadruplex pour I’ADN) forment

en effet des édifices chiraux qui donneront chacun un signal de CD caractéristique [56] (Figure 23).
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Figure 23. Spectres de dichroisme circulaire d’une structure duplex (drewAT) et d’une séquence quadruplex (c-myc).
Pour les séquences, se référer a la partie expérimentale.

Le dichroisme peut également étre employé pour étudier les interactions non covalentes avec un ligand
achiral. Ce dernier ne donnera a priori pas de signal de CD mais lors de I'interaction avec I’ADN, le ligand va
former un complexe chiral avec ’ADN et un signal de dichroisme circulaire dit « induit » (ICD) va apparaitre
dans la zone d’absorption du ligand, résultant du couplage entre les moments de transition électroniques de la
molécule et des bases de I'ADN. La variation du signal de CD induit peut étre utilisée pour mesurer des

constantes d’affinité mais cette technique est beaucoup moins sensible et précise que la fluorescence [57]. Par
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contre, le signal d’ICD dépend de I'orientation du moment de rtansition de la molécule par rapport aux bases

de I’ADN et donne donc des informations précieuses sur le mode de liaison du ligand a I’ADN [58].

Nous disposons donc de deux techniques spectroscopiques (absorbance et fluorescence) permettant a la
fois de mesurer les propriétés optiques de nos fluorophores et d’étudier leur interaction avec I’ADN et d’une
technique supplémentaires, le CD pour mettre en évidence le mode de liaison a ’ADN (Chapitre 1.1). Nous

avons également appliqué ces techniques a I’étude de I'interaction de ligands avec I'albumine (Chapitre 1.2).
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D. HISTORIQUE DES TRAVAUX DU LABORATOIRE

Ce sujet a déja fait I'objet de deux théses en chimie, au Colleége de France puis a l'institut Curie, consacrées

a l'ingénierie des marqueurs fluorescents biphotoniques [59,60] et d’une thése en physique en collaboration

avec le CEA centrée sur I'étude et la mesure des propriétés optiques non linéaires [61]. Ces travaux sont

résumés briévement ici pour poser les bases qui sous-tendent cette these mais pour des raisons de clarté les

propriétés des composés seront reprises en détails dans ce manuscrit avec les nouvelles études qui auront été

effectuées.

I.  Premiere génération de marqueurs : TP-Py
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Figure 24. Structure et propriétés de la TP-2Py et la TP-3Py.

@ (rendement quantique de fluorescence) et & (section efficace d’absorption) mesurés en présence de 30
équivalents en paires de bases d’ADN de hareng (tampon cacodylate de sodium 10 mM, pH 7.2, 100 mM Nacl).
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A l'origine du projet, une premiéere génération de marqueurs biphotoniques, basée sur un noyau donneur
vinyltriphénylamine et des accepteurs pyridinium a été mise au point lors de la thése de Clémence Allain. Un
composé a trois branches, la TP-3Py, respectant le modele octupolaire décrit précédemment ainsi que ses
analogues a une et deux branches les TP-1Py (non montrée ici) et TP-2Py, ont été synthétisés par réaction de
Heck entre la bromotriphénylamine correspondante et la 4-vinylpyridine (Figure 24) [62]. Ces composés
cationiques de faible poids moléculaire (<1000 g.mol'l) sont solubles dans I'eau, forment des systémes
électroniques de type « push-pull » et respectent donc les premiers criteres essentiels pour former des sondes
fluorescentes biphotoniques. En accord avec la théorie, la TP-3Py s’est révélée un tres bon absorbeur a deux
photons au regard de son faible poids moléculaire, et la section efficace des molécules de la série baisse avec le
nombre de branche passant de 780 GM pour la TP-3Py octupolaire dans le glycérol a 390 GM pour la TP-2Py
dont la structure en V formée par les deux dipOles non conjugués est proche de celle d’un quadrupdle [27]. La
TP-1Py de structure dipolaire ne montre pas de propriété d’absorption non linéaire remarquable.

Les molécules absorbent vers 500 nm et sont fluorescentes dans le glycérol, émettant dans le rouge (ca.
650 nm) avec des rendements quantiques d’environ 10%. Parmi les propriétés caractéristiques de ces
composés, des spectres d’absorption et d’émission larges ainsi que des déplacements de Stokes élevés (> 100
nm) se retrouveront dans tous les analogues développés par la suite. Dans I'eau ou le méthanol en revanche
seul un signal de fluorescence résiduel trés faible est mesuré. En présence d’ADN duplex, la fluorescence est
restaurée avec des facteurs d’exaltation (rapport entre la fluorescence a I'état libre et la fluorescence en
présence d’ADN) d’environ 20 et des rendements quantiques dans I’ADN de hareng de 0.08 et 0.012 pour la TP-
2Py et la TP-3Py respectivement (Figure 25). Cette restauration de fluorescence est la preuve d’une interaction
avec le biopolymere pour les composés a deux et trois branches, la TP-1Py en revanche reste trés peu
fluorescente dans I’ADN. Les propriétés d’absorption biphotonique sont conservées dans I’ADN avec méme des
sections efficaces |égerement supérieures a celles mesurées dans le glycérol, atteignant 950 GM pour la TP-3Py
(Figure 24 et Tableau récapitulatif). En outre, les TP-Py se sont révélées sélectives de 'ADN-B duplex et la
restauration de la fluorescence n’a pas pu étre observée dans d’autres formes d’acides nucléiques (ADN simple

brin, quadruplexe, ARN), ou alors de fagon bien moins importante.
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Figure 25. Gauche : Absorption et émission de la TP-2Py et la TP-3Py normée en présence d’un oligomére duplex d’ADN
ds26 : d(CAATCGGATCGAATTCGATCCGATTG),
Droite : Exaltation de fluorescence des TP-Py (1 uM) en fonction de la quantité de ds26 ajoutée (tampon
cacodylate de sodium 10 mM pH 7.2, 100 mM NaCl).
These Guillaume Bordeau.
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Les TP-Py sont donc la premiére génération de fluorophores marquant sélectivement ’ADN duplex et
possédant des sections efficaces d’absorption a deux photons optimisées du fait de leurs structures octupolaire
ou a caractére quadrupolaire. La fluorescence des TP-Py est sensible a la viscosité et a la polarité du solvant :
elles ne sont pas fluorescentes dans I'eau ou le méthanol alors que dans le glycérol ou dans une matrice
biopolymeére telle que I’ADN elles émettent dans le rouge. On parlera donc de ligands d’ADN fluorescents
commutables. Les rendements quantiques des TP-Py étant assez modestes dans I’ADN, des modifications
structurales ont été réalisées pour optimiser leurs propriétés optiques. Cette optimisation a été I'objet de la
these de Guillaume Bordeau qui a modifié séquentiellement les parameétres clés des triphénylamines :

- Cceur donneur : N-phénylcarbazole et trinaphtyle

- Accepteurs : ortho-pyridinium et benzimidazolium

Il. Deuxiéme génération de marqueurs : cceur N-phénylcarbazole

Par analogie avec le glycérol, la restauration de la fluorescence des TP-Py dans ’ADN a été attribuée dans
un premier temps a l'inhibition des phénomenes de désexcitation non radiatifs par le blocage des mouvements
de rotation et de vibration moléculaire dans la matrice polymeére. Pour cette raison, la premiére modification
envisagée pour améliorer leur rendement quantique a été de rigidifier le coeur triphénylamine en le remplagant
par un ccoeur N-phénylcarbazole. Deux analogues des TP-Py, le Cbz-2Py et le Cbz-3Py ont ainsi été obtenus
selon la méme stratégie de synthése, par réaction de Heck (Figure 26). Le comportement de ces marqueurs est
similaire a celui des TP : ils ne fluorescent qu’en présence d’ADN ou dans le glycérol. Le coeur carbazole joue le
role attendu en augmentant fortement le rendement quantique fluorescence qui passe de 0.08 pour la TP-2Py
a 0.58 pour le Cbz-2Py. En revanche le Cbz-3Py a un rendement quantique de seulement 0.03 contre 0.012
pour la TP-3Py. Il apparait ici un premier signe de l'influence marquée du nombre de branches sur les
propriétés des marqueurs. Il est également a noter que bien que difficilement quantifiable, la fluorescence

résiduelle dans I'’eau des dérivés Chz est plus importante que celle des TP.
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Figure 26. Structure et propriétés des Cbz-2Py et Cbhz-3Py.
@, (rendement quantique de fluorescence) et § (section efficace d’absorption) mesurés en présence de 30
équivalents en paires de bases d’ADN de hareng (tampon cacodylate de sodium 10 mM, pH 7.2, 100 mM Nacl).
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Si le cceur N-phénylcarbazole a permis d’augmenter fortement le rendement quantique de fluorescence, il a
en revanche entrainé une chute assez importante des sections efficaces d’absorption a deux photons. Dans
I’ADN, ces dernieres passent de 450 et 940 GM pour les TP-2Py et TP-3Py a 210 et 320 GM pour les Cbz-2Py et
Cbz-3Py respectivement. Le remplacement du cceur TP par un cceur trinaphtyle (TN) pour augmenter son
caractere donneur a permis d’améliorer fortement les sections efficaces d’absorption mais toute affinité pour
I’ADN est alors perdue sans doute a cause de I'encombrement stérique da a la taille plus importante du coeur
TN [31]. La modification des accepteurs a donc ensuite été envisagée pour tenter d’optimiser le rendement

quantique sans nuire ni aux propriétés d’absorption non linéaire ni a I'interaction avec I'’ADN.

lll. Troisieme génération de marqueurs : TP-Pyo et TP-Bzim
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Figure 27. Structure et propriétés des TP-Pyo et TP-Bzim.
@, (rendement quantique de fluorescence) et & (section efficace d’absorption) mesurés en présence de 30
équivalents en paires de bases d’ADN de hareng (tampon cacodylate de sodium 10 mM, pH 7.2, 100 mM NacCl).

A la place des pyridines, des ortho-pyridines ont été introduites par réaction de Heck et des Benzimidazole
par réaction de Wittig, permettant ainsi d’obtenir, aprés méthylation des azotes, une troisieme génération de
marqueurs composées de quatre composés a deux et trois branches (Figure 27). Ces derniers présentent bien
des propriétés de fluorescence commutable dans I’ADN avec des rendements quantiques supérieurs a ceux des
TP-Py tout en conservant la capacité d’absorption a deux photons, celle-ci étant méme améliorée dans le cas

des composés a deux branches (Figure 27 et Tableau récapitulatif).
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Figure 28. Titration fluorimétrique des analogues des TP-Py par I'oligonucléotide duplex drewAT : d(CGCGAAATTTCGCG),.
[TP] = 1 uM dans un tampon cacodylate de sodium pH 7.2 (CacoNa 10 mM, NaCl 100 mM).
Thése Guillaume Bordeau.
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La mesure des exaltations de fluorescence F/F, dans un oligonucléotide duplex d(CGCGAAATTTCGCG)2
dérivé du dodécameére de Drew-Dickerson (structure PDB 2BNA) et appelé drewAT a également mis en
évidence une forte optimisation des propriétés avec des valeurs atteignant jusque 160 pour la TP-2Pyo contre

15 a 20 pour les TP-Py (Figure 28).

IV. Interaction avec ’ADN et mode de liaison

L’étude des propriétés de fluorescence des trois générations de composés dans différentes formes d’acides
nucléiques a permis de mettre en évidence une fixation spécifique des composés a deux branches sur I’ADN
duplex. En particulier, des titrations dans le poly(dG.dC), et le poly(dA.dT), ont montrées une préférence
marquée pour les séquences AT. A l'inverse, les dérivés a trois branches ne présentent pas de spécificité
d’interaction particuliere en cuve. Cette sélectivité, estimée a partir des exaltations de fluorescence n’est
qgu’une sélectivité optique puisque une interaction sans exaltation de fluorescence est toujours envisageable.
Laffinité envers le drewAT a été estimée autour de 10°M™ par titration fluorimétrique. Cependant, pour les

composés les plus affins, notamment le Cbz-2Py et les TP-2Bzim, celle-ci n’a pas pu étre mesurée précisément.
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Figure 29. Exaltation de fluorescence des TP-Py (1 uM) mesurées a 50 équivalents en paires de base de polynucléotides
Tampon cacodylate de sodium 10 mM, pH 7.2, NaCl 100 mM.
Thése Guillaume Bordeau

Considérant la forme de nos ligands et la préférence marquée des dérivés dicationiques pour les zones
riches en AT, nous avons émis I'hypothése que l'interaction de ces marqueurs avec I'ADN s’effectue par
insertion du motif en V formé par deux branches des composés dans le petit sillon de la forme ADN-B. Cette

hypotheése reste cependant a confirmer.

V. Microscopie confocale et biphotonique

Le comportement des composés a ensuite été étudié en microscopie confocale et biphotonique sur des
cellules fixées. En accord avec la sélectivité observée en cuve, la colocalisation avec le DAPI a mis en évidence
un marquage spécifique de ’ADN du noyau par les marqueurs vinyl-triphénylamines et carbazoles. L’absence
de marquage dans le cytoplasme et dans les nucléoles donne un excellent contraste (Figure 30). A I'encontre
des mesures effectuées en cuve, les composés a trois branches sont tout aussi sélectifs de ’ADN nucléaire en

cellules que leurs analogues a deux branches.
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Figure 30. Images de microscopie confocale de cellules MRC-5 fixées co-marquées par le DAPI et les TP (incubation 2
heures en cellules fixées). Images codées en fausses couleurs.
DAPI (1.5 uM, Aexc = 405 nm, détection = 420-470 nm), TP-2Pyo (2 uM, Aexc = 488 nm, détection = 520-750 nm),
TP-2Bzim (2 uM, Aexc = 488 nm, détection = 520-750 nm).
Thése Guillaume Bordeau

La méme spécificité de marquage est observée sous excitation biphotonique, avec toujours un tres bon

contraste (Figure 31).

TP-2Pyo TP-3Pyo TP-2Bzim

Figure 31. Images de microscopie sous excitation biphotonique de cellules MRC-5 fixées.
[Colorant] = 2 uM, A¢,c =780 nm (TP-Pyo), 820 nm (TP-2Bzim), 790 nm (Cbz-2Py), Aer, = 510-750 nm).
Thése Guillaume Bordeau.
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Figure 32. Intensité de fluorescence relative mesurée en microscopie confocale sur cellules MRC-5 fixées sur une période
30 min.
TO-PRO3® (2 UM, Agyc = 633 nm, détection = 650-750 nm), Pl (2 uM, A, = 561 nm, détection = 580-750 nm), TPs
(2 UM, Agyc = 488 nm, détection = 520-750 nm).

La photostabilité a été mesurée sous microscopie confocale sur une période de 30 min. Les triphénylamines
sont globalement tres stables notamment par comparaison au TO-PRO3® qui photoblanchit en moins d’une
minute. Seule la TP-2Bzim montre un léger déclin de fluorescence comparable a celui de I'iodure de propidium

(Figure 32).
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VI. Objectifs de la thése

Nous disposions donc au début de ces travaux d’une famille prometteuse de marqueurs fluorescents d’ADN
optimisés pour la microscopie biphotonique. Ces molécules, sélectives de ’ADN duplex en cuve et en cellules
donnent en microscopie confocale et biphotonique un marquage sélectif et contrasté de I’ADN nucléaire en
cellules fixées et sont particulierement photostables.

Le premier objectif de ce travail a été de poursuivre I'étude du comportement dans I’ADN. Avec le recul
donné par ces travaux nous avons donc repris les mesures en cuves de facon a disposer d’un ensemble de
données cohérent permettant de comparer facilement entre elles les séries de molécules. Nous avons
commencé par optimiser la synthése de la série benzimidazolium (Bzim) qui n’avait pu étre étudiée en détails
en raison d’un schéma de synthése peu efficace. Nous nous sommes ensuite attachés a déterminer
précisément les constantes d’affinités et étudier le mode de liaison dans ’ADN par modélisation et dichroisme
circulaire. De nouvelles molécules combinant des modifications de cceur, d’accepteurs et de lien conjugué
ont aussi été synthétisées et étudiées pour approfondir I'étude des relations structure-activité. La série Cbz
étant tres proche du BMVC développé par I'équipe de Chang pour le marquage de I’ADN quadruplexe [63], une
étude détaillée a également été menée sur la sélectivité des Cbz entre les formes duplex et quadruplex.

Le deuxiéme objectif de a été de développer les applications pratiques en microscopie des marqueurs vinyl-
triphénylamines. Une stratégie de dérivatisation a été mise au point pour permettre le ciblage cellulaire par
couplage avec des vecteurs ciblant les cellules cancéreuses et le développement de sondes pour la « détection
de fluorescence in situ par hybridation » (FISH) par couplage avec des oligonucléotides. L'étude des
performances des TP et des Cbz en microscopie a été poursuivie, avec notamment I'étude de leur

comportement en cellules vivantes.
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Chapitre 1 - Partie 1 :
A. Introduction

A. INTRODUCTION

L’acide déoxyribonucléique (ADN) est le support héréditaire de I'information génétique chez tous les étres
cellulaires. Transcrit en ARNm (ARN messager) lui-méme traduit en protéine, ’ADN code donc pour toutes les
fonctions vitales. Sa structure chimique ainsi que la premiere évidence de son implication dans une
transmission héréditaire d’information génétique chez les bactéries ont été découvertes en 1944 (Cf. I.1). En
1953 Watson et Crick obtiennent la premiére structure cristalline de I'ADN par rayon X et décrivent
I’'appariement des bases par liaisons hydrogénes qui porte leur nom (Cf. I.2). Au-dela de la séquence des bases
de I’ADN, des mécanismes de régulation de I'expression des génes existent pour permettre le développement
et la différentiation de cellules portant pourtant le méme génome ou pour répondre a des facteurs
environnementaux. Ces mécanismes, qui constituent le champ d’étude de |'épigénétique, sont principalement

la méthylation de I’ADN et des histones qui lui sont associées et I'architecture de la chromatine (Cf. 1.4).

I.  Structure de ’ADN

1. Structure primaire
Klein et Thannhauser en 1935 puis Todd en 1944 ont mis en évidence que la structure de I’ADN était
composée de quatre déoxyribonucléotides assemblés par des esters de phosphates entre les groupes

hydroxyles en position 3’ et 5’ des sucres (Figure 33). Il n’existe pas dans la structure usuelle de 'ADN de liaison

3’-3’ ou 5’-5’. La structure primaire de I’ADN est donnée par sa séquence de base 5’-3’.
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Figure 33. Structure primaire des acides nucléiques ADN et ARN et des bases les composant.

La structure primaire de I’ARN (acide ribonucléique) est identique a celle de ’ADN hormis la présence d’une

fonction hydroxyle en position 2’ du sucre et le remplacement de la thymine par I'uracil (Figure 33).
2. Structure secondaire

En 1953, Watson et Crick obtiennent la premiére structure en trois dimensions de I’ADN par diffraction des
rayons X. lls montrent que celui-ci adopte structure hélicoidale composée de deux brins d’ADN. Cette
association est permise par la formation de liaisons hydrogenes entre les bases selon le modele dit de Watson-

Crick ol seul A et T d’un c6té et C et G de 'autre peuvent s’apparier (Figure 34).

o o Thymine
Adénine NHZ,,——' N
N

¢ e
/ (0]

Cytosine /  O~~HN Guanine
Figure 34. Appariement de Watson-Crick des bases A-T et C-G par liaison hydrogéne.

Deux formes principales en double hélice droite A et B ont été identifiées, dont la formation dépend des
conditions. A un faible taux d’humidité, c’est I'hélice A qui est favorisée, alors que par fort taux d’humidité,
c’est I'hélice B (Figure 35). Une troisieme hélice gauche Z plus rare a été identifiée, favorisée par les

enchainements purine-pyrimidine et observée notamment sur la séquence poly(dG.dC),.
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Figure 35. Structures secondaires en double hélice A B et Z de I’ADN.

L’ADN-B est la structure la plus abondante en conditions physiologiques et représente la forme canonique
de ’ADN. Néanmoins la structure secondaire reste trés dépendante de la séquence de bases et des conditions
environnementales comme le montrent les hélices A B et Z et des appariements de bases différents de celui de
Watson-Crick rendent également possible la formation d’architectures hélicoidales d’ordre supérieur comme

I’ADN triplex ou G-quadruplex.

3. Structures secondaires non usuelles : ’ADN G-quadruplex

Quadruplex DNA |,

H
H-N H
N
N =0
— S, |
H.
N N- NJI
e,
“H. JQ‘- |
"
H

Figure 36. Appariement de Hoogsteen des guanines et empilement de G-quartet (thése Eric Largy).

Les séquences d’ADN contenant des répétitions de bases ont une propension a former des structures non
canoniques d’ADN et peuvent ainsi perturber les processus liés a la transcription et la recombinaison de ’ADN
et entrainer des mutations génétiques. Les guanines notamment sont fortement susceptibles de se réarranger
entre elles en cas de répétition pour former I’ADN G-quadruplex beaucoup étudié depuis quelques années pour
son implication potentielle dans les mécanismes de la cancérogenése. En effet les répétitions de guanine se
retrouvent au niveau de nombreux oncogenes et des télomeres qui sont impliqués dans le vieillissement et les
mécanismes de mort cellulaire. Les guanines peuvent s’apparier par liaison hydrogene de Hoogsteen pour
former des quartets (G-quartet) qui forment le motif de base de 'ADN G4. Les G-quartets peuvent s’empiler

par m-stacking (Cf. Il) pour former une structure quadruplex. Entre chaque tétrade s’intercale un cation
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métallique alcalin monovalent potassium (K*) ou sodium (Na*) qui se coordonne aux atomes d’oxygéne de la

guanine adjacente et assure la stabilisation de I’édifice (Figure 36).

: guanine
adénine
Q© thymine
© cytosine
© inosine
@ uracyle

O
c-kit2 c-myc 22AG.K
Figure 37. Structure des quadruplexes intramoléculaires c-kit2, c-myc et 22AG.K.

Les quadruplex peuvent se former a partir de un, deux ou quatre brins d’ADN possédant des répétitions de
guanine. Les possibilités de structures différentes sont donc multiples, d’autant qu’elles peuvent aussi différer
par I'orientation respective des brins d’ADN (parallele ou antiparalléle). Trois structures d’ADN quadruplex
intramoléculaires seront utilisées par la suite dans ce chapitre (Figure 37) :

o c-kit2 (parallele) : séquence tirée du promoteur d’oncogéene c-kit.

e c-myc (parallele) : séquence tirée du promoteur d’oncogéne c-myc.

e 22AG.K (mixte) : séquence télomérique humaine.

4, L’ADN au sein de la cellule : structure tertiaire

Figure 38. L’ADN au sein de la cellule (www.rikenresearch.riken.jp)

In vivo 'ADN est essentiellement présent dans le noyau dans lequel il est associé a des protéines basiques
les histones pour former la structure tertiaire. La double hélice s’enroule autour d’un octameére formé par
quatres histones pour former un nucléosome qui est le motif de base de la chromatine (Figure 38).

Une cinquieme histone interagit avec I’ADN entre les nucléosomes et est responsable de I'architecture de la

chromatine et notamment de la formation des chromosomes. La chromatine existe sous deux formes
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I’euchromatine et I’hétérochromatine. La premiére est une forme relaxée dans laquelle ’ADN est accessible a
la transcription et donc ou I'expression des génes est possible, la seconde a l'inverse est une structure
condensée ne permettant pas la transcription.

Les histones possédent une chaine en position N-terminale pouvant étre méthylée ou acétylée par des
mécanismes enzymatiques. L’acétylation des histones permet de diminuer I'affinité des histones pour I’ADN et
de décondenser I’hétérochromatine et ainsi de réguler la transcription des génes. La méthylation de I’ADN et
des histones, ainsi que le contréle de I'architecture de la chromatine constituent les principaux mécanismes de
I'épigénétique régulant I'expression des génes en fonction de stimuli extérieurs ou pour permettre la

différentiation des cellules.

Il. Interactions non-covalentes ADN-petite molécule

Les interactions moléculaires non covalentes font intervenir quatre forces ou interactions principales :

e Force électrostatique : interaction entre deux charges ponctuelles dont le potentiel obéissant a la loi de
Coulomb est proportionnel a 1/r ou r est la distance entre les deux charges. L’énergie caractéristique de
ces interactions est élevée, de I'ordre de 250 kcal.mol™. En comparaison, |’énergie d’une liaison cova-
lente C-C est de 348 kl.mol™.

e Force de Van der Waals : Liaison de faible énergie (quelques ki.mol™) résultant de I'interaction entre
deux dipbles permanents ou induits qui regroupe en fait un ensemble d’interactions intermoléculaires
qui ne sont ni des liaisons covalentes ou hydrogenes ni des interactions électrostatiques. La force de Van
der Waals dont le potentiel décroit en 1/r° est une interaction & courte distance. Le potentiel présente
une position d’équilibre au-dela de laquelle la force est attractive, et en-dega de laquelle elle est forte-
ment répulsive. Dans le cas de deux dip6les induits, 'énergie de liaison peut atteindre 30 kl.mol™.

e Liaison hydrogéne [64] : La liaison hydrogene de type XHeeeY est une liaison entre I’hydrogene et un
atome plus électronégatif (Y = O, N, halogénes). C’est une liaison directionnelle et linéaire qui est
d’autant plus forte que I'angle XHeseY est proche de 180°. Son énergie peut aller de 2 & 40 kJ.mol™ et
dépend également de la polarisation de la liaison covalente X-H ; elle est d’autant plus grande que X est
électronégatif.

¢ Interactions aromatiques (m-stacking) [65]: le m-stacking est une force de liaison faible entre deux
noyaux aromatiques empilés due majoritairement a des forces de Van der Waals. Elle a une importance
capitale en biologie ou elle entre en jeu dans I'empilement des bases de I’ADN et dans le repliement des
protéines. L’énergie mesurée dans le cas de deux molécules de benzéne est de 'ordre de 10 kl.mol™.

Il existe deux modes principaux par lesquels une molécule organique peut interagir avec I’ADN,
I'intercalation entre deux paires de bases et l'insertion dans le petit sillon de la double hélice. L'intercalation
met en jeu principalement le m-stacking et sera favorisées dans le cas des aromatiques condensés. La
reconnaissance du petit sillon se fait elle par des liaisons hydrogénes et une stabilisation par des forces a courte
portée de type Van der Waals avec les parois du sillon, elle sera donc favorisée par une complémentarité de
forme entre le ligand et le sillon. L'ADN posséde un squelette glycophosphate anionique et un troisieme mode

d’interaction purement électrostatique est donc possible avec des molécules cationiques. Ce mode de liaison
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est non spécifique et ne fait pas intervenir la structure et/ou la géométrie du ligand. On parlera alors de liaison
sur la sphere extérieure (outter sphere binding) [66]. Plus rarement il est observé des fixations dans le grand

sillon de I’ADN (Figure 39).

Intercalator

Major groove binder

Major grogve

External binder

Minor groove binder
Minor groove

Bis-intercalator

Figure 39. Différents modes de liaison a ’ADN possibles.

1. Agents intercalants

Les agents intercalant de ’ADN présentent souvent des structures aromatiques condensées étendues [67].
Parmi eux se retrouvent les marqueurs d’ADN bromure d’éthidium et iodure de propidium, ainsi que les
inhibiteurs de topoisomérase camptothécine et daunorubicine commercialisés comme anticancéreux (Figure

40) [68].

- Et™]
camptothécine HO O
HO daunorubicine

NH,

Figure 40 Exemple d’agents intercalant de ’ADN

L'intercalation d’une molécule aromatique entre deux paires de bases entraine une légére ouverture de la
structure d’ADN qui rend les intercalants toxiques. Ces derniers ont une faible sélectivité en terme de

séquence, qui ne dépasse pas 2 a 3 paires de bases consécutives, et complique la mise au point de thérapies

53



Chapitre 1 - Partie 1 :
A. Introduction

ciblées pour contourner cette cytotoxicité importante [69]. Dans le cas de marqueurs EtBr et PI, toute

utilisation en cellules vivantes est impossible.
2. Ligands de petit sillon

Le ciblage de L’ADN est une stratégie de choix pour la thérapie anticancéreuse, mais peut entrainer des
effets mutagenes importants et nécessite de cibler au maximum I'action cytotoxique. C’est vers les ligands de
sillon que s’est donc tournée la recherche scientifique pour mettre au point des molécules sélectives de
séquences d’ADN données et moins toxiques. Les ligands de sillon possedent des structures polyaromatiques
non condensées ol les rotations autour des liaisons permettent d’adapter la géométrie du ligand a la forme du
sillon en perturbant le moins possible la structure de I’ADN. La préférence des petites molécules organiques

pour le petit sillon par rapport au grand s’explique par les dimensions de ces derniers (Tableau 2).

Tableau 2. Dimensions des sillons de ’ADN.
Moyennes indépendantes de la séquence.

grand sillon petit sillon

largeur 11.6 A 6.0 A
profondeur 85A 8.2A

C'est I'étroitesse du petit sillon par rapport au grand sillon qui stabilise les molécules venant se fixer a
I'intérieur par des forces de contacts de type Van der Waals. D’autres forces comme les liaisons hydrogénes
entrent aussi en jeu et sont importantes dans la sélectivité de séquence. Les valeurs du tableau 2 sont des
moyennes indépendantes de la séquence et dans les séquences riches en AT, la largeur du petit sillon peut
descendre jusque 3-4 A. Comme par ailleurs dans les séquences GC la fonction amine des guanines pointe vers
I'intérieur du sillon et entraine une géne stérique, les ligands de petits sillons purs ont une préférence
intrinséque pour les séquences AT [69]. La mise au point de molécules faisant des liaisons hydrogénes avec les

bases de ’ADN permet cependant d’établir une sélectivité beaucoup plus fine.

a. Dérivés de nétropsine et distamycine

0
*H,N N2 HJ\NH
NH y
/
o /N O +
HN NH,

7 H NH,* H NH;
N HN 2 7\ N\MO
X WV ] N Ly

nétropsine distamycine
Figure 41. Structures de la nétropsine et de la distamycine.

La nétropsine découverte en 1951 et la distamycine sont deux ligands de petit sillon de I’ADN d’origine
naturelle aux propriétés antibiotiques (Figure 41). Ces molécules trés étudiées interagissent avec I’ADN en

formant plusieurs liaisons hydrogenes (Figure 42A) et ont permis la compréhension des mécanismes impliqués
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dans l'interaction avec le petit sillon et notamment la mise en évidence de la sélectivité pour les séquences AT
et ont servi de modele a de nombreux analogues [69,70]. Les lexitropsines sont des molécules composées
d’enchainements de pentacycles aromatiques liés par des liaisons amides dérivés de la nétropsine et la
distamycine. En remplagant le pyrrole par d’autres cycles (pyrazoles, furane, imidazoles, thiophéne) et donc en
modifiant les enchainements de donneurs et d’accepteurs d’hydrogéne, il est possible de rendre ces composés

sélectifs d’une séquence d’ADN entre 5 et 10 paires de bases [71-73].
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Figure 42. Interaction de la distamycine (A) et d’'un polyamide hairpin (B) avec leur séquence cible.
Les liaisons hydrogénes (en pointillés) avec chaque base assurent la sélectivité de séquence. Figure adaptée de la
référence [74].

Les composés dit microgonotropens obtenus a partir de la distamycin par le remplacement de la fonction
diamidine par des chaines polyaminées ont permis d’augmenter I’affinité pour ’ADN [75].

La présence d’accepteurs de liaison hydrogene permet également d’obtenir des ligands de petit sillon
possédant une bonne affinité pour les séquences contenant des GC. L’amine des guanines qui pointe dans le
sillon n’est plus alors un obstacle a I'interaction puisqu’elle crée une liaison hydrogéne. Ainsi Wilson et son
équipe ont réalisé des polyamides spécifiques de la séquence 5’-ACGCGT-3’ [76].

En remarquant que la distamycine et les lexitropsines interagissent souvent avec I'ADN selon une
stoechiométrie 2:1 (Figure 42A), Peter Dervan a développé des polyamides, enchainement de pyrroles et
d’imidazoles, en forme d’épingle a cheveux (hairpin) permettant une double reconnaissance de la séquence
d’ADN avec un sélectivité et une affinité accrue [74] (Figure 42B).

Par leur grande sélectivité de séquence, les polyamides hairpin [77] et les lexitropsines [71] ont servi de

vecteurs pour des chromophores ou des agents thérapeutiques pour le ciblage de séquences d’ADN données.
b. Berenil® et dérivés

De nombreux ligands de petit sillon sont basés sur le motif bisphénylamidinium du Berenil®, une petite

molécule qui se lie dans le petit sillon des zones AT ayant des propriétés antibactérienne [69]. Les analogues
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ont essentiellement été obtenus par modification du pont reliant les deux phénylamidines et présentent

comme leur modele des propriétés antibactériennes (Figure 43) [78-80].

+H2N
NH,
H2N NH2
"HoN O (0] O NH,*
HoN ,N:N \
>—< :>—NH
*H,N
berenil furamidine
X
0 deaeks
+ S
HoN O O HzN)LN N)\N
NH.* H H H
H2N 2
H.N X=CH, CH,CH, O, S, NH,
2 piperazine, CO, NHCONH
Mallena et al. J. Am. Chem. Soc. 2004, 126, 13659 Nagle et al. Org. Biomol. Chem. 2010, 8, 5558

Figure 43. Structure du berenil et de ses dérivés.

Les dérivés de carbazole sont couramment rencontrés en chimie médicinale et I'activité de ces composés
tient notamment a leur capacité a s’intercaler dans ’ADN [81,82]. L’équipe de Wilson a cependant synthétisé
des carbazoles dicationiques substitués en positions 2,7 ou 3,6 par des diamidines ou des imidazoles qui se

lient dans le petit sillon des zones AT (Figure 44) [83,84].

N
H
positions 2,7 positions 3,6
*H,N u

R=

INHz NINH

Figure 44. Structure des carbazoles dicationiques.

Par la suite, ils ont justement montré que ces mémes carbazoles pouvaient également s’intercaler dans les

séquences GC [85].
c. Bisbenzimidazoles : Hoechst et dérivés

Le Hoechst 33258 mis au point par la société Hoechst AG dans les années 1960 est un marqueur fluorescent
d’ADN tres largement employé. Il a été montré que cette molécules interagissait avec I’ADN par insertion dans

le petit sillon des zones AT (Figure 45) [86].
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Figure 45. Structure du Hoechst 33258 et de ses dérivés bisbenzimidazoles.

L’équipe de Neidle a réussi a développer des analogues bisbenzimidazoles qui conservent la spécificité AT
du hoechst et présentent des propriétés antitumorales (Figure 45) [87]. Wilson de son c6té a mis en évidence
I'importance des molécules d’eau dans l'insertion de cette classe de composé dans le petit sillon. La présence
d’atomes d’oxygenes sur les chaines latérales permet la formation de liaison hydrogene avec une molécule
d’eau qui elle-méme donne un hydrogéne en liaison avec une base du petit sillon et assure donc le pont entre
la molécule et ’'ADN. En conséquence, les composés présentant un oxygene sur les deux chaines latérales ont

une affinité accrue par rapport au Hoechst 33258 [88].
d. Autres ligands de petit sillons

Malgré la diversité des structures des ligands de petit sillon certaines caractéristiques restent inchangées.
Ces sont en général des molécules présentant des hétérocycles non condensés dont la forme épouse celle du
petit sillon et tous ont une préférence marquée pour les zones AT de I’ADN avec éventuellement des
sélectivités plus fines de séquence, notamment pour les lexitropsines. Comme pour tout dogme, il existe
cependant des exceptions notables. Récemment, Wilson et son équipe ont montré que grace a l'intervention
de molécules d’eau, il était possible d’avoir des ligands de sillons ne respectant pas la courbure du sillon
[89,90]. lIs ont ainsi obtenu une diamidine linéaire se liant avec une forte affinité dans le petit sillon des ADN de

séquences AT (Figure 46) [91].

NH,
H,N P N\N/)\N”N N NH,"
+
NH,* H* H NH,
CGP 40215A

Nguyen et al. J. Am. Chem. Soc. 2002, 124, 13680

Figure 46. Diamidine linéaire se liant dans le petit sillon des zones AT de ’ADN.

Poursuivant leur étude sur les diamidines ils ont aussi synthétisé une classe de ligands de sillons

reconnaissant spécifiquement les séquences riches en GC [92].

La structure activité des ligands de petits sillons de I’ADN montre bien qu’il est possible de moduler assez
finement la sélectivité de séquence de ces molécules, ce qui fait d’eux de bonnes sondes structurales et

dynamiques de I’ADN. L’insertion dans le petit sillon est aussi un moyen d’interaction privilégié pour former des
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molécules thérapeutiques agissant sur I’ADN, en témoigne le grand nombre de ligands de petit sillon aux

propriétés antitumorales [93] ou antibiotiques [94].
3. Marquage fluorescent d’ADN

Il existe trois principales méthodes pour marquer I’ADN :

e Marquage covalent par voie chimique : comprend plusieurs techniques dont I'utilisation de bases
modifiées fluorescentes [95,96], le couplage a des quantum dots ou des nanoparticules [97,98], les oli-
gonucléotides couplés a des marqueurs fluorescents (Cf. Chapitre 3).

e Marquage covalent par voie enzymatique : Introduction de fluorophores ou de quantum dots sur
I’ADN en utilisant une alkyltransférase modifiée [99,100].

e Marquage non covalent : Fluorophore présentant une affinité spontanée pour I’ADN et dont le signal
peut étre modifié lors de la liaison permettant la différenciation entre marqueur libre et lié.

Les techniques de marquage covalent ont I'avantage de permettre le controle spatial de la liaison ADN-
fluorophore mais sont plus difficiles a mettre en ceuvre notamment in vivo et nécessitent une modification
structurelle de ’ADN. Le marquage non covalent ne permet pas une sélectivité de séquence aussi précise, mais
il ne nécessite pas de modification chimique de ’ADN et est facile a mettre en ceuvre in vivo pour peu que le
fluorophore soit perméable a la membrane cellulaire et soit non toxique, ce qui est néanmoins déja restrictif.
C'est sur cette facette du marquage d’ADN que nous nous concentrerons dans cette partie. Le couplage

covalent des fluorophores a des oligonucléotides sera abordé dans le Chapitre 3 de ce manuscrit.
a. Fluorophores commerciaux usuels

Parmi les marqueurs fluorescents d’ADN, nous avons déja vu les intercalants de ’ADN bromure d’éthidium
et iodure de propidium (Figure 40) et le ligand de petit sillon Hoechst 33258 (Figure 45) et ses dérivés [101].
Parmi les autres ligands, le DAPI et les cyanines sont également trés couramment utilisés (Figure 47). Les
cyanines sont des fluorophores composés de deux azotes pouvant faire partie d’'un hétérocycle, I'un tertiaire et
I'autre quaternaire, reliés par un pont polyméthine plus ou moins étendu. La variation de la conjugaison

permet d’obtenir des cyanines émettant sur tout le spectre visible.

2
WO Qe

DAPI structure générale des cynanines

Figure 47. Structure du DAPI et des cyanines.

Le DAPI peut interagir avec I’ADN par insertion dans le petit sillon dans les zones AT ou par intercalation
dans les séquences GC. Les cyanines, elles, interagissent de multiples fagons selon leurs structures et bien que
largement employées ne sont souvent pas spécifiques de I’ADN. Elles ont d’ailleurs nombres d’autres
applications, notamment dans le marquage de protéines [102]. Les Cy3 et Cy5 par exemple sont fluorescentes

a I'état libre et n’ont pas d’affinité particuliere pour une biomolécule, elles sont donc tres utilisées pour le
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marquage par couplage covalent. Parmi celles utilisées plus spécifiquement pour le marquage d’ADN, on peut

citer le thiazole orange (TO), le TO-PRO-3 et le SYBR green (Figure 48).
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Figure 48. Structure du TO, du TO-PRO-3 et du SYBR green.

Le tableau 3 résume les propriétés optiques de ces molécules dans I’ADN. Le Hoechst et le DAPI sont des
marqueurs Off/On de '’ADN duplex qui ont de bons rendements quantiques mais nécessitent des longueurs
d’ondes d’excitation dans I'UV dommageables pour les échantillons biologiques. Les cyanines permettent
d’exciter sur des gammes plus larges allant jusqu’au rouge mais elles ne sont en général pas sélectives de I’ADN
duplex et ont des déplacements de Stokes faibles qui rend leur utilisation en spectrocopie délicate et nécessite

des couples de filtres trés précis pour chaque molécule. L’EtBr et le Pl ont des propriétés optiques intéressantes
mais sont tres toxiques et marquent indifféremment tous les acides nucléiques (double et simple brin, ARN).
Tableau 3. Propriétés optiques des marqueurs d’ADN commerciaux en présence d’ADN duplex.

Aabs - Longueur d’onde d’absorption, A, : longueur d’'onde d’émission, @, : rendement quantique de
fluorescence, ss :dsDNA : rapport des intensités de fluorescence dans I’ADN simple brin et I’ADN double brin.

/\abs Aem ¢’F ss:dsDNA

Hoechst 33258° 349 458 0.42 0.48
DAPI® 356 455 0.34 0.55

SYBRgreen® 496 522 0.57 0.57
b

TO 508 525 0.11 =1
EtBr’ 520 608 0.35 1
P 536 624 0.13 0.93

TO-PRO-3 642 661 0.11 -

2 réf. [103], ° : réf. [104].
b. Autres fluorophores
Malgré I'abondance de fluorophores commerciaux capables de marquer ’ADN, aucun ne regroupe toutes
les exigences nécessaires pour une bonne sonde fluorescente utilisable in vivo. La recherche reste donc
importante pour optimiser les propriétés de ces marqueurs. On trouve par exemple des dérivés d’acridine

[105] marquant I’ADN et I'albumine, un dérivé du TO (DEAB-TO-3) fluoresgant dans le rouge et pénétrant en

cellules vivantes [106], ou un dérivé de pentamidine fluorescent sélectif des séquences AT [107] (Figure 49).
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Figure 49. Structure et propriétés optiques des ligands d'ADN.
Propriétés : longueur d’onde d’absorption (abs) et d’émission (em) dans I’ADN. Le rendement quantique de
fluorescence est indiqué entre parenthese lorsqu’il a été mesuré.

Le BENA435 [108], le C61 [109] et le drag5 [110] (Figure 49) sont des molécules permettant de marquer
I’ADN en cellules vivantes. Cependant, le BENA435 et le C61 sont des marqueurs verts peu indiqués pour la
microscopie tissulaire. Ce dernier au vu de sa structure quadrupolaire pourrait néanmoins avoir des propriétés
d’absorption a deux photons qui augmenterait ses performances in vivo mais elles n’ont pas été étudiées. Le
draqg5 est fluorescent dans le rouge mais a un rendement quantique trés faible et n’est pas un ligand off/on de
I’ADN.

Les complexes métalliques notamment le cis-platine sont connus comme agents de cross-linking dans I’ADN
mais il existe aussi des complexes métalliques fluorescents de ruthénium capables de marquer I’ADN de fagon

non covalente par fluorescence [111,112].
¢. Marqueurs biphotoniques

La troisieme classe de marqueurs d’ADN qui nous intéresse particulierement dans ce travail est celle des
marqueurs utilisés en fluorescence excitée a deux photons (Figure 50).

Yashchuk et Prasad ont utilisé avec succeés la cyanine Cyan 40 pour marquer les acides nucléiques par
microscopie biptohonique en cellules vivantes [113]. Elle interagit avec '’ADN et I’ARN et semble avoir une
préférence pour ce dernier en cellules. Aucune section efficace n’a été mesurée pour ce composé. Sur le méme
modele Yashchuk a ensuite développé une cyanine Bos-3 portant une chaine latérale polyaminée et son dimére
DBos-21. Ces deux molécules dont la fluorescence est fortement exaltée en présence d’ADN duplex, possedent
néanmoins des sections efficaces assez peu élevées et marquent essentiellement le cytoplasme en cellules

vivantes [114].
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Figure 50. Marqueurs d'ADN utilisés en microscopie biphotonique.
Propriétés optiques : longueur d’onde d’absorption (abs) et d’émission (em) dans I’ADN. Le rendement
quantique de fluorescence est indiqué entre parenthese lorsqu’il a été mesuré. 2PA : longueur d’onde
d’absorption a deux photons et section efficace associée (en GM) lorsqu’elle a été mesurée.

Le BMVC a été développé par T.-C. Chang pour la détection d’ADN quadruplex. Il marque a la fois le duplex
et le G4 mais avec de légers déplacements de la longueur d’onde d’émission permettant de distinguer les
différentes structures [63]. Le BMVC a été utilisé en microscopie biphotonique et en imagerie de temps de vie
de fluorescence méme si aucune section efficace d’absorption n’a été mesurée [115]. Deux ligands dérivés du
BMCV ont été aussi rapporté, le S-carbazole et le V-carbazole. Leurs propriétés optiques linéaires sont
similaires a celles du BMVC et leurs sections efficaces d’absorption sont trés élevées dans I’ADN, avec de fagon
surprenante une section efficace plus élevée pour le carbazole monosubstitué par rapport a son analogue
disubstitué. Ils ont été testés en microscopie excitée a deux photons et par FLIM en cellules vivantes, ou ils
marquent essentiellement le cytoplasme [116]. Le dimethyl-pepep est un autre marqueur de type bis-
vinylpyridinium avec un coeur pyrrole. Ce ligand fluoresce dans le rouge présente une section efficace
d’absorption élevée de 347 GM et se lie & 'ADN avec une affinité de 'ordre de 10° M™. Il pénétre en cellules
vivantes et marque le noyau et dans une moindre mesure les mitochondries, avec cependant une brillance

assez faible due a son rendement quantique modéré de 0.1 [117].

Les nombreux fluorophores marqueurs d’ADN existants couvrent tout le spectre visible, du Hoechst et DAPI
fluorescant dans le bleu aux cyanines type TO-PRO-3 et dérivés émettant dans le rouge. Certains d’entre eux
sont peu sélectifs, comme le Pl et I'EtBr, mais il est possible in vitro de marquer ’ADN duplex en différentes
couleurs avec une bonne spécificité et une forte brillance. En microscopie sur cellules vivantes en revanche, la
plupart des fluorophores ne remplissent pas les exigences citées en introduction de ce manuscrit. Parmi les
fluorophores biphotoniques notamment seul le dimethyl-pepep émet dans le rouge avec une section efficace
véritablement optimisée et marque I’ADN en cellules vivantes. Il a cependant un rendement quantique faible et
sa cytotoxicité reste a déterminer. La plupart des autres composés présentent au moins une ou plusieurs

entorses au cahier des charges (émission dans le bleu ou vert, section efficace ou rendement quantique faibles,
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déplacement de Stokes faible pour les cyanines). En outre, pour la plupart, la cytotoxicité n’a pas été
déterminée et lorsqu’ils pénétrent en cellules vivantes ils marquent essentiellement le cytoplasme.

Nous avons donc poursuivi I’étude des marqueurs vinyl-triphénylamines et de leurs dérivés pour essayer de
mettre au point des marqueurs qui présentent une forte affinité pour I’ADN tout en respectant les exigences de
la microscopie biphotonique. Dans ce chapitre, nous présenterons d’abord les synthéses qui ont permis
d’obtenir de nouveaux composés ou d’optimiser les procédés existants puis nous étudierons les propriétés
optiques des fluorophores et leur mode d’interaction avec ’ADN. Le comportement des marqueurs d’ADN en
microscopie sera vu au Chapitre 2.

Pour faciliter I'étude des propriétés des composés, nous avons décidé de nous baser sur un oligonucléotide
modele, dérivé du dodécamere drew-dickerson, de séquence d(GCGCAAATTTGCGC),. Appelé drewAT, cet
oligomére autocomplémentaire qui forme un duplex présentant un site AsTs central a été choisi pour favoriser
I'insertion dans le petit sillon et limiter les interactions multiples afin de faciliter les mesures des constantes
d’affinités et la détermination du mode de liaison. Des comparaisons seront aussi effectuées avec d’autres
oligonucléotides de séquences et de structures différentes pour donner un apercu de la sélectivité des

marqueurs triphénylamines et de leurs dérivés.
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B. SYNTHESE & CARACTERISATION DES LIGANDS

I.  Synthese

1. Optimisation de la synthese de la série Bzim

Les TP-2Bzim et TP-3Bzim sont les deux molécules les plus prometteuses par leurs rendements quantiques
élevés dans I’ADN. Cette famille n’a cependant pas pu étre étudiée de fagon approfondie car la premiére
méthode de synthése employée n’a permis d’obtenir que quelques milligrammes des composés. Ces
rendements trés faibles sont dus a la derniére étape de méthylation. La présence d’une amine secondaire sur le
noyau benzimidazole a en effet nécessité I'emploi de bicarbonate de potassium pour la déprotoner (Schéma 1)
[60]. L'utilisation d’une base minérale a donné au final un mélange de sels séparables uniquement par HPLC

semi-préparative, seule méthode de séparation en phase inverse disponible au laboratoire.

Cl-
_N__NZ_ HN__N H /O
N P*Ph;
= = —
Y,
Mel, K,CO3 N
— —

~ ~ S
7 Ty g

Schéma 1. Premiére méthode de synthése des TP-Bzim (thése Guillaume Bordeau).

Pour contourner ce probléme nous avons gardé la méme stratégie générale de synthése par réaction de
Wittig, mais en reconstruisant un sel de phosphonium ou I'amine secondaire du noyau benzimidazole est
préalablement méthylée (Schéma 2). La méthylation finale ne nécessite alors plus de base et le produit attendu

est obtenu pur par précipitation.
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Schéma 2. Syntheése optimisée des TP-Bzim

La condensation entre l'acide chloroacétique et la 2-méthylaminoaniline suivie d’une substitution
nucléophile par la triphénylphosphine a permis d’obtenir le sel de phosphonium 4 nécessaire avec un
rendement de 72 % sur les deux étapes. Une réaction de Wittig entre le phosphonium 4 et la bis- ou tris-
formyltriphénylamine a donné les intermédiaires neutre 2a et 2b, avec un noyau benzimidazole monométhylé.
Lors de I'étape finale de méthylation par I'iodure de méthyle dans un mélange dichlorométhane : méthanol
1:1, la TP-2Bzim et la TP-3Bzim précipitent spontanément et sont donc obtenues pures sans purification avec
des rendements globaux de 47% et 56% respectivement. Alors que la réaction de Wittig donne logiquement un
meilleur rendement pour le composé disubstitué que pour le trisubstitué, ce dernier est plus facilement
méthylé lors de I'étape finale. Cette différence marquée (55 % contre 86 % lors de la méthylation) est
probablement due au fait que le composé chargé tricationique précipite plus volontiers que son équivalent
dicationique et tire donc la réaction vers la complétion.

La synthése optimisée des TP-Bzim ne nécessitant plus de purification finale a permis d’obtenir ces deux

composés en quantité suffisante pour approfondir leur étude.

2. Variation du lien vinylique : TP-oxazole

Aprés la variation du cceur donneur et des accepteurs électroniques, nous avons modifié la conjugaison
entre eux. Le pont vinylique a été remplacé par un oxazole, par analogie avec le (2-pyridinyl)(5-phényl)oxazole
aussi appelé PyPo qui est un fluorophore et un ligand d’ADN connu (Figure 51) [118,119]. Le PyPo a également
été étudié comme sonde de pH et sous forme protonée présente une section efficace d’absorption a deux

photons de 70 GM a 710 nm [120].
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Figure 51. Structure du PyPo

Le cycle oxazole posséde deux positions préférentielles (2 et 5) fonctionnalisable par arylation directe
(Figure 51). Nous avons donc choisi cette méthode de synthese pour obtenir deux séries de composés TP-
oxazoles qui different par le sens de branchement entre le coeur et les accepteurs :

e TP en position 2 et pyridine en 5 : série TP-Ox5Py.
e TP en position 5 et pyridine en 2 : série TP-Ox2Py.

Sandrine Piguel et Florence Mahuteau-Betzer ont développé au sein de I'lUMR176 une stratégie d’arylation
de la position 2 de l'oxazole par activation C-H catalysée au palladium que nous avons appliquée a nos
molécules [121]. Dans le cas des TP-Ox2Py une réaction de Van Leusen entre la bis- ou tris-(4-
formyl)triphénylamine et le TosMIC a permis de former la TP branchée en position 5 sur le cycle oxazole (5a et
5b). La position 2 a ensuite été introduite selon la méthode citée précédemment, par une arylation catalysée
au palladium tetrakis-triphénylphosphine en présence de tert-butoxide de lithium avec des rendements de 50%
et 21% pour la TPn-20x2Py et la TPn-30x2Py respectivement, ce qui donne un rendement de 65% par
couplage. Les intermédiaires neutres ont ensuite été méthylés en utilisant un agent plus doux que 'iodure de

méthyle, le tosylate de méthyle, pour éviter la méthylation des azotes des cycles oxazoles (Schéma 3).
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Schéma 3. Synthése des TP-Ox2Py

Pour la série TP-Ox5Py, le 5-(4-pyridinyl)oxazole a été synthétisé par réaction de Van Leusen entre
I'isonicotinaldéhyde et le TosMIC puis arylé en position 2 par réaction avec les bromotriphénylamines 6a et 6b

selon la méthode précédente pour donner les TPn-20x5Py et TPn-30x5Py avec des rendements de 36% et 35%
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respectivement. La méthylation par le tosylate de méthyle a ensuite donné les produits finaux attendus TP-

20x5Py et la TP-30x-5Py avec des rendements de 89% et 71% (Schéma 4).
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Schéma 4. Synthése des TP-Ox5Py

3. Syntheése des Chz-20x5Py et Cbz-2Bzim

Dans la lignée des travaux effectués sur les triphénylamines, nous avons tenté d’appliquer les mémes
modifications structurales a la série carbazole, le Cbz-2Py et la TP-2Bzim ayant une brillance beaucoup plus
importante que la TP-2Py, il paraissait pertinent de combiner les modifications du cceur et des accepteurs.
Nous avons tenté d’obtenir le Cbz-2Bzim puisque le benzimidazolium est I'accepteur donnant les meilleurs

résultats en série TP. Par ailleurs, dans la lignée des TP-Oxazoles, nous avons synthétisé le Cbz-20x5Py.

a. Synthese du Cbz-2Bzim

Br. Br ? ?
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Schéma 5. Synthése du Cbz-2Bzim par réaction de Wittig
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La premiére approche a été d’appliquer la procédure par réaction de Wittig mise au point pour les
triphénylamines (Schéma 5). Le carbazole dialdéhyde 7 a été obtenu par une bromation au N-
bromosuccinimide du N-phénylcarbazole suivie d’'une formylation de Vilsmier-Haack avec un rendement global
de 65%. La réaction de Wittig avec le phosphonium 4 a permis d’obtenir I'intermédiaire 8 avec un rendement
de 73 %, mais la méthylation de dernier est restée incompléte aprés plusieurs tentatives, donnant un mélange

de produits mono et bis-méthylés dans des proportions 1:1 environ (Figure 52).
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Figure 52. Analyse par HPLC du Cbz-2Bzim obtenu aprés méthylation.
Gradient linéaire d’eau (0.1% acide formique) et acétonitrile, conditions sur la figure.

Nous avons donc cherché a mettre au point une méthode permettant d’obtenir le Cbz-2Bzim en une étape
a partir du carbazole dialdéhyde, pour éviter I'étape de méthylation. Nous avons opté pour une condensation

de Knoevenagel entre le dialdéhyde et I'iodure de 1,2,3-trimethylbenzimidazolium 8 (Schéma 6).

NH, /
0] HCI 2N N
@[ —~ b Mol @[ >
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Schéma 6. Synthése du Cbz-2Bzim par réaction de Knoevenagel
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La condensation entre la 2-méthylaminoaniline et I'acide acétique en milieu acide a permis d’obtenir le 1,2-
diméthylbenzimidazole 9 qui, aprés méthylation par I'iodure de méthyle, a donné le sel attendu 10. La réaction
de Knoevenagel entre le carbazole dialdéhyde 7 et le sel de benzimidazolium 10 a finalement permis d’obtenir
le Cbz-2Bzim par précipitation avec un rendement de 71 %. Le composé obtenu s’est cependant révélé
instable : aprés 24h dans le DMSO la déméthylation du composé est observable par RMN. Cette instabilité
explique par ailleurs les difficultés rencontrées pour méthyler le composé 8. La déméthylation est
vraisemblablement le fait de I'eau présente dans le DMSO comme cela a pu étre observé avec d’autres dérivés
et le Cbz-2Bzim est par conséquent inutilisable en milieu aqueux pour marquer I’ADN. Une étude préliminaire
par spectrométrie UV a mis en évidence une interaction avec I’ADN, mais le composé n’a pas été étudié plus

avant.

b. Synthése du Cbz-20x5Py
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Schéma 7. Synthése du Cbz-20x5Py

Le Cbz-20x5Py a été obtenu par la méme stratégie que les TP-Oxazoles, par arylation directe du dibromo-N-
phénylcarbazole par le 5-(4-pyridinyl)oxazole en présence de Pd(0) et de tert-butoxide de lithium avec un
rendement de 25 %, suivie d’une méthylation par le tosylate de méthyle avec un rendement de 84% (Schéma

7).
4. Syntheése de la DP-2Py et du BMVC

Le BMVC étant un ligand connu d’ADN et plus particulierement de G4 (Cf. p.60), nous avons dans le cadre
d’un stage de M1 décidé de comparer les propriétés du Chz-2Py et du BMVC, et pour compléter I'étude de
structure-activité sur I'influence du groupe phényle sur les propriétés photophysiques et/ou de liaison a I’ADN,

nous avons également synthétisé la DP-2Py pour la comparer a la TP-2Py.
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Schéma 8. Synthése de la DP-2Py
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Le BMVC a été synthétisé selon la méthode rapportée dans la littérature par réaction de Heck [122]. La DP-
2Py a été obtenue selon la méme stratégie (Schéma 8); Iintermédiaire neutre 11 a été obtenu par un
couplage de Heck entre la bis(4-bromophényl)amine et la 4-vinylpyridine avec un rendement de 53%. Une

méthylation par I'iodure de méthyle a ensuite mené a la DP-2Py cationique avec un rendement de 70%.

Il.  Propriétés optiques

Pour disposer d’un ensemble de données cohérentes pour chaque famille, nous avons donc remesuré leurs
propriétés optiques dans I'oligonucléotide duplex drewAT de séquence d(CGCGAAATTTCGCG), qui tire parti de

la préférence des marqueurs pour les séquence riches en AT.
1. Préambule : mesure des rendements quantiques de fluorescence

Le rendement quantique de fluorescence est une valeur dont la mesure peut donner lieu a des erreurs
importantes. Nous avons donc essayé dans le méme temps d’optimiser la mesure de cette propriété. La
méthode précédemment employée consistait a mesurer absorbance et fluorescence de deux solutions de
concentrations différentes et ce a trois longueurs d’onde : au maximum d’absorption et a 10 nm au-dessus et
en dessous [60]. Ces six mesures moyennées donnent alors une valeur de rendement quantique. Cette
méthode a I'avantage de permettre la vérification de I'invariance du rendement quantique avec la longueur
d’onde, cependant les mesures a A £ 10 nm sauf cas exceptionnel donnent des valeurs semblables et la
moyenne ne porte donc véritablement que sur trois points.

Nous avons donc adopté une autre technique de mesure du rendement quantique, tirée de la méthode par
comparaison de Williams [123]. Cette méthode repose sur la mesure de I'absorbance et de la fluorescence
pour cing solutions de concentrations croissantes a une longueur d’onde donnée. Le tracé de l'intensité de
fluorescence intégrée sur le spectre en fonction de I'absorbance doit donner une droite si aucun phénomeéne
d’aggrégation ou d’autoécrantage ne se produit. Le rendement quantique de fluorescence est alors donné par
la formule suivante :

b = Grad,n?

ref GradyefnZ¢
ou l'indice x est relatif a I'échantillon et ref a la référence, Grad représente la pente de la doite | = f(A) et n

I'indice de réfraction du milieu.
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Figure 53. Mesure des rendements quantiques de fluorescence des TP : tracé de I'intensité de fluorescence intégrée sur
le spectre en fonction de I’absorbance et régression linéaire sous Excel.

Cette méthode a le désavantage de ne pas vérifier I'invariance du rendement quantique avec la longueur
d’onde, mais ceci est communément admis. Elle permet par contre par une régression linéaire sur cing points
de vérifier directement la validité de la mesure (Figure 53). Il est difficile de comparer les deux techniques
puisque les rendements quantiques de fluorescence ont été remesuré dans le drewAT et non I’ADN de hareng
mais globalement les deux jeux de valeurs sont cohérents entre eux. Pour les séries TP-Py et TP-Pyo, les valeurs
mesurées dans le drewAT sont légerement supérieures mais sensiblement identiques a celles mesurées dans
I’ADN de hareng. Pour la série TP-Bzim, les valeurs dans le drewAT, elles sont par contre largement inférieures
a celle dans I’ADN de hareng : 0.54 contre 0.73 pour la TP-2Bzim et 0.34 contre 0.59 pour la TP-3Bzim. Ces
différences ne sont pas vraisemblablement dues a une différence dans I'interaction entre I’ADN de hareng et le
drewAT mais bien a une meilleure précision de la nouvelle méthode de mesure. Compte tenu du caractere plus
délicat des mesures d’absorption biphotonique, qui sont réalisées en collaboration avec le CEA, et de la
nécessité de disposer d’'un montage expérimental sur banc optique dédié, les valeurs de sections efficaces
d’absorption a deux photons n’ont pas été remesurées dans le drewAT et seront données dans I’ADN de

hareng.
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2. Série Vinyl-triphénylamine

a. Propriétés linéaires

Les triphénylamines absorbent quel que soit le milieu sur une large gamme de longueur d’onde, de 400 a
600 nm environ, avec des maxima variant selon la famille de composés de 450 nm a 500 nm. Les coefficients
d’absorption molaire & ces maxima sont de I'ordre de 30 4 40 000 M".cm™ pour les composés a deux branches
et de 50 3 60 000 M™.cm™ pour les trois branches. Lorsque I'on passe des pyridinium, aux o-pyridinium et aux
benzimidazolium, I'absorption est a chaque fois déplacée vers le bleu. Dans I’ADN, le maximum d’absorption
passe de 509 nm pour la TP-2Py a 476 pour la TP-2Bzim. Enfin, de maniere générale, |'absorption dans I’ADN
est légerement plus faible que dans le glycérol et elle est déplacée vers le rouge de fagcon plus ou moins
marquée selon les familles. C’est pour les dérivés benzimidazoliums que cette différence est la plus marquée

avec un déplacement de 30 nm pour la TP-2Bzim alors qu’il n’est que de 2 nm pour la TP-2Pyo (Tableau 4).

Tableau 4. Propriétés optiques linéaires des marqueurs TP dans le glycérol et dans I’ADN.
Aaps : longueur d’onde d’absorption maximale, € : coefficient d’absorption molaire a A, A., : longueur d’onde
d’émission maximale, 4A : déplacement de Stokes en nanométres, @;: rendement quantique de fluorescence,
ex®¢: brillance monophotonique, tr : temps de vie de fluorescence.

Aws(nm) £(Miecm™) A, (nm) 8A(nm) @ exd (Ml.cm™) t:(ns)

TP-2Py glycérol 496 37 400 649 153 0.11 4114 0.34
drewAT 509 31400 656 147 0.07 2198 0.67

TP-3Py glycérol 492 66 000 666 174 0.13 8580 0.31
drewAT 499 51 000 684 185 0.01 510 0.51

TP-2Pyo glycérol 476 47 200 633 157 0.23 10 856 0.42
drewAT 478 41500 627 149 0.22 9130 1.69

TP-3Pyo glycérol 466 63 500 632 166 0.22 13 970 0.33
drewAT 476 65 100 634 158 0.09 5859 1.27

TP-2Bzim glycérol 448 40 400 602 154 0.35 14140 1.00
drewAT 476 44 400 585 109 0.54 23976 2.35

TP-3Bzim glycérol 440 57 200 604 164 0.42 24 024 0.79
drewAT 468 62 400 591 123 0.34 21216 2.03

Quasiment non émissive en milieu aqueux, les triphénylamines émettent dans le glycérol ou bien en
présence d’ADN un signal de fluorescence situé plutdot dans le jaune-rouge, avec des spectres d’émission
couvrant une large gamme de longueur d’onde allant de 550 nm a 800 nm environ et un déplacement de
stokes supérieur a 100 nm, pouvant méme atteindre 185 nm pour la TP-3Py. La Figure 54 montre les spectres
d’absorption et d’émission des triphénylamines lors de I'addition de drewAT, mettant en évidence l'interaction
avec I’ADN et I'exaltation de fluorescence. Les déplacements de longueurs d’ondes observés en absorption
sont respectés en émission et en passant des TP-Bzim, aux TP-Pyo et enfin aux TP-Py, le signal de fluorescence
est de plus en plus déplacé vers le rouge. Comme nous |'avons vu en introduction de ce manuscrit, les séries
Pyo et surtout Bzim ont permis d’optimiser fortement les rendements quantiques, qui passent de 0.07 pour la

TP-2Py a 0.54 pour la TP-2Bzim dans le drewAT.
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Figure 54. Spectres d’absorption et de fluorescence des triphénylamines en présence de quantités croissantes de
drewAT.
Conditions : tampon cacodylate de sodium 10 mM pH 7.2. Absorbance: [TP] = 10 uM, [drewAT] = 0-10 uM,
[NaCl] = 100 mM. Fluorescence: [TP] =1 pM, [drewAT] =0-5 uM, [NaCl] = 100 mM.

Dans le glycérol, les composés a trois branches ont des rendements quantiques similaires a leurs analogues
a deux branches, mais dans I’ADN des disparités importantes apparaissent. En effet les rendements quantiques
mesurés dans le drewAT pour les composés tricationiques sont toujours plus faibles que ceux de leurs
analogues dicationiques. L’hypothése que nous démontrerons en étudiant plus en détail les interactions dans
I’ADN est que le motif de reconnaissance de I’ADN est constitué par deux branches formant un V et que donc la
troisieme laissée libre hors de la matrice ADN entraine une chute du rendement quantique. Pour les deux
branches, aucune tendance nette ne se dessine. La TP-2Py a un rendement quantique plus faible dans le
drewAT que dans le glycérol, alors que c’est I'inverse pour la TP-2Bzim. Ceci montre bien que I'effet de 'ADN
sur les propriétés spectroscopiques ne se résume pas a une inhibition des rotations autour des liaisons comme
c’est le cas dans le glycérol. L’ADN impose une conformation fixe aux triphénylamines et améliore la planéité
des branches et donc la délocalisation électronique. Les interactions électroniques avec les bases (interactions
entre aromatiques, Van der Waals), et I’environnement hydrophobe de I’ADN, entrent sans doute aussi en jeu.
Cas particulier, la TP-2Pyo voit ses propriétés d’absorption et d’émission inchangées dans les deux milieux, ce

qui semble indiquer dans ce cas une configuration identique dans le drewAT et dans le glycérol et donc peu
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d’interactions spécifiques avec I’ADN. Nous verrons plus tard que ces observations sont corrélées avec une

affinité plus faible de la TP-2Pyo pour I’ADN.

Le facteur déterminant pour la microscopie est la brillance, produit de I'absorption et du rendement
quantique, qui déterminera lintensité de fluorescence d’un marqueur. En considérant ce facteur,
I'optimisation des performances des triphénylamines est évidente, avec une brillance supérieure a 20 000
M™.cm™ pour la série TP-Bzim alors qu’elle n’était que de 2 200 M™'.cm™ pour la TP-2Py et 510 pour la TP-3Py.
Pour la série TP-Pyo, I'optimisation bien qu’assez nette par rapport a la série TP-Py originelle est surtout visible
dans le glycérol avec des brillances supérieures a 10 000 alors que dans I'ADN les performances chutent
légérement et restent bien inférieures a celles de la série Bzim. Ceci montre bien la difficulté d’optimiser les

propriétés optiques des composés tout en conservant les propriétés d’interactions avec I’ADN, qui sont

indépendantes.
b. Propriétés non linéaires

Les spectres d’absorption a deux photons des TP ont été mesurés entre 760 et 830 nm. Les dérivés a trois
branches ont un maximum d’absorption a 800 nm et les deux branches a 820 nm, a 'exception de la TP-3Bzim

dont le maxima est a 760 nm (Figure 55).
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Figure 55. Sections efficaces d’absorption des triphénylamines en présence de 30 équivalents en paires de bases d’ADN
de hareng (tampon cacodylate de sodium 10 mM, pH 7.2, NaCl 100 mM)

La variation des accepteurs a permis d’optimiser les rendements quantiques mais aussi les sections
efficaces d’absorption. Aucune molécule n’a une section efficace plus élevée que la TP-3Py (940 GM),
cependant si I'on s’intéresse aux composés a deux branches, les TP-2Pyo et TP-2Bzim ont des sections
efficaces d’absorption plus élevées que la TP-2Py (760 et 710 GM contre 450 GM respectivement, (Tableau 5).

Les molécules ont toutes une section efficace d’absorption plus élevée dans 'ADN que dans le glycérol.
Cette différence peut étre attribuée au blocage de la conformation et donc de I'angle diédre qui pourrait
améliorer la coopérativité entre les branches.

La brillance biphotonique (action cross-section, 6x®¢) permet de classer les composés. Selon ce critere, la

série TP-Bzim se distingue nettement avec des brillances de 383 GM et 275 GM pour les TP-2Bzim et TP-3Bzim.
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Ensuite la brillance chute a 134 GM pour la TP-2Pyo, ces valeurs étant a comparer avec la brillance de 30 GM

environ de la série TP-Py d’origine.

Tableau 5. Propriétés optiques non linéaires des marqueurs TP dans le glycérol et dans ’ADN de hareng.
Azpa ¢ longueur d’onde d’absorption a deux photons maximale, 6 : section efficace d’absorption a A,ps, OX@¢ :
brillance biphotonique.

Azpa (NnM) 5 (GM)  6x®; (GM)

TV ondenmen 820 a0 3
TV ondenmeng @0 %0 9
TP-2Pyo ADI\lgI(\:I/Zef:::eng 258 ;128 12161
TP-3Pyo ADNgIc\i/Zel:::eng :88 ;18 gi
TP-2Bzim Aol\?lgger:::eng 27;28 %8 39853
PN N denarens  d00 #0275

3. Série TP-oxazole

Par rapport aux TP-Py, les TP-OxPy ont globalement une absorption déplacée vers le bleu avec des
coefficients d’absorption molaire plus faibles d’environ 25%. S'il est possible de dégager une tendance générale
sur l'influence de I'oxazole, il existe cependant des différences importantes en fonction du sens de liaison de

I’oxazole (Tableau 6).

Tableau 6. Propriétes optiques linéaires des TP-oxazoles dans le drewAT et la ds26.

Aaps (nm) e(Mtem™) Aerm (nm) AA (nm) (o exd; (Mt.em™)

TP-20x2Py drewAT 485 14700 - - - -

glycérol 477 48700 690 213 0.022 1071
TP-30x2Py drewAT 482 35000 - - - -
TP-20x5Py glycérol 454 45300 636 182 0.053 2401

drewAT 466 21800 631 165 0.038 500
TP-30x5Py glycérol 447 58500 634 188 0.11 3393

drewAT 444 45500 606 165 0.031 1459

Les TP-Ox2Py absorbent vers 480 nm en moyenne et les TP-Ox5Py vers 440 nm. Ces disparités se retrouvent
également dans les propriétés d’émission. Dans le glycérol, la TP-30x5Py émet vers 690 nm contre 640 nm
pour les TP-Ox5Py, avec des rendements quantiques de fluorescence plus faibles que leurs analogues TP-Py.
Dans I’ADN, les TP-Ox5Py conservent la fluorescence commutable des TP-Py avec une émission éteinte dans
I'eau et restaurée par ajout d’ADN (Figure 56). La TP-20x5Py a un rendement quantique plus faible dans le
drewAT que la TP-2Py (0.038 vs. 0.11) avec une émission vers 631 nm contre 656 nm. Contrairement a la
tendance observée en série TP entre les deux et trois branches, il n’y a pas vraiment de baisse du rendement
qguantique entre la TP-20x5Py et la TP-30x5Py et I'émission de cette derniére est déplacée vers le bleu de 25
nm. Nous pouvons donc nous attendre a une interaction Iégerement différente qui peut s’expliquer par le fait

que les TP-oxazoles contrairement aux vinyle-TP possédent des accepteurs de liaison hydrogéne.
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Figure 56. Spectres d’absorption et d’émission des TP-oxazoles en présence de drewAT ().
Conditions : tampon cacodylate de sodium 10 mM pH 7.2, 100 mM NacCl. Absorbance : [TP-Ox5Py] = 10 uM, TP-
Ox5Py libre en solution (bleu ciel) et en présence de 1 équivalents molaire de drewAT (bleu foncé).
Fluorescence : [TP-Ox5Py] = 1 uM, [drewAT] = 0 - 10 uM, du rouge pale au rouge foncé.

Les TP-Ox2Py ont un comportement radicalement différent puisque aucun signal de fluorescence n’est
observé lors de I'ajout d’ADN, nous nous intéresserons donc essentiellement aux TP-Ox5Py dans la suite de ce

travail.

4. Série N-phenylcarbazole

Pour un méme accepteur pyridinium, la rigidification du cceur, obtenue en remplagant la triphénylamine
par un N-phénylcarbazole, donne de meilleurs fluorophores, avec des rendements quantiques dans le glycerol
plus élevé (0.33 pour le Cbz-2Py contre 0.11 pour la TP-2Py). Dans le drewAT, leur comportement est
comparable a celui des triphénylamines ; la fluorescence du Cbz-3Py et partiellement éteinte alors que le

rendement quantique du Cbz-2Py est augmenté (Tableau 7).

Tableau 7. Propriétés optiques des marqueurs Cbz dans le glycérol et I’ADN.

Aabs £ Aem aA ® £X¢F 113 Asza 6“ 6X¢F
(nm)  (Mtem™)  (nm)  (nm) ' (MLem?) (ns) (nm) (GM) (GM)

glycérol 444 28 700 575 131 033 9471 1.05 800 190 64

Chz-2Py
drewAT 441 21700 545 94 0.58 12 586 2.50 800 210 121
glycérol 437 61 100 581 144 0.16 9776 0.77 760 540 84
Cbz-3Py
drewAT 441 44 200 552 111 0.03 1326 1.87 820 320 11
glycérol 410 30550 560 150 0.29 6416 nd nd nd nd
Cbz-20x5Py

drewAT 415 19 500 - - - - - - - -

®Mesures effectuées dans ’ADN de hareng au lieu du drewAT.

Les dérivés Cbz absorbent moins que les analogues TP et |'absorption est déplacée vers le bleu avec un
maximum a 441 nm pour le Cbz-2Py dans le drewAT contre 509 nm pour la TP-2Py. En émission ils ont comme
les TP une fluorescence commutable dans le drewAT, avec des déplacements de Stokes légérement plus

faibles, et émettent environ 100 nm en dessous des triphénylamines, donc dans le vert-jaune (Figure 57).
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Figure 57. Spectres d’absorption et de fluorescence du Cbz-2Py en présence de drewAT.
Conditions : tampon cacodylate de sodium 10 mM pH 7.2, 100 mM NaCl. Absorption : [TP] = 10 uM, [drewAT] =
0 - 10 uM. Fluorescence : [TP] =1 uM, [drewAT] =0 - 15 uM.

Le remplacement du pont vinylique par un oxazole a peu d’incidence dans le glycérol. Le Cbz-20x5Py reste
un bon fluorophore avec un rendement quantique de 0.29. Son absorption est encore déplacée vers le bleu par
rapport au Chz-2Py, comme cela avait pu étre observé entre la TP-20x5Py et la TP-2Py. L’interaction avec
I’ADN est par contre radicalement modifiée et la fluorescence du composé n’est pas rétablie en présence
d’ADN.

Les propriétés d’absorption a deux photons des Cbz sont moins bonnes que celles des triphénylamines. La
section efficace d’absorption chute en effet de plus de moitié entre les Cbz-2Py et 3Py et les TP-2Py et 3Py. Les
valeurs de brillance illustrent bien ces observations ; si 'on considéere la brillance monophotonique, le Cbz-2Py
se classe comme |'un des tous meilleurs marqueurs d’ADN de cet ensemble de molécules, alors que sa brillance
a deux photons de 121 GM bien qu’excellente par rapport a la plupart des fluorophores classiques est bien

inférieure a celle des TP-Bzim.
5. DP-2Py et BMVC

Nous avons vu que de maniére générale, les composés a deux branches présentent de meilleures
propriétés optiques dans I’ADN que leurs analogues a trois branches. La DP-2Py et le BMVC ont permis

également d’évaluer I'influence du groupement phényle pour les composés a deux branches .

Tableau 8. Propriétés optiques de la DP-2Py et du BMVC dans le drewAT.

Ap(nm)  e(Miem™) A, (hm) 44 (nm) @ ex®; (M™.cm™)
DP-2Py 470 70 800 645 175 0.01 708
BMVC 435 51 000 560 125 0.13 6 630

Le spectre d’absorption de la DP-2Py présente un maximum a 470 nm, soit 40 nm en dessous de la TP-2Py,
avec un coefficient molaire d’absorption nettement supérieur de 70 800 M™.cm™, soit presque que deux fois
plus que dans le cas de la TP-2Py (Tableau 8). Elle émet a 645 nm, soit presque a la méme longueur d’onde que
la TP-2Py et présente donc un déplacement de Stokes plus important, avec cependant un rendement
quantique de fluorescence dix fois plus faible (Figure 58). Le BMVC absorbe presque a la méme longueur

d’onde que le Cbz-2Py mais par contre émet plus haut de 15 nm (560 contre 545 nm). Comme pour la DP-2Py,
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le BMVC a un coefficient d’absorption molaire plus élevé (51 000 contre 21 700 M™*.cm™ pour le Cbz-2Py) et un
rendement quantique plus faible (0.13 contre 0.58 pour le Cbz-2Py). L'absence du groupement phényle
entraine donc une modification importante des propriétés optiques des fluorophore et notamment une chute

importante de la brillance.
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Figure 58. Spectres d’absorption et d’émission de la DP-2Py en présence de drewAT.
UV : [DP-2Py] = 10 uM, [drewAT] =0 (bleu clair) — 10 uM (bleu foncé). Fluorescence : [DP-2Py] = 1 uM,
[drewAT] = 0 (orange) — 10 uM (rouge). Tampon cacodylate de sodium pH 7.2 (10 mM CacoNa, 100 mM Nacl).

Les deux composés conservent néanmoins les mémes propriétés relatives que les triphénylamines et les N-
phénylcarbazoles (Tableau 8) :
e Absorption plus faible et déplacée vers les basses longueurs d’ondes pour le carbazole par rapport a la
diphénylamine
e Emission de la DP-2Py dans le rouge et du BMVC dans le jaune

e Rendement quantique du BMVC plus élevé que celui de la DP-2Py.

Cette étude montre bien la difficulté d’optimiser simultanément les propriétés de fluorescence et
d’absorption a deux photons des fluorophores, tout en conservant leur capacité a fluorescer sélectivement
dans I’ADN. Si le coeur N-phénylcarbazole a permis effectivement d’augmenter le rendement quantique, cela
n’a pas compensé la chute des valeurs de section efficace d’absorption a deux photons. De plus la série Cbz a
perdu I'émission dans le rouge de la TP-2Py, facteur important pour I'imagerie. En revanche la variation des
accepteurs a permis d’obtenir la série TP-Bzim possédant des brillances mono- et bi-photoniques optimisées.
Pour une série donnée, c’est le composé a deux branches qui donnent les meilleures performances dans I’ADN,
mais la suppression du groupement phényle entraine une chute radicale du rendement quantique.

Nous avons ensuite étudié I'interaction de ces composés avec I’ADN pour déterminer leur sélectivité et

leur affinité envers différentes formes d’ADN ainsi que leur mode de liaison.
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C. INTERACTION AVEC L'ADN

I. Titrations fluorimétriques et mesures d’affinités

1. Choix du modele mathématique

Devant la complexité des interactions non covalentes, il est délicat de déterminer une équation prenant en
compte tous les parametres possibles (stoechiométrie et coopérativité notamment) pour modéliser un
équilibre et calculer des constantes d’affinités. Nous avons cherché a mettre en place une équation
mathématique simple, tirant parti de la structure modele de I'oligonucléotide duplex drewAT nous permettant
de modéliser les titrations fluorimétriques de nos composés dans I’ADN pour en tirer des valeurs de constantes
d’affinités. De nombreux modéles issus de la biochimie puis repris par la chimie supramoléculaire ont été
décrits, depuis le modele simple de Scatchard [124], a ceux plus complexes de Benesi-Hildebrand [125] et
McGee-Von Hippel [126] mis au point pour prendre en compte la coopérativité. Ces modeles élaborés avant
I'arrivée des ordinateurs et des logiciels de modélisation non linéaire reposent tous sur une linéarisation des
données expérimentales.

Comme tout modele est perfectible, le sujet fait toujours I'objet de discussion aujourd’hui et il ressort des
plus récentes avancées sur le sujet que les méthodes de linéarisation de données sont a éviter. Il est préférable
de modéliser directement la valeur physico-chimique mesurée par des équations non linéaires pour prévenir
les erreurs numériques inhérentes a la linéarisation [127]. Dans le cas d’un systeme 1:1, la modélisation non
linéaire ne pose pas de probléme avec des logiciels de modélisation graphique comme Graphad mais dans des
cas plus complexes elle peut nécessiter des logiciels de calcul plus poussés.

Plagons-nous dans le cas de la réaction entre une triphénylamine (TP) et le drewAT : ce dernier a été choisi

de fagcon a ne donner qu’un seul site de liaison, nous pouvons donc écrire I'équation de réaction suivante :

—
TP + drewAT TP/drewAT

Ky

Le complexe TP/drewAT sera noté « Comp », et nous pouvons introduire les notations suivantes :
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e [X]: concentration en espéce libre en solution.

e [X]o: concentration en espéce X initiale (ou totale).
e K, :constante d’affinité du complexe.

e Ky : constante de dissociation du complexe.

Avec :

[Comp] 1

= rareeat = 1

a  [TP][drewAT] Kq

Les titrations fluorimétriques ont été effectuées a concentration en marqueur constante, celle en ADN
étant variable, nous nous placerons donc dans ce cas.

En remarquant que :

[TP]o = [TP] +[Comp]

alors,
[Comp]
[Comp] _ _ [Comp] _ _ [TP] (2)
[TP]o [TP]+[Comp] 1+%

En combinant les équations (1) et (2), on obtient alors I’équation (3) décrivant I'isotherme de liaison dans le

cas d’une stoechiomérie 1:1.

[Comp] _  Kj[drewAT]
[TP], 1+Ka[drewAT]( )

Dans le cas de la fluorescence, on peut se ramener au parametre mesuré en écrivant la fluorescence d’une

espece X :
F = k«X],

ou k, est une constante ne dépendant que de I'espéce X pour un appareillage donné.

Ici, cela donne :
Fo = krp[TP]o (4)
F = krp[TP] + Keomp[Comp] (5)

en supposant qu’il n’y a pas de quenching dynamique et que donc le facteur kyp ne varie pas lors de I'ajout
d’ADN.
En combinant les équations (4) et (5) et avec I'aide de (3), on obtient I'équation (6) décrivant I'évolution de

F/F, en fonction de la concentration en ADN.

F 1+ AxK,[drewAT] 6
Fo 1+ K,[drewAT] ®)

ou A qui vaut keomp/Krp €t une constante.
A ce stade, [drewAT] est la solution de I’équation quadratique (7), qui donne une unique solution positive

(8).
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[drewAT]? — [drewAT]([drewAT], — [TP], — Kq) — K4[drewAT], = 0 (7)

[drewAT] = ([drewAT]o — [TP]o — Ka) ++/ ([dl‘eWZAT]o — [TP]y — Kq)? + 4K4[drewAT], ®

Il est courant pour simplifier le probléme d’assimiler [drewAT] et [drewAT]0, c'est-a-dire de considérer que
seule un petite partie de I’ADN s’est liée au marqueur. Cette hypothése peut étre correcte dans des conditions
diluées et/ou lorsque les constantes d’affinités sont faibles mais est fausse dans un cas général.3

Dans notre cas il est possible d’estimer simplement la valeur de [drewAT]. A partir des équations (4) et (5),

on peut écrire :
F-Fo = B[Comp] avec B = Keomp - k1p (9)

En supposant qu’a saturation en ADN tout la triphénylamine est liée a I’'ADN, la concentration en drewAT

complexé est alors égale a [TP],, ce qui donne I’équation (10).
Fmax — Fo = B[TP]o, d’ol B = (Fmax — Fo)/[TP]o (10)
Sachant que :
[drewAT] = [drewAT]o - [Comp],

on obtient avec les équations (9) et (10) I'expression de [drewAT] :

[drewAT] = [drewAT], — f[TP], avec f = ———=—(11)

max—Fo

Nous disposons donc d’'un modéle mathématique pour traiter nos courbes de titrations F/Fg = f([drewAT],)
(équations (6) et (8)) reposant sur deux hypotheses :

e lastoechiométrie de la réaction est 1:1.

e Pas de quenching dynamique de la fluorescence des marqueurs libres en solution lors de I'ajout

d’ADN.

Par ailleurs il est possible de calculer la concentration en drewAT libre sans passer par la résolution de

I’équation quadratique a partir de I’équation (11) en faisant une troisieme hypothése : a saturation, toute la

triphénylamine est lié a ’ADN et chaque molécule contribue également a la fluorescence.

L'hypothese de la stoechiométrie est plausible car I'oligonucléotide utilisé pour les titrations a été choisi
pour n’offrir qu’un site de fixation. Le diagramme de Job [128] permet de vérifier expérimentalement la
stoechiométrie mais n’est véritablement valable que pour les équilibres 1:1. La meilleure méthode pour établir
la stoechiométrie reste la cohérence du modéle. Si ce dernier coincide bien avec les points expérimentaux et
converge vers un seul jeu de valeurs réalistes pour les parametres avec des erreurs standards faibles,
I’'hypothése de stoechiométrie de départ est validée [127].

Négliger un possible quenching dynamique n’est pas un réel probléme étant donnée la contribution

négligeable des marqueurs libres a la fluorescence des le premier ajout d’ADN.

* La mise en place des équations (1) a (8) est tirée de la référence [127] olu certaines erreurs mathématiques - ol ce qui

nous est apparu comme tel — ont été corrigées.
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La troisieme hypotheése est correcte s’il n’y a pas d’interactions non spécifiques sur un site autre que celui

qui nous intéresse. Le calcul de [drewAT] par I'équation (11) ne sera de toute fagon pas utilisé directement

pour modéliser les courbes.

2. Application a la série TP

L’étude détaillée de I'affinité et la sélectivité des marqueurs sera présentée en détails dans le Il de cette

section, et nous allons ici simplement prendre comme exemple la série triphénylamine pour regarder en détail

I'application du modeéle précédent. Toutes les titrations ont été effectuées a pH 7.2 dans un tampon cacodylate

de sodium 10 mM. Nous avons d’abord titré les TP a 1 uM par le drewAT avec une force ionique maintenue

constante par une concentration en NaCl de 100 mM (Figure 59).

200+

150+

100

F/F,

50—

*

TP-2Pyo
TP-3Pyo
TP-2Bzim
TP-3Bzim
TP-3Py
TP-2Py

[drewAT]o (LM)

T
6

10

Figure 59. Courbes de titrations fluorimétriques des TP-Py, TP-Pyo et TP-Bzim a 1 uM par le drewAT.

Conditions : tampon cacodylate de sodium 10 mM (pH 7.2), 100 mM NacCl.
Les courbes noires représentent la modélisation par I’équation (6) en supposant que [drewAT] = [drewAT],.

A I'aide du logiciel Graphpad 5.0, les titrations ont été modélisées avec I'équation (6) en faisant I’hypothese

que [drewAT] = [drewAT],. Le cohérence entre le modele et les courbes expérimentales est a premiere vue

correct, le modele suit globalement les point expérimentaux et les coefficients de corrélation sont tous

supérieurs a 0.9 (Tableau 9).

Tableau 9. Paramétre de fitting des courbes de la Figure 59.

2

Kq (uM) Erreur standard Intervalle de confiance a 95% R
TP-2Py 0.72 0.044 (6%) 0.62-0.82 0.9634
TP-3Py 0.34 0.061 (18%) 0.20-0.48 0.9639
TP-2Pyo 0.46 0.083 (18%) 0.27-0.65 0.9953
TP-3Pyo 0.48 0.086 (18%) 0.28-0.67 0.9626
TP-2Bzim 0.37 0.028 (8%) 0.31-0.43 0.9918
TP-3Bzim 0.29 0.062 (21%) 0.15-0.42 0.9435
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Il est cependant nécessaire de regarder aussi I'erreur standard sur le Ky et I'intervalle de confiance a 95%.
Ces données représentent |'erreur estimée par le logiciel sur le calcul des paramétres et I'intervalle dans lequel
la valeur exacte a 95% de chances de se trouver. Si 'erreur est élevée et I'intervalle large, le logiciel a convergé
vers un jeu de solutions mais n’a pas pu déterminer avec précision la valeur des parametres et la modélisation
n’est pas satisfaisante. C'est le cas ici, ol malgré une convergence correcte du modele, I'incertitude sur K4 est

élevée.

Nous avons donc calculé dans le cas de la TP-2Bzim et de la TP-2Pyo la concentration effective en drewAT
libre en solution ([drewAT]) par I'équation (11). Si 'on compare cette valeur a la concentration en drewAT
ajoutée ([drewAT]y), il y a une différence importante qui explique I'échec de la modélisation (Figure 60).
Certaines valeurs négatives aberrantes montrent bien que I’ADN est majoritairement sous forme complexée au

moins au début de la titration et que [drewAT] = [drewAT], est une hypothese fausse.

10-
8 TP-2Bzim
= TP-2Pyo
S 6
3
~— n
= 44
< .
3 27 . "
n
"
0 Syl T T T | I
2 4 6 8 10
-2- [drewAT], (UM)
[drewAT], (LM) 0,2 04 0,6 0,8 1 1,5 2 2,5 3 4 6 8
TP-2Bzim <0 <0 <0 10064 021 066 1,12 158 206 3,03 5 6,9
TP-2Pyo 0,0049 <0 <O o0,0056 0,13 057 104 1,53 2,01 3,01 5 -

Figure 60. Concentration réelle en drewAT libre en solution en fonction de la concentration en drewAT ajoutée lors des
titrations des TP-2Bzim et TP-2Pyo a 1uM.
La droite rouge représente le cas idéal ou [drewAT] = [drewAT],.

Pour pallier cette erreur, nous avons écrit a partir des formules (6) et (8) une nouvelle équation prenant en
compte la valeur réelle du drewAT libre en solution et non plus la concentration ajoutée. Cette fonction a été

définie comme suit dans Graphpad 5.0 :

B = X-L0-Kd
D = 4*Kd*X
C =0.5*(B+sqrt(B*B+D))
Y = (Kd+Fmax*C)/(Kd+C)
Ou LO est la concentration en ligand initiale a définir, X la concentration en drewAT ajouté, Y F/F, et Kd et

Fmax le couple de parametres a déterminer. Dans la suite de ce manuscrit, toute modélisation de courbe sera

effectuée par cette équation.
Il est d’entrée visible que la nouvelle équation coincide moins bien avec les points expérimentaux (Figure

61). Si 'on regarde plus précisément les résultats du calcul pour la TP-2Pyo et la TP-2Bzim, les erreurs
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standards sont effectivement trés élevées et en plus le logiciel inclut dans I'intervalle de confiance, et donc

dans les valeurs acceptables de K, des valeurs négatives (Tableau 10).

200+

150 . —— TP-2Pyo
—=— TP-3Pyo
—— TP-2Bzim
—— TP-3Bzim
—— TP-3Py
—— TP-2Py

FIF,

8 10
[drewAT], (MM)

Figure 61. Courbes de titration des TPs en fonction de la concentration en drewAT ajoutée.
Courbes noires : modélisation prenant en compte de la concentration réelle en drewAT libre en solution. Mémes
conditions que la Figure 59.

Tableau 10. Parameétre de fitting des courbes de la Figure 61.

2

Kg (UM)  Erreur standard Intervalle de confiance a 95% R
TP-2Bzim = 0.02393 0.007278 (30%) 0.007148-0.04071 0.9698
TP-2Pyo  0.005129 0.002308 (45%) (-0.0001922)-0.01045 0.8549

Il a été montré que pour déterminer avec précision une constante d’affinité, une titration doit étre
effectuée a une concentration de I'ordre du K, sinon la variation du parameétre mesuré est trop brutale et la
partie exploitable de la courbe (avant saturation) est trop faible [2,127]. A partir des valeurs précédentes
(Tableau 9) qui sont sans doute sous-estimées, il est possible d’évaluer le Ky des triphénylamines en dessous de
1 uM. Connaissant cet ordre de grandeur, il est nécessaire avant d’éventuellement appliquer un autre modele
d’optimiser les conditions expérimentales pour appliquer notre modéle d’équilibre 1:1 dans des conditions
acceptables.

Les titrations ont donc été reproduites a une concentration en triphénylamine de 0.25 uM. Par ailleurs, la
concentration en NaCl a été portée a 400 mM pour augmenter la force ionique et limiter ainsi les interactions
électrostatiques non spécifiques en écrantant la charge du ligand. De plus, lors de la fixation dans le petit sillon,
le ligand doit déplacer les cations jouant le réle de contre-ions des phosphates de ’ADN. Ce déplacement va
étre rendu plus difficile si la force ionique est élevée. Ainsi nous espérons nous placer dans des conditions ou
seule l'interaction spécifique dans le petit sillon de I’ADN sera détectée et diminuer légérement I'affinité
apparente des ligands pour améliorer la modélisation des courbes. Avec ces nouvelles conditions

expérimentales, le modéle coincide parfaitement avec les données expérimentales (Figure 62).
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FIF,

TP-2Py
——  TP-3Fy
—— TP-2Pyo
—— TP-3Pyo
——  TP-2Bzim
—e—  TP-3Bzim

50

0 2 4 6 8 10
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Figure 62. Courbes de titrations fluorimétriques des TP-Py, TP-Pyo et TP-Bzim a 0.25 uM par le drewAT.
Tampon cacodylate de sodium 10 mM (pH 7.2), 400 mM NaCl.
Les courbes noires représentent la modélisation par I'équation (6).

Les parametres de fitting sont excellents avec des erreurs standard faibles, a la seule exception de la TP-
3Bzim qui est encore trop affine et dont le Ky ne peut qu’étre estimé comme inférieur a 10 nM (Tableau 11).
Cette nouvelle mesure rend mieux compte des différences d’affinité entre les composés avec une gamme de
valeurs plus étendues. Il y a par exemple un écart d’'un ordre de grandeur entre la série TP-Py et la série TP-
Bzim. Pour les molécules les moins affines comme les TP-Py, la différence entre cette mesure et la précédente
est faible. En effet, plus I'affinité est faible et plus I’hypothése [drewAT] = [drewAT], est valide. Par contre pour

les TP-Bzim I’affinité était largement sous-évaluée.

Tableau 11. Parameétres de fit des courbes de la figure 9.

2

Ky (WM)  Erreur standard Intervalle de confiance a 95% R
TP-2Py 0.8262  0.02309 (2.8%) 0.7775-0.8749 0.9983
TP-3Py 0.2350 0.004516 (1.9%) 0.2252-0.2447 0.9996
TP-2Pyo 1.208 0.01164 (1.0%) 1.003-1.052 0.9998
TP-3Pyo = 0.4255 0.006156 (1.4%) 0.4125-0.4386 0.9996
TP-2Bzim 0.08841 0.002573 (1.4%) 0.08293-0.09389 0.9994
TP-3Bzim 0.01353 0.009187 (68%) -0.006052-0.03310 0.9086

La TP-2Pyo est un cas particulier intéressant, car elle apparaissait comme |'une des molécules les plus
affines dans la premiére mesure et est finalement aprés optimisation des conditions la molécule la moins
affine. Graphiquement cela se traduit par une exaltation de fluorescence beaucoup plus progressive et
I'absence de plateau de saturation. Lors de la premiére titration, on peut supposer que I'augmentation de
fluorescence était la traduction d’une interaction majoritairement non spécifique. Ceci est cohérent avec les
propriétés optiques de la TP-2Pyo inchangées entre le glycérol et 'ADN et qui semblent indiquer que
I'interaction avec 'ADN ne change pas la conformation de la TP-2Pyo. En diminuant la concentration et en
augmentant la force ionique, nous avons supprimé cette interaction non spécifique et observé l'interaction

spécifique de plus faible affinité.
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Nous disposons donc maintenant d’'une méthode de mesure des constantes d’affinités de nos marqueurs
dans le drewAT, que nous allons pouvoir transposer a d’autres séquences et structures d’acides nucléiques
pour étudier leur sélectivité structurale. Dans la suite du manuscrit, I’analyse des courbes de titrations ne sera
plus détaillée et seules les valeurs de constantes d’affinités seront données. Les résultats complets des

modélisations non linéaires sont néanmoins disponibles en annexe A.

Il. Sélectivité et mode de liaison

Par titrations fluorimétriques dans différentes structures et séquences d’ADN duplex, simple brin et
quadruplex, nous avons étudié la sélectivité structurale de nos composés. Par ailleurs des mesures de
dichroisme circulaire nous ont permis de caractériser le mode liaison de nos molécules et de rationaliser les
préférences structurales observées. Les séquences étudiées et leur structure secondaire sont répertoriées dans

le Tableau 12.

Tableau 12. Séquences et structures des oligonucléotides étudiés.

Séquence (5’ - 3’) Structure
misTA GGG-TTA-CTA-CGA-ACT-GG Simple brin
ds26 CAA-TCG-GAT-CG A-ATT-CGA-TCC-GAT-TG ADN-B
drewAT CGC-GAA-ATT-TCG-CG ADN-B
c-kit2 GGG-CGG-GCG-CGA-GGG-AGG-GG G-4
22AG AGG-GTT-AGG-GTT-AGG-GTT-AGGG G-4
c-myc TGA-GGG-TGG-GTA-GGG-TGG-GTAA G-4

1. Sélectivité structurale

a. Sélectivité optique vs. affinité

Pour déterminer la sélectivité structurale, deux parameétres peuvent étre pris en compte, I'exaltation de
fluorescence a saturation en ADN (F/F,, rapport des intensités de fluorescence du complexe F et du marqueur
libre Fq, intégrées sur le spectre) et la constante d’affinité. Cette derniére donne une mesure quantitative de
I'affinité mais ne peut pas toujours étre calculée avec un modele simple, nous regarderons donc
essentiellement |'exaltation de fluorescence associée a la liaison a une structure d’acides nucléiques pour
déterminer la sélectivité structurale des marqueurs. Il est a noter cependant que l'interaction avec I’ADN d’un
chromophore ne s’accompagne pas nécessairement d’une variation du signal de fluorescence et qu’un
marqueur fluorescent peut interagir fortement avec ’ADN ou une autre matrice biologique en fluorescant peu
et inversement. L'amplitude de I'exaltation et/ou le rendement quantique de fluorescence dans ’ADN ne sont
donc pas nécessairement proportionnels a I'affinité. Néanmoins, le parameétre pertinent en microscopie est la
brillance du fluorophore sur sa cible et le contraste par rapport au fluorophore libre ou lié sur des cibles
secondaires, il est donc légitime d’estimer la sélectivité en fonction des valeurs d’exaltation de fluorescence.
Nous parlerons alors de sélectivité optique. Nous dirons donc par convention que si une molécule fluoresce
dans une structure d’ADN et pas dans l'autre elle est sélective de la premiére méme si fréquemment il y a au
moins une interaction électrostatique non spécifique avec la seconde due aux charges nettes positives portées

par les fluorophores.
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La famille des TP-OxPy illustre bien cette différence entre I'affinité réelle caractérisée par la valeur de la
constante d’affinités K,, et la sélectivité optique quantifiée par I'exaltation de fluorescence. Pour des structures
trés proches, les TP-Ox5Py sont fluorescentes dans I’ADN et les TP-Ox2Py non. Par contre la TP-20x2Py en
présence d’ADN donne un signal de dichroisme circulaire induit caractéristique d’une interaction avec I’ADN

(Figure 63). Les deux séries de molécules interagissent donc avec I’ADN mais seule I'une d’elles est fluorescente

pour des raisons photophysiques qui restent inexpliquées.

Ellipticity (mDeg)

Wavelength (nm
o gth (nm)

Figure 63. Spectre de dichroisme circulaire du drewAT lors de I'addition de TP-20x2Py.
[drewAT] = 3 uM, [ligand] = 0 uM (bleu clair) — 20 uM (bleu foncé) dans un tampon cacodylate de sodium pH 7.2

(10 mM CacoNa, 100 mM NaCl).
b. Série triphénylamine

La sélectivité optique des TP-Py pour I'ADN duplex et en particulier les zones AT a déja été mise en
évidence. La série TP a été étudiée par titration fluorimétrique dans I’ARN total (extrait du foie de veau, noté
cIRNA pour calf liver RNA), dans un oligonucléotide simple brin (ssDNA, noté aussi misTA) ne formant pas de
structure secondaire particuliére- et dans deux oligonucléotides duplex :

e drewAT : duplex court (14 bp) présentant un seul site de fixation AAATTT

e ds26: duplex long (26 bp) présentant plusieurs sites potentiels et notamment un site AATT.

150
mmm ssDNA
1004 e drew AT
S mmm  ds26
™ mmm cIRNA
50

TP-2Py  TP-3Py TP-2Pyo TP-3Pyo TP-2Bzim TP-3Bzim

Figure 64. Exaltation de fluorescence F/F, des TP en présence de différentes formes d’acides nucléiques.
F = intensité de fluorescence du complexe TP/ADN intégrée sur le spectre, F, = intensité de fluorescence intégrée

de la TP libre avant I’ajout d’ADN.
[TP] =1 uM dans un tampon cacodylate de sodium pH 7.2 (10 mM CacoNa, 100 mM NacCl).
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En regardant les exaltations de fluorescence (ie la sélectivité optique) les composés a deux branches ont
une sélectivité tres nette pour I’ADN duplex par rapport a ’ARN ou au simple brin (Figure 64). En revanche les
fluorophores a trois branches n’ont pas cette sélectivité et interagissent pareillement avec 'ARN et I’ADN
simple ou double brin, sans doute par des interactions électrostatiques dues a la charge supplémentaire. A
I’exception de la TP-3Py et de la TP-3Bzim, on observe également une préférence pour le drewAT et son motif
AAATTT par rapport au ds26 et son motif AATT, a supposer que dans ce dernier cas le site AT soit bien le site de
fixation préférentiel. L'affinité des marqueurs de la série TP dans le ds26 a été mesurée par titration
fluorimétrique en employant dans les mémes conditions expérimentales que pour le drewAT (Figure 65). La
encore, le modele de stoechiométrie 1:1 coincide avec les courbes expérimentales malgré la longueur plus
importante de I'oligonucléotide qui posséde plus de sites de liaison potentiels. Comme dans le drewAT, les TP
interagissent donc avec le ds26 pour former des complexes 1:1 avec cependant des constantes d’affinités plus
faibles d’un ordre de grandeur environ (Tableau 13). A I'exception des TP-3Bzim et TP-3Py, il semblerait que,
pour une molécule donnée, la baisse de I'exaltation de fluorescence d’un ADN a I'autre soit bien corrélée a une

affinité moindre.

TP-2Bzim
TP-3Bzim
TP-2Pyo
TP-3Pyo
TP-2Py
TP-3Py

FIF,

15

[ds26], (M)

Figure 65. Titrations fluorimétriques des TP par le ds26.
[TP] =0.25 uM dans un tampon cacodylate de sodium pH 7.2 (10 mM CacoNa, 400 mM Nacl).

Tableau 13. Exaltations de fluorescence a saturation en ADN et constantes d’affinités des TP mesurées par titrations
fluorimétriques dans diverses formes d’acides nucléiques.

ssDNA cIRNA ds26 drewAT
F/F, F/F, F/Fo K, (10° M) F/Fo K, (10°M™)

TP-2Py 4 4 15 0.35 24 1.2

TP-3Py 19 13 18 1.2 14 4.4

TP-2Pyo 15 2 70 0.18 162 1.1

TP-3Pyo 33 24 32 0.65 64 2.4

TP-2Bzim 25 2 86 0.97 140 12
TP-3Bzim - 26 57 2.9 32 -

En regardant chaque ADN duplex indépendamment, il apparait clairement dans les deux cas que les TP-
Bzim sont les plus affines devant les TP-Pyo et TP-Py. La série TP-Pyo est néanmoins un peu a part puisque la

TP-2Pyo est la molécule la moins affine alors que la TP-3Pyo fait partie des plus affines juste derriére les deux
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TP-Bzim (Tableau 13). Ces observations illustrent bien I'absence de corrélation systématique entre exaltation
de fluorescence et affinité réelle puisque la TP-2Pyo présente les exaltations parmi les plus élevées.

Les marqueurs triphénylamines dicationiques présentent donc une sélectivité optique marquée pour I’ADN
duplex associée a une affinité élevée avec des K, tous supérieurs a 10° M dans le drewAT. Ce sont également
des ligands préférentiels des zones riches en AT : en passant du drewAT au ds26 dont la séquence est mixte
(50% GC / 50% AT environ, avec néanmoins un site de fixation AATT favorable) on observe a deux exceptions
pres (TP-3Py et TP-3Bzim) une baisse de I'exaltation de fluorescence de pres de moitié et dans tous les cas on
mesure une affinité environ 10 fois plus faible. En passant de la série Py originelle a la série Bzim, nous avons
non seulement largement augmenté le rendement quantique mais aussi I'affinité, puisque la TP-2Bzim

présente une affinité 10 fois plus élevée que la TP-2Py et semble étre la molécule la plus prometteuse.
c. Série N-phénylcarbazole

Le comportement de la série carbazole entre ADN simple et double brin est similaire a celui de la série TP
(Figure 66) :

e  Sélectivité du Cbz-2Py pour ’ADN duplex par rapport a I’ADN simple brin (malgré une exalta-
tion plus importante que pour la TP-2Py, la sélectivité du Chz-2Py n’est pas meilleure car la fluorescence dans
I’ADN simple brin est aussi plus élevée)

e Préférence du Cbz-2Py pour le drewAT par rapport au ds26

e Pasde sélectivité du Cbz-3Py.

Par ailleurs la similarité de structure entre le Chz-2Py et le BMCV nous a poussé a étudier plus en détails

I'interaction entre les dérivés Cbz et I’ADN G4. Trois séquences ont été étudiées, c-myc, c-kit2 et 22AG (Figure

37).
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Figure 66. Exaltations de fluorescence des composés Cbz mesurées a saturation en présence de diverses formes d’acides
nucléiques.

[Cbz] =1 uM dans un tampon cacodylate de sodium pH 7.2 (10 mM CacoNa, 100 mM Nacl).
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Les deux dérivés interagissent bien avec les quadruplexes sans discriminer véritablement entre les trois
structures. Pour le Cbz-2Py, I'exaltation dans les G4 est de I'ordre de 50 environ, ce qui reste plus de deux fois
plus faible que dans le drewAT (F/F, = 140) mais est de I'ordre du ds26 (F/F, = 67) (Figure 66). La sélectivité du
Cbz-2Py pour le duplex sur le G4 est donc dépendante de la structure. Le Cbz-3Py n’est pas plus sélectif du G4
qu’il ne I’est du simple brin et donne des exaltations comparables dans toutes les structures et séquence, avec
toutefois une exaltation Iégerement plus forte dans c-kit2 (Figure 66).

Les titrations ont été effectuées dans les deux duplex drewAT et ds26 (Figure 67) et dans les trois structures
G4 (Figure 68) a 1 M en Cbz-Py avec 100 mM de NaCl. L’affinité élevée dans le drewAT a nécessité d’optimiser
les conditions de concentration et de force ionique et les mesures ont été répétées pour le drewAT seulement

a 0.25 uM en Cbz avec 400 mM de NaCl.
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Figure 67. Titrations fluorimétriques des Cbz par les oligonucléotides duplexes drewAT et ds26.
DrewAT : [Cbz] = 0.25 uM, 400 mM NaCl ; ds26 : [Cbz] =1 pM, 100 mM NaCl. Tampon cacodylate de sodium pH
7.2 (10 mM CacoNa).
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Figure 68. Titrations fluorimétriques des Cbz par de ’ADN G4.
[Cbz] =1 uM dans un tampon cacodylate de lithium pH 7.2 (10 mM Cacoli, 100 mM KCl).

La série Cbz-Py est globalement plus affine pour I’ADN que la série TP avec des affinités dans le drewAT de
1.0x10° M™ et 1.7x10" M, pour le Cbz-2Py et le Chz-3Py (Tableau 14). En accord avec les exaltations observées,

les Cbz-Py sont également de bons ligands de quadruplexes avec des affinités de I'ordre de 10°M™.
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Tableau 14. Constantes d’affinités K, en M™ des Cbz-2Py et Cbz-3Py pour les différentes formes d’ADN mesurées par
titrations fluorimétriques.

drewAT  ds26 C-myc C-kit2 22AG
Cbz-2Py 1.0x10® 1.1x10’ 7.6x10° 5.5x10° -
Cbz-3Py 1.7x10" 4.3x10” 5.1x10° 1.1x10° 5.6x10°

Le Cbz-3Py n’est pas optiquement sélectif du duplex par rapport au G4, mais les constantes d’affinités
montrent qu’il est bien préférentiellement un ligand de duplex. Il ne discrimine cependant pas entre drewAT et
ds26. Dans le cas du Cbz-2Py, la sélectivité optique correle assez bien avec les affinités mesurées. Il est un
ligand d’ADN duplex interagissant préférentiellement avec les séquences AT comme le montre la préférence
pour le drewAT sur le ds26. Par ailleurs, c’est aussi un bon ligand de G4 et méme si I'affinité mesurée est plus
élevée dans le ds26, il ne discrimine pas optiquement entre G4 et ds26.

En plus de présenter un rendement quantique optimisé, les Cbz présentent donc des affinités plus élevées
que leur analogues TP-Py. Comme pour la série TP, seul le dérivé a deux branches, Cbz-2Py, présente une
sélectivité optique pour I’ADN duplex par rapport au simple brin. Les Cbz sont également de bons ligands
d’ADN quadruplex et la sélectivité du Cbz-2Py pour le duplex par rapport au quadruplex est dépendante de la

séquence du duplex.
d. Série TP-Oxazole

Le remplacement de la liaison vinylique par un oxazole n"améliore pas le rendement quantique par rapport
aux vinyl-triphénylamines. Cependant, grace a une fluorescence résiduelle plus faible dans I’eau les TP-Ox5Py
donnent des exaltations de fluorescence plus élevées que les TP-Py et donc potentiellement un meilleur

contraste en microscopie.
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Figure 69. Titrations fluorimétriques des TP-Ox5Py par le drewAT.
[TP-Ox5Py] = 1 uM dans un tampon cacodylate pH7.2 (10 mM CacoNa, 400 mM Nacl).

Tableau 15. Constantes d’affinités des TP-Ox5Py mesurées dans le drewAT

K, (M)

TP-20x5Py 5.0x10°
TP-30x5Py  3.7x10°
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Le signal de fluorescence des TP-Ox5Py étant plus faible, elles ont été titrées par le drewAT a une
concentration de 1 UM mais avec concentration élevée en NaCl de 400 mM (Figure 69). Les affinités mesurées
sont plus faibles que pour les vinyl-triphénylamines avec un facteur 10 de différence environ (Tableau 15). Il n’y

a pas non plus de différence notable entre la TP-20x5Py et la TP-30x5Py.

La variation de la liaison vinylique est donc peu efficace pour optimiser les propriétés optiques, alors que les
variations de cceur et d’accepteurs ont donné de trés bons résultats et la présence d’accepteurs de liaisons

hydrogene n’augmente pas non plus I’affinité des ligands pour ’ADN.
e. DP-2Pyet BMVC

Malgré des rendements quantiques plus faibles dans 'ADN la DP-2Py et le BMVC ont des exaltations de
fluorescence plus élevées que leurs analogues portant un phényle (Figure 70). On peut donc supposer que
I’'absence du phényle entraine une chute plus importante du rendement quantique de la molécule libre que de

celui dans I’ADN.
400 drewAT 250 ds26

- BMVC £
—— DP-2Py
T 1 0 T T T T
15 20 0 5 10 15 20
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Figure 70. Titrations fluorimétriques de la DP-2Py et du BMVC par le drewAT et le ds26.
[Marqueur] =1 uM dans un tampon cacodylate de sodium pH 7.2 (10 mM CacoNa, 100 mM Nacl).

La DP-2Py et le BMCV ont été titrés par le drewAT et le ds26 dans des conditions standards (1 uM en ligand
et 100 mM en NaCl) (Figure 70). Les deux ligands ont une affinité apparemment tres élevée pour le drewAT, et
I’'optimisation des conditions n’ayant pas été effectuée, la constante de formation du complexe n’a pas pu étre
calculée dans le cas de la DP-2Py et reste soumise a une incertitude importante pour le BMVC. Leur affinité
dans le ds26 est en revanche plus faible et des valeurs de constantes d’affinités fiables ont pu étre mesurées.

(Tableau 16).

Tableau 16. Exaltations de fluorescence a saturation en ADN et constantes d’affinités de la DP-2Py et du BMVC dans le
drewAT et le ds26 mesurées par titrations fluorimétrique.

ds26 drewAT
F/Fo K, (10°M™) F/Fo K, (10° M)
DP-2Py 41 3.4 48 -
BMVC 243 1.7 318 89

La comparaison avec la TP-2Py ou le Chz-2Py est biaisée par les conditions expérimentales différentes, on
peut cependant remarquer que I'absence du groupe phényle ne change pas radicalement l'interaction avec

I’ADN. Qualitativement, la DP-2Py semble méme avoir une affinité plus importante que la TP-2Py. Il est aussi
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intéressant de noter que au contraire de la TP-2Py qui était moins affine que le Cbz-2Py, il n’y a pas de
différence significative d’affinité entre la DP-2Py et le BMVC.

La DP-2Py et le BMVC sont donc moins fluorescents dans I’ADN mais aussi visiblement a I'état libre, ce qui
leur confere des exaltations de fluorescence plus importantes que pour les TP-2Py et Cbz-2Py. L'influence du
groupement phényle sur 'interaction avec ’ADN est moins évidente mais il semblerait que |’affinité de la DP-

2Py et du BMVC soit augmentée par rapport a leurs analogues portant un phényle.

2. UV-melting.

Bien que ne permettant pas une mesure quantitative de I'affinité, I’UV-melting permet de contrbler
qualitativement les constantes de formation calculées a partir des courbes de titrations par une méthode
indépendante de la fluorescence. La titration fluorimétrique peut en effet ne pas révéler certaines interactions
durant lesquelles I’émission du ligand n’est pas modifiée et demande d’étre corroborée par une méthode
complémentaire. Nous avons donc mesuré la température de fusion du drewAT seul et en présence des ligands
TP-2Py, TP-2Pyo, TP-2Bzim et Cbz-2Py (Figure 71).

L'absorbance de I’ADN a 260 nm est mesurée entre 20°C et 90°C puis de nouveau de 90°C a 20°C. De
maniére inattendue, le drewAT subit deux transitions lors de la dénaturation thermique comme le montre les
deux points d’inflexion de la courbe, avec des T, de 41°C et de 62°C. Lors de la redescente en température,

seule une transition, la deuxiéme, subsiste avec le méme T,, de 62°C.

0.75+

drewAT seul
= 0.70
ful
=2
L
2 065+
ful
2
Q
2
& 0.60-
0.55 T T T T 1
0 20 40 60 80 100
Température (°C)
0.85- . 0.80-
TP-2Bzim TP-2Pyo
__0.80+ _ 0754
© ©
2075 2070
O i} @ T
Q Q
c =
(1] @
£ 070 £ 0.65-
[=} o
@ 2
< 0.65- 2 0.60-]
0.60 T T T T | 0.55 T T T T |
0 20 40 60 80 100 0 20 40 80 80 100
Température (°C) Température (°C)
0.85 0.80
Cbz-2Py TP-2Py
. 0.80 . 0.754
o o
2 2
3 0.754 3 0.70-
o Q
c =
© o
£ 0.70-| 2 0.65]
o o
%] @
e 0.654 2 0.604
0.60 T 0.55 T T T T

T T T 1 1
20 40 60 80 100 100

Température (°C) Tempeérature (°C)

o
o
N
S
s
o
@
1<}
@
S

Figure 71. Courbe d’UV melting du drewAT seul et en présence des ligands TP-2Bzim, TP-2Pyo, TP-2Py, TP-2Py et Cbz-2Py.
[drewAT] = 4 uM, [ligands] = 4 uM dans un tampon cacodylate de sodium pH 7.2 (CacoNa 10 mM, NaCl 20 mM).
Absorbance a 260 nm.
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La mesure des AT,, montre que I'ajout des ligands affecte trés différemment les deux transitions :

e La premiére transition est fortement stabilisée, avec des AT,, cohérent avec les affinités mesurées
par fluorescence. Pour les ligands les plus affins, a savoir la TP-2Bzim et le Cbz-2Py, la premiére
transition n’est plus discernable et se confond avec la seconde. Les AT, ne peuvent donc pas étre
mesurés mais sont supérieurs a 10°C. Pour la TP-2Pyo et la TP-2Py, le AT,, est de 7 °C.

e La seconde transition que ce soit lors de la montée ou de la descente en température ne semble
pas affectée par les ligands.

La forme de la premiere transition et la valeur du T, de 40 °C, qui correspond a la valeur théorique
attendue, montrent qu’elle correspond a la fusion du duplex. Nous avons attribué la deuxieme transition au
passage par une structure intramoléculaire intermédiaire de type hairpin. Le drewAT est en effet
autocomplémentaire et peut former un hairpin de séquence CGCG avec une boucle AAATTT stable (Figure 72).
La transition assez lente et la température de fusion de 60°C environ correspondent assez bien a celles
rapportées pour un hairpin assez similaire de séquence d(CGCGTTTTTCGCG), [129]. Le drewAT duplex se

dénature donc a 41 °C pour former d’abord un hairpin puis perdre ensuite vers 60°C toute structure

secondaire.
AT
A T
A T
CGCGAAATTTCGCG G-C
Lt rrrrrnrnl _
GCGCTTTAAAGCGC c-G
G-C hairpin
duplex C-G

Figure 72. Transition duplex-hairpin du drewAT.
En rouge, les sites de fixation potentiels.

Lorsque le drewAT est hybridé en duplex avant utilisation, la concentration en simple brin est en général
autour de 200-300 uM. Dans l'expérience d’UV-melting la concentration est de 4 uM seulement (soit 8 uM en
simple brin) et favorise la formation d’une structure intramoléculaire de type hairpin, ce qui explique que seule
cette derniere se reforme lors de la descente de température. Cette hypothese expliquerait alors pourquoi la
deuxiéme transition n’est pas stabilisée par les ligands. En effet, le hairpin potentiellement formé a une
séquence d(GCGC), et nos ligands ont une préférence pour les séquences riches en AT.

Les mesures de température de fusion sont perturbées par le comportement atypique du drewAT mais
permette néanmoins de retrouver approximativement les affinités relatives observées en fluorescence : le Cbz-
2Py apparait bien comme le ligand le plus affin devant la TP-2Bzim avec pour les deux des ATm > 10°C et la TP-
2Py et la TP-2Pyo ont toutes les deux des ATm de 8°C. Cette expérience semble aussi confirmer la préférence

des TP pour I’ADN riche en AT si I’hypothése du passage par une forme hairpin s’avere vraie.
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3. Dichroisme circulaire et modélisation

Pour essayer d’expliquer les différences d’affinités et d’exaltations de fluorescence observées dans les

différentes structures et séquences, et confirmer I'hypothése d’une insertion dans le petit sillon, nous avons

effectué des mesures de dichroisme circulaire (CD) et des expériences de modélisation moléculaire.

a. Série TP

Le CD requérant une plus grande quantité de matiére que la fluorescence, les titrations par CD ont été

effectuées a concentration constante en oligonucléotide. Les TP et Cbz sont achiraux et ne donnent pas de

signal a I'état libre ; en présence de drewAT en revanche, un signal de CD induit (ICD) est observé dans la zone

d’absorption de la molécule (Figure 73).
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Figure 73. Spectres de dichroisme circulaire du drewAT lors de I’addition de ligands TP.
[drewAT] = 3 uM, [TP] = 0 uM (bleu clair) — 18 uM (bleu foncé) dans un tampon cacodylate de sodium pH 7.2 (10

mM CacoNa, 100 mM Nacl).

Le signal ICD va dépendre de |'orientation des moments de transition électroniques du ligand avec le plan

formé par une paire de base. Dans le cas des intercalants, I'angle entre le moment de transition et ce plan est
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presque nul et donne en général des signaux de CD induit faible et négatif. Dans le cas des ligands de petits
sillons, si le moment de transition est orienté le long du petit sillon on obtiendra un fort signal ICD positif [58].
Les molécules de la série triphénylamine donnent un signal de CD induit positif dans la région d’absorption
du ligand, ce qui confirme I'hypothese qu’elles interagissent par insertion dans le petit sillon de ’ADN-B. La
faible modification du signal de CD de I’ADN va également dans ce sens puisque l'intercalation a tendance a
modifier la structure de I’ADN et donc son signal (Figure 73). Le signal ICD possede aussi une composante
négative ; ce phénomene ayant été attribué dans certains cas a la formation d’un dimére dans le petit sillon
[58]. Lorsque deux chromophores sont proches, il peut se produire entre leur moment de transition
électronique un couplage excitonique responsable de ces signaux duals. Dans notre cas nous avons montré que
la stoechiométrie du complexe TP/ADN était de 1:1 et cette hypothése n’est donc pas recevable. En revanche,
les deux branches de nos molécules insérées dans le petit sillon possédent chacune un moment de transition,
ce qui peut par analogie étre assimilé a la formation d’un dimére et étre a 'origine de ce phénomeéne (Figure

74).

Figure 74. Orientation des ligands TP et de leurs moments de transition dans le petit sillon de ’ADN, exemple de la
TP-2Bzim.

Les deux moments de transition électronique de la TP-2Bzim sont orientés avec deux angles opposés par apport
au plan formé par une paire de base.

Le couplage excitonique au sein d’'une méme molécule possédant deux moments de transition a déja été
observé dans le cas de dimere de porphyrine ou de binaphtyle par exemple et il dépend de I'angle diedre entre
les deux transitions [130,131]. Il s’agit toutefois de molécules possédant une chiralité et donc un signal de CD

intrinseque et ceci n’a pas été observé a notre connaissance en CD induit dans I’ADN.
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TP-2Bzim TP-3Bzim

Figure 75. Docking des TP-Bzim dans le drewAT.

Des calculs de docking des ligands de la série TP a partir d’une séquence drewAT construite par le logiciel
SYBYL-X 2.0 (module Biopolymer builder) ont également permis de confirmer les observations faites par
dichroisme circulaire (Figure 75 & Annexe B). Les résultats de la minimisation de I’énergie en autorisant la
flexibilité de la structure de ’ADN monte une insertion du motif en V formé par deux branches des ligands dans
le petit sillon de I’hélice B de I’ADN. La flexibilité offerte par le noyau triphénylamine permet a chaque branche

de s’insérer au mieux dans le sillon tout en conservant sa planéité pour assurer la conjugaison électronique.
b. Série Cbz : mode de liaison dépendant de la séquence

Le Cbz-2Py et le Cbz-3Py donnent les mémes résultats que les TP dans le drewAT, mais ne donnent presque
pas de signal ICD dans le ds26 (Figure 76). Seul un faible signal est observé a un ratio 6:1 Cbz-2Py:ds26. Par
ailleurs lors de lI'ajout de Cbz, le signal se brouille dans la zone de I'ADN, ce qui peut étre signe d’une
perturbation de la structure. Le mode de liaison des carbazoles dépend donc de la séquence d’ADN, ce qui
n’est pas le cas pour les TP (Figure 76). Les deux familles TP et Cbz ont toutes les deux une différence d’affinités
entre le ds26 et le drewAT avec une préférence pour le drewAT riche en AT, mais dans le cas des Cbz, cette
différence va de pair avec un mode d’interaction différent. Comme pour les carbazoles diamidinium décrits par
W. David Wilson [85], il est possible que le Cbz-2Py s’insere dans le petit sillon AT du drewAT et s’intercale dans
le ds26.
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Figure 76. Spectres de dichroisme circulaire du drewAT (A,B) et du ds26 (C,D) lors de I’addition des ligands TP-2Py (A,C) et

Cbz-2Py (B,D).
[drewAT] =3 uM (A) et 5 uM (B), [ds26] =2 uM (C) et 2.5 uM (D) ; [ligand] = O (bleu clair) a 6 équivalents
molaires (bleu foncé) dans un tampon cacodylate de sodium pH 7.2 (10 mM CacoNa, 100 mM NacCl).

c. Série TP-oxazole

Le comportement de la TP-20x5Py dans le drewAT est semblable a celui de la TP-2Py. La TP-30x5Py donne
bien, elle aussi, un signal de CD induit signe d’une insertion dans le petit sillon mais avec une modification du

signal de I’ADN vers 260 nm importante que I'on n’observe pas dans les autres cas a I'exception de la TP-3Py

(Figure 77).
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Figure 77. Spectres de dichroisme circulaire du drewAT lors de I’addition des ligands TP-Ox5Py.
[drewAT] = 2 uM, [ligand] = 0 uM (bleu clair) — 12 uM (bleu foncé) dans un tampon cacodylate de sodium pH 7.2

(10 mM CacoNa, 100 mM NacCl).

Au vu de leurs spectres de CD induit, les TP-Ox5Py et les TP-Ox2Py interagissent avec ’ADN de la méme
maniére, en s’insérant dans le petit sillon (Figure 63 & Figure 77). Ainsi, malgré des structures quasi-identiques

et un mode d’interactions similaire, les TP-Ox2Py ne sont pas fluorescentes dans ’ADN contrairement aux

TP-Ox5Py.
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A. INTRODUCTION :
MARQUAGE FLUORESCENT DE PROTEINES

Les protéines, produites a partir des 21 acides aminés naturels lors de la traduction de I'ARN, sont des
macromolécules assurant la plupart des fonctions cellulaires. Elles peuvent étre des composants structurels de
la cellule (actine), des catalyseurs de biosynthéese (enzymes), des régulateurs de la transcription des genes.

L’étude des fonctions des protéines, de leur régulation, et de leur implication dans certaines pathologies est
donc capitale pour la compréhension des mécanismes cellulaires et le développement de nouvelles thérapies.
A cette fin, il est important de développer des sondes permettant de suivre les protéines in vivo et de visualiser
les interactions protéines/protéines et protéines/ADN qui sont d’une importance particuliére. La microscopie
de fluorescence est particulierement pertinente pour de telles applications car elle permet d’imager des
phénomenes dynamiques [132-134].

La diversité du protéome rend tres difficile la mise au point de marqueurs fluorescents spécifiques d’une
protéine ou famille de protéines. Des fluorophores existent pour la détection des protéines sur gel
d’électrophorése ou en solution et la découverte de marqueurs spécifiques est aidée ces derniéres années par
le développement du criblage haut débit de librairies de protéines et/ou de ligands potentiels. En microscopie
en revanche, le marquage direct par des fluorophores organiques de protéines natives n’est pas applicable.
L'immunomarquage a pendant longtemps été le seul moyen de visualiser les protéines en cellules mais les
biologistes et biochimistes ont développé des techniques de modifications génétiques et enzymatiques des

protéines permettant leur observation in vivo [135-137].

I.  Marquage direct de protéine : détection sur gel et en solution

La révélation par fluorescence des protéines sur gel est possible par marquage purement électrostatique
avec par exemple les cyanines, cependant des techniques de marquage plus spécifique, covalent ou non ont
également été développées. Ces techniques sont résumées dans la revue de Wayne Patton de chez Molecular

Probes Inc [138].
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Le marquage covalent utilise la réactivité des thiols (cystéine) ou des amines primaires (lysine) des
protéines. Les fonctions réactives portées par les fluorophores peuvent étre alors un maléimide pour les thiols
[139] et un NHS-ester pour les amines par exemple.

Les marqueurs de la famille Sypro dont la structure n’est pas publique sont utilisés pour le marquage non
covalent de protéine en gel. Les complexes métalliques fluorescents sont également employés, comme le Sypro
Ruby de structure également inconnue, congu pour améliorer la sensibilité et la linéarité de la réponse pour la
quantification de protéines. Un complexe de Ru(ll) tout aussi efficace a été publié par Rabilloud et al. comme
alternative au Sypro Ruby commercial et colteux [140].

En 2009, I'équipe de Che a publié un complexe de platine permettant le marquage non covalent de
I'immunoglobuline G, de I'aloumine du sérum humain ou de la transferrine (Figure 78) [141]. Ce complexe a pu
étre appliqué a la quantification de protéines sur gel et a I'imagerie cellulaire, méme si la nature du marquage

in vivo reste a déterminer.

COO"

abs 410 nm/em 531 nm

Wu et al. Chem. Eur. J. 2009, 15, 3652

Figure 78. Complexe de platine développé par I’équipe de Che.

Le développement de méthodes combinatoires pour la synthése de nouveaux fluorophores associé au
criblage haut débit de cibles biologiques permettra potentiellement de découvrir d’autres marqueurs non
covalents de protéines natives [142]. Ainsi Andrew Hamilton a développé une librairie de porphyrines qui

interagissent avec la surface des protéines pour leur détection sélectives sur puce [143].

Il. Protéines modifiées : observation intracellulaire par microscopie

La détection de protéines en cellules nécessite I'emploi de méthodes plus complexes pour garantir la
sélectivité du marquage. Les biologistes et biochimistes ont donc développé des protéines de fusion (Figure
79.A) ou des protéines recombinantes (Figure 79.B) pour donner des protéines fluorescentes ou bien

permettre un marquage enzymatique ou chimique sélectif.
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A Domain tags R Flucrescent, affinity, Examples

or reachive group
1 Autofluorescent E_MQ—H L Leaving group CFP, GFP, YFP, RFP, etc

L~~FR 2
2 Cowvalent {W - [W + 1 Dehalogenase, AGT

R
N R DHFR, single-chain antibodies
3 Noncovalent {-M% - l!l'rah*—u

B Peptide tags

R
e -
{ -— | Tetracysteing

Figure 79. Différents modes de marquage des protéines.
A : protéine fusionnée avec un domaine autofluorescent (A1) ou un domaine permettant la reconnaissance
spécifique d’un fluorophore par réaction enzymatique (A2) ou marquage non covalent (A3). B : Protéine
fusionnée avec un marqueur peptidique réagissant avec un fluorophore. Image adaptée de la réf. [136].

1. Protéines de fusion

a. Protéines autofluorescentes

Depuis la découverte en 1962 de la Green Fluorescent Protein (GFP) un grand nombre de protéines
fluorescentes aux propriétés optiques optimisées et émettant dans des gammes de longueurs d’ondes variées
ont été mises au point. Ces protéines peuvent étre exprimées génétiquement et fusionnées avec une protéine
d’intérét au sein d’une cellule, permettant ainsi d’observer par microscopie les interactions et la dynamiques

des protéines en cellules vivantes (Figure 79.A1) [144,145].

Thre5s § o

Figure 80. Structure des chromophores de la GFP et de ses variantes.
EBFP : enhanced blue fluorescent protein, ECFP, enhanced cyan fluorescent protein, EGFP : enhanced green
fluorescent protein, EYFP : enhanced yellow fluorescent protein. Image adaptée de (www.olympusmicro.com)

La protéine autofluorescente GFP contient un chromophore interne p-hydroxybenzylidene-imidazolidone

qui se forme par une réaction d’oxydation entrainant la cyclisation de deux acides aminés. De nombreuses
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variantes de la GFP ont depuis été développées pour améliorer ses propriétés optiques ainsi que d’autres

protéines autofluorescentes formant des fluorophores émettant a différentes longueurs d’ondes (Figure 80).
Les protéines fluorescentes sont des outils trés performants, couvrant tout le spectre du visible avec des

rendements quantiques élevés. Elles ont cependant des sections efficaces d’absorption a deux photons faibles

[146] et une photostabilité moyenne a faible [145] (Tableau 17).

Tableau 17. Propriétés optiques des protéines fluorescentes.
Aups : longueur d’onde maximale d’absorption, € : coefficient d’absorption molaire a A,ps, Aem : longueur d’onde
maximale d’émission, @, : rendement quantique de fluorescence, A,p, : longueur d’onde maximale d’absorption
a deux photons, é : section efficace d’absorption a deux photons a A,pa.

A (nM)* £ (M™cm™)® A (NM)’ @ Aypp (nM)° 6 (GM)°

EBFP 383 29000 445 0.31 750 13
ECFP 439 32500 476 0.40 857 23
GFP  395/475 21000 509 0.77 nd nd
EGFP 484 56 000 507 0.60 927 39
EYFP 514 83400 527 0.61 nd nd

® d’aprés (www.olympusmicro.com) et réf. [145], ° d’apres réf. [146].

b. Marquage enzymatique et non covalent

Il est également possible de fusionner la protéine d’intérét avec un domaine non fluorescent mais qui
permettra d’introduire un fluorophore par réaction enzymatique ou par affinité spontanée (marquage non
covalent). Le marquage covalent enzymatique par la méthode du SNAP-tag, développée par I'équipe de Kai
Johnsson, utilise la fusion de la protéine d’intérét avec I'enzyme hAGT*, capable de transférer un fluorophore
porté par une Oa-benzylguanine sur un de ses dérivés cystéine (Figure 79.A2) [147]. Un CLIP-tag reconnaissant
une Os-benzylcytosine, a aussi été développé pour le marquage orthogonal de deux protéines par des couleurs
différentes [148].

La fusion avec eDHFR’ est, elle, utilisée pour le marquage non covalent. Laffinité intrinséque du
triméthoprime pour eDHFR sert ensuite a adresser un fluorophore sur la protéine d’intérét (Figure 79.A3).

La fusion des protéines d’intéréts avec un SNAP-tag ou I'’eDHFR permet de conjuguer virtuellement tous les
fluorophores a des protéines d’intéréts. De nombreux rapporteurs fluorescents ont ainsi pu étre greffé aux
protéines, basés sur les chromophores classiques tels les cyanines, la fluorescéine ou les bodipy, autorisant un
grand nombre d’applications, du FRET a la microscopie de super résolution [149,150]. L'eDHFR a été utilisé
pour introduire un chromophore excitable a deux photons (BC575) par couplage avec le triméthoprime (TMP)
(Figure 81). Ce composé a été a 'origine décrit comme un ligand fluorescent sensible aux ions magnésium et
excitable a deux photons [151], mais conjugué au TMP il a permis d’imager avec succés des protéines

intracellulaires sous microscopie biphotonique [152].

* hAGT : 06-alkylguanine-DNA alkyltransferase, protéine de réparation de I’ADN, capable de transférer le
groupe alkyl d’'une 0%-alkylguanine sur un de ses dérivés cystéine.

> eDHFR : E. Coli dihydrofolate reductase
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NH;
N‘ = BN 0 o O
HQN/I\N/ 0/\/\)LN/\/\O/\/O\/\O/\/\N 0

H Ho |l

Triméthoprime
BC575

Agps =453 nm
Gallagher et al. ChemBioChem 2010, 11, 782 A, =570 nm

$e=0,19
5 =350 GM (880 nm)

Figure 81. Structure et propriétés du conjugué triméthoprime / BC575.
propriétés optiques du BC575 dans I'eau tirées de la réf. [153].

Les protéines fluorescentes bien que largement optimisées par ingénierie moléculaire présentent encore
des lacunes que le SNAP-tag ou I'’eDHFR comblent en permettant en théorie le marquage d’une protéine par
n‘importe quel marqueur fluorescent. En pratique, I'utilisation de ces techniques est tout de méme limitée par
I'obligation de modifier génétiquement les protéines d’intéréts avec des domaines de taille importante (= 30

kDa) qui peuvent modifier leurs fonctions in vivo.
2. Marquage chimique

Comme alternative aux protéines de fusion, des fluorophores ont été développés spécialement pour le
marquage de protéines recombinantes exprimant un marqueur peptidique (peptide tag) (Figure 79.B). De taille
réduite par rapport aux domaines exogenes précédents, ces peptides d’une dizaine d’acides aminés perturbent
moins l'activité des protéines d’intérét et sont congus pour réagir spécifiquement avec des marqueurs
judicieusement fonctionnalisés. Les techniques les plus courantes utilisent la réactivité nucléophile des
fonctions thiols des cystéines. Ainsi, le composé fluorescent vert diarsénié FIAsH [154] et ses analogues bleu et
rouge CHoXAsH et ReAsH [155], dérivés de la fluorescéine, réagissent par complexation avec un peptide
contenant un motif tétracystéine (Figure 82). D’autres fluorophores utilisant la chélation de complexes
métalliques par les acides aminés ont aussi été décrits [156]. Sur le méme modele Y.-T. Chang a développé un
bodipy-diacrylate capable de reconnaitre un peptide contenant deux paires Arg-Cys, par addition nucléophile
du thiol de la cystéine sur I'acrylate et la complexation du carboxylate par la diamidine de I’arginine, réussissant
ainsi a marquer une protéine sur gel d’agarose et en cellules vivantes [157] (Figure 82). La faible abondance
naturelle des cystéines dans les protéines et la forte nucléophilie des thiols par rapport aux résidus aminés

permet par ces techniques un marquage spécifique des protéines d’intérét exprimant le tag peptidique.

104



Chapitre 1 - Partie 2 :
A. Introduction :
Marquage fluorescent de protéines

o o
) O O
(ﬁ rj
FIAsH
ReAsH CHoXAsH
abs 508 nm/em 528 nm (0.49)  aps 593 nm/ em 608 nm (0.2) abs 380 nm / em 430 nm (0.35)
Griffin et al. Science 1998, 281, 269 Adams et al. J. Am. Chem. Soc. 2002, 124, 6063

bodipy diacrylate

em 530 nm

Lee et al. Chem. Commun. 2011, 47, 4508

OH HO

Figure 82. Structure et propriétés de quelques fluorophores utilisés pour le marquage de protéine.
Propriétés optiques mesurées aprés complexation a la protéine : Longueur d’onde maximale d’absorption (abs)
et d’émission (em). Le rendement quantique de fluorescence est indiqué entre parentheses lorsqu’il a été
mesuré.

Conclusion

L'observation des protéines, leur quantification, I'étude de leur localisation et de leurs interactions en
cellules ou dans des milieux modeéles sont essentielles pour comprendre leur structure et leurs fonctions. En ce
qui concerne le marquage par fluorescence, il faut distinguer deux méthodes principales : le marquage direct
par des fluorophores organiques applicables en solution ou sur gel d’électrophorese et le marquage impliquant
une modification encodée génétiquement de la protéine d’intérét pour la microscopie in vivo. La premiére
méthode bien qu’ancienne nécessite encore d’étre améliorée pour développer des sondes plus sélectives de
protéines données et des progreés ont été faits récemment avec I'utilisation de techniques de criblages a haut
débit et de puces a protéines. La seconde, plus récente, a permis énormément de découvertes sur les protéines
par leur observation in vivo. Des progres peuvent sans doute encore étre faits pour arriver au marquage
spécifique de protéines d’intérét avec une modification de leur structure la plus mineure possible mais
techniquement n’importe quel marqueur peut étre adressé sur une protéine par les méthodes enzymatiques
ou chimiques décrites ci-dessus. Le role du chimiste est donc de développer des fluorophores les plus
performants possibles compatibles avec le milieu physiologique et dont les propriétés de fluorescence ne sont

pas perturbées ou méme idéalement sont exaltées dans les protéines.
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B. DESIGN ET SYNTHESE DES MARQUEURS

Reéaction de
Heck

~
TP-2Py P
TP-3Py

Marqueurs cationiques d'ADN

Figure 83. Structure des TP-Py et des TP-Rho
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Marqueurs anioniques de protéines

L’étude de structure-activité des marqueurs d’ADN a montré que le motif le plus pertinent pour optimiser

I’'absorption biphotonique était le motif vinyltriphénylamine et que les modifications du coeur ou du lien vinyl

entrainaient une chute de la section efficace d’absorption. Dans le but d’étendre le champ d’application de nos

marqueurs et notamment de développer des marqueurs fluorescents biphotoniques de protéines, nous avons

donc exploré I'espace structural autour du noyau vinyltriphénylamine. Deux composés a deux et trois branches

nommeés TP-2Rho et TP-3Rho chargés négativement en milieu physiologique ont été obtenus en remplacant les

accepteurs cationiques par des groupements 4-rhodanine acide acétique (Figure 83). Ces deux molécules qui

absorbent fortement ont déja été décrites pour des applications photovoltaiques [158]. Les TP-Rho ont une
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structure vinyltriphénylamine identique aux TP cationiques et respectent les modéles donneur-accepteur
quadrupolaire et octupolaire.

Pour ces études préliminaires, nous avons étudié les TP-Rho dans I'albumine qui a été choisie comme
protéine modele car elle est connue pour se lier facilement aux petites molécules organiques et elle est

disponible commercialement et utilisable sans purification.

I.  Albumine du sérum humain (HSA)

L'albumine, qui représente 60% du contenu total en protéine dans le sérum, est une protéine de transport
capable par conséquent d’interagir avec quantité de ligands endogenes et exogénes [159-162]. Elle peut ainsi
modifier fortement les propriétés pharmacocinétiques d’une drogue, comme sa solubilité, sa métabolisation et
sa distribution corporelle. Par exemple, I'albumine solubilise et inactive la bilirubine, un ligand endogene de
I'albumine, qui est un métabolite toxique de ’héme [162,163]. L’étude de I'interaction entre une drogue et la
HSA et donc capitale pour évaluer son comportement in vivo. Lors de ses travaux fondateurs sur le sujet,
I’équipe de Sudlow a identifié en 1975 deux familles de molécules, la plupart étant des acides carboxyliques,
pouvant interagir avec deux sites distincts sur I'albumine, appelés site | et site Il [164,165]. Depuis, la HSA a été
longuement étudiée et sa structure élucidée ; elle est composée de trois domaines structurellement similaires
(1, I et 1), chacun étant lui lui-méme divisé en deux sous-domaine A et B. Les sites | et Il ont été localisés sur les
sous-domaines IIA et IlIA respectivement [166] (Figure 84). D’autres sites pouvant lier des acides gras ou des

ions métalliques ont été identifiés ainsi que de multiples sites secondaires non spécifiques [162].

o
OH YmOH
IIA 0

ibuprofen
Site 2

warfarin
Site 1

Figure 84. Structure de la HSA et de ses ligands warfarine et ibuproféene.

La plupart des ligands de HSA sont des molécules globalement hydrophobes présentant une partie
hydrophile, le plus souvent une fonction acide carboxylique. Les sites de liaison agissent comme des poches

hydrophobes ou les ligands peuvent s’insérer pendant que les fonctions acides chargées négativement peuvent
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interagir avec des résidus cationiques a la surface de la protéine. La diversité structurale des ligands de HSA ne
permet pas d’établir une relation de structure-activité claire pour rationaliser leur design. Cependant, devant la
quantité de ligands étudiés, un certain nombre de regles généralement vérifiées ont pu étre dégagées. Les
ligands de site | sont des aromatiques condensés possédant une charge négative centrale et souvent
délocalisée (type Warfarine) tandis que les ligands de site Il présentent des structures aromatiques étendues
avec une charge négative située a I'une des extrémités (type Ibuproféne) [163] (Figure 84).

Devant le grand nombre de ligands potentiels de HSA ou BSA, plusieurs marqueurs fluorescents sélectifs
des sites | et/ou Il ont pu étre mis au point, parmi lesquels, des squaraines (Figure 85) [167] et des analogues
du chromophores de la GFP [168]. Les squaraines, faiblement fluorescentes a I'état libre, émettent dans le
rouge avec des déplacements de Stokes tres faibles et un rendement quantique de 0.12 en interagissant avec
le site Il de I'albumine. Une petite molécule neutre fluorescente, le DPDAME, se liant sur le site | a été utilisée
avec succés comme sonde de conformation de la BSA [169]. Il existe aussi un fluorophore commercial,

I’Albumin 580, pour le marquage de I'albumine et d’autres protéines (Figure 85).

c
N/ NC. o~ ~CN
%/ / \ CN CN
S Albumin 580
\

DPDAME

abs 580 nm /em 610 nm
abs 370 nm / em 528 nm (0.24)

Paul et al.J. Phys. Chem. B 2010, 114, 6183

Squaraine
abs 610 nm / em 620 nm (0.12)
Jisha et al. J. Phys. Chem. B 2010, 114, 5912

Figure 85. Ligands fluorescents spécifiques de I’albumine.
Propriétés dans I'albumine : Longueur d’onde maximale d’absorption (abs) et d’émission (em). Le rendement
quantique de fluorescence est indiqué entre parenthéses.

Certains colorants cationiques comme les triarylméthanes peuvent également marquer la HSA,

vraisemblablement par fixation sur des sites secondaires ou par des interactions de surface [105,170].

Avec leur structure aromatique portant des fonctions acides carboxyliques, les TP-Rho répondent aux regles
d’ingénierie moléculaire des ligands de HSA. Par ailleurs ,la rhodanine est un motif pharmacophore trés utilisé
[171] dont plusieurs dérivés sont connus pour inhiber des protéines [172,173]. Par ailleurs la structure
benzylidéne-rhodanine n’est pas sans rappeler la structure du chromophore de la GFP (Figure 80), dont il a été
montré qu’il peut fluorescer lorsqu’il interagit de fagcon non covalente avec d’autres protéines, et notamment
la BSA [168]. Les TP-Rho présentent donc toutes les caractéristiques pour donner des marqueurs non covalents

de protéines cationiques excitables a deux photons et nous avons étudié leur interaction avec la HSA.

Il. Synthese

Les TP-Rho ont été synthétisées par réaction de Knoevenagel selon la méthode rapportée dans la
littérature. La réaction entre la bis- ou tris-(4-formyl)triphénylamine et l'acide 4-rhodanine acétique en
présence d’acétate d’ammonium dans |'acide acétique glacial a reflux a donné la TP-2Rho et la TP-3Rho avec

des rendements de 87% et 69% respectivement.
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Schéma 9. Syntheése des TP-Rho.

109



Chapitre 1 - Partie 2 :
C. Propriétés des TP-Rho

C. PROPRIETES DES TP-RHO

I.  Propriétés optiques

1. Propriétés linéaires

Les propriétés optiques ont d’abord été étudiées dans les solvants organiques glycérol et dichlorométhane
(Tableau 18). Les deux molécules absorbent vers 500 nm avec des coefficients d’absorption molaire élevés de
I'ordre de 78000 M™*.cm™. Il est intéressant de noter que malgré la forte différence de polarité et de viscosité
entre les deux solvants, les propriétés d’absorption ne sont pas du tout affectées. Les TP-Rho émettent vers
620 nm dans le glycérol avec un léger solvatochromisme sur la longueur d’onde d’émission lors du passage au
dichlorométhane ou elles émettent vers 600 nm. Cependant, c’est surtout sur le rendement quantique que la
polarité semble avoir une influence, avec des rendements quantiques de fluorescence qui passent de 8% dans
le glycérol a 15% environ dans le dichlorométhane. C’est donc sur I'état excité que I'environnement semble

avoir le plus d’influence avec des molécules plus fluorescentes en milieu apolaire.

Tableau 18. Propriétés optiques des TP-Rho dans le glycérol et le dichlorométhane.
Coefficient d’absorption molaire g, rendement quantique @; et section efficace d’absorption 6. Les longueurs
d’ondes maximales d’absorption et d’émission sont indiquées entre parenthéses.

£ (mol'l.L.cm'l) [ 6 (GM)
dichloromethane glycerol dichloromethane glycerol dichloromethane  glycerol
TP-2Rho 78 800 (500 nm) 76 300 (500 nm) 0.16 (600 nm) 0.09 (615 nm) 379 (870 nm) n.d.
TP-3Rho 78 500 (490 nm) 78 200 (490 nm) 0.13 (597 nm) 0.07 (625 nm) 425 (820 nm) n.d.

En présence d’albumine, les TP-Rho absorbent toujours aux mémes longueurs d’ondes avec seulement un
léger hypochromisme, ce qui confirme I'insensibilité des propriétés d’absorption au milieu (Tableau 19).

Tableau 19. Propriétés optiques des TP-Rho en présence de 5 équivalents molaires de HSA.
Tampon cacodylate de sodium 10 mM a pH 7.2.

e (mol™.L.cm™) @& 6 (GM)
TP-2Rho 58900 (500 nm) 0.028 (585 nm) 464 (870 nm)
TP-3Rho 68900 (486 nm) 0.015 (620 nm) 773 (820 nm)

Comme pour les TP cationiques avec I’ADN, elles ne sont pas fluorescentes en solution dans I'eau, mais le

signal est restauré en présence d’albumine avec cependant des comportements différents pour les deux

110



Chapitre 1 - Partie 2 :
C. Propriétés des TP-Rho

ligands. Lors de I'ajout d’albumine, le signal de la TP-2Rho est progressivement restauré jusqu’a saturation a
environ 1 équivalent en HSA ; elle émet alors a 585 nm avec un rendement quantique de 0.028 (Tableau 19 &
Figure 86). La fluorescence de la TP-3Rho augmente jusqu’a 1 équivalent puis diminue avant de se stabiliser a 2
équivalents en HSA avec une émission a 620 nm et un rendement quantique de fluorescence de 0.015 (Tableau

19 & Figure 87).
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Figure 86. Spectres d’absorption et d’émission de la TP-2Rho lors de I'ajout de HSA.
[TP-2Rho] = 0.25 uM, [HSA] = 0 — 2.5 uM, tampon cacodylate de sodium pH 7.2 (10 mM CacoNa).
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Figure 87. Spectres d’absorption (gauche) et d’émission (droite) de la TP-3Rho lors de I’ajout de HSA.
[TP-3Rho] = 0.25 pM, [HSA] =0 — 2.5 pM, tampon cacodylate de sodium pH 7.2 (10 mM CacoNa).

Contrairement a ce que nous avions pu supposer pour les ligands d’ADN, I'étude dans le glycérol et le
dichlorométhane montre que la fluorescence n’est pas due seulement a I'immobilisation dans la matrice
biologique, mais aussi aux interactions hydrophobes : la molécule insérée dans la poche de la protéine est
isolée de I'eau et redevient fluorescente. La TP-2Rho par sa taille plus réduite est sans doute mieux protégée
que la TP-3Rho, ce qui explique la différence de rendement quantique entre les deux méme si la TP-3Rho
semble moins fluorescente que la TP-2Rho quel que soit le milieu. Cette hypothése est cohérente avec les
longueurs d’ondes d’émission puisque la TP-3Rho émet a des longueurs d’onde plus hautes que la TP-2Rho,

signe qu’elle est dans un environnement plus polaire.
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2. Propriétés non linéaires
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Figure 88. Sections efficaces d’absorption & des TP-Rho mesurées dans le dichlorométhane et en présence de 5
équivalents molaires de HSA.

Les spectres d’absorption biphotonique mesurés entre 780 et 920 nm dans le dichlorométhane et en milieu
aqueux en présence de HSA ont montré que les TP-Rho conservent les propriétés d’absorption a deux photons
caractéristiques des TP, avec des sections efficaces vers 400 GM dans le dichlorométhane et allant jusqu’a 800
GM dans la HSA (Figure 88). Pour une molécule donnée, la forme des spectres est similaire dans les deux
milieux avec des maximums d’absorption identiques, a 820 nm pour la TP-3Rho et 870 nm pour la TP-2Rho. Les
deux molécules absorbent cependant plus fortement dans la HSA. Comme en série cationique, la molécule a
trois branches octupolaire absorbe plus fortement que son analogue a deux branches, méme si la différence

est assez peu marquée dans le dichlorométhane.

En inversant la charge nette des ligands, nous sommes passés d’une famille de fluorophores commutables
dans I’ADN a des fluorophores commutables dans la HSA. La charge négative n’étant pas conjuguée avec le
systeme aromatique, I'inversion de charge n’a pas affecté le caractére « push-pull » du systéme, et les TP-Rho

conservent des sections efficaces d’absorption a deux photons comparables a celles des TP-Py.

Il. Interaction avec la HSA

1. Titrations fluorimétriques

a. Stcechiométrie-diagramme de Job

Les titrations fluorimétriques mettent en évidence des comportements différents pour les deux molécules.
Alors que la TP-2Rho donne une courbe classique d’équilibre 1:1 avec une saturation a 1 équivalent de HSA
environ, la TP-3Rho donne une courbe biphasique avec une augmentation de la fluorescence jusqu’a un
équivalent en HSA suivie d’'une décroissance avec une saturation a environ 4 équivalents en HSA (Figure 89). La
HSA est un systeme plus complexe qu’un oligonucléotide, présentant au moins deux sites de fixation favorables
pour les TP-Rho. La courbe de titration biphasique de la TP-3Rho révele la présence de plusieurs équilibres lors

de sa fixation a la HSA.
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Figure 89. Titration fluorimétrique des TP-Rho par la HSA.
[TP-Rho] = 0.25 uM dans un tampon cacodylate de sodium pH 7.2 (10 mM CacoNa). La courbe noire est la
modélisation de la courbe de la TP-2Rho par I'équation (6).

Il est donc nécessaire, avant d’entamer une étude approfondie des complexes formés, d’estimer leur
stoechiométrie. Pour cela nous avons tracé I'évolution de l'intensité de la fluorescence en fonction de la
fraction molaire en HSA, la somme des concentrations des deux partenaires étant maintenue constante et
égale a 2 uM. Ces courbes appelées diagramme de Job (Job plot) présente normalement un maximum a la
fraction molaire correspondant au complexe. Pour un complexe 1:1, on aura donc un maximum a 0.5, pour un
complexe 2 : 1 a0.33 et ainsi de suite. Dans le cas de la TP-2Rho le maximum est a 0.42 environ, ce qui coincide
le mieux avec une stcechiométrie 1:1, et pour la TP-3Rho a 0.2, ce qui correspondrait a une stoechiométrie 5:1
(Figure 90). Cependant dans ce dernier cas, la titration fluorimétrique montre bien que toutes les espéces en
présence ne contribuent pas également a la fluorescence puisque celle-ci augmente pour ensuite diminuer
avec 'ajout de TP-3Rho. Il n’y a donc pas de garantie que le maximum donne la stoechiométrie du complexe.
Dans ce cas le diagramme n’est pas interprétable et cet exemple illustre bien les limitations déja évoquées plus

haut de cette technique pour la détermination de la stoechiométrie en dehors d’un systeme simple 1:1.
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Figure 90. Diagramme de Job des TP-Rho dans la HSA.
[TP-Rho] + [HSA] =2 uM dans un tampon cacodylate de sodium pH7.2 (10 mM CacoNa).
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b. Affinités

Connaissant la steechiométrie du complexe TP-2Rho/HSA, nous avons appliqué notre modele d’équilibre
1:1 pour déterminer sa constante de formation. A 1 uM, il a été impossible de le faire coincider avec les points
expérimentaux, nous avons donc réitéré I'expérience a 0.25 uM (Figure 89). La encore il n’a pas été possible
d’obtenir une convergence satisfaisante, signe de I'affinité tres forte de la TP-2Rho pour la HSA et nous n’avons
pu gu’estimer le K4 autour du nanomolaire.

La courbe biphasique de la TP-3Rho n’a pas pu étre modélisée et nous n’avons pas pu en tirer de constantes
d’affinités. Il est vraisemblable que la TP-3Rho se fixe sur plusieurs sites de la HSA. Par ailleurs la décroissance
de la fluorescence apres la phase d’exaltation montre que la fixation sur les sites secondaires modifie les
molécules déja fixées et que nous sommes donc en présence d’un systeme coopératif. L’étude d’un tel systeme
nécessite la mise en place de modeles complexes et a déja été étudiée [174], nous n’avons cependant pas

souhaité approfondir la question.

2. Titrations compétitives-Site de liaison

Pour déterminer le site de liaison des TP-Rho sur la HSA, nous avons effectué des titrations compétitives en
présence des ligands de site 1 et de site 2 warfarine et Ibuproféne. En titrant un complexe de TP-Rho/HSA par
I'un de ses ligands, nous aurions di observer une décroissance de fluorescence due au déplacement du ligand
fluorescent par le ligand non fluorescent, si ceux-ci interagissent dans le méme site. La trés forte affinité de nos
ligands n’a cependant pas permis leur déplacement ni par la warfarine, ni par I'lbuproféne qui ont des K4 de

I'ordre du micromolaire.

TP-2Rho Warfarin
Non emissive Non emissive

Figure 91. Schéma de principe de I'expérience de titration compétitive

La warfarine est cependant également un ligand fluorescent de la HSA avec une émission entre 340 et 500
nm. Les spectres d’émission de nos composés et celui de la warfarine ne se recouvrant pas, il a été possible
d’effectuer I'expérience inverse, a savoir le déplacement de la warfarine par les TP-Rho, selon une technique

rapportée dans la littérature (Figure 91) [175]. Dans notre cas, il nous a été possible en excitant le systeme a
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320 nm de suivre simultanément la décroissance de la fluorescence de la warfarine et 'augmentation de la

fluorescence de la TP-Rho (Figure 92).
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Figure 92. Titration fluorimétrique compétitive de la HSA par les TP-Rho en présence de warfarine.
[HSA] = [warfarine] = 2 uM dans un tampon cacodylate pH7.2 (10 mM CacoNa). A¢,. = 320 nm, A, = 340 — 500
nm (warfarine) et 500 — 600 nm (TP-Rho).

Dans le cas de la TP-2Rho, le déplacement presque complet de la warfarine montre bien que nous sommes
en présence d’un ligand de site 1. Par ailleurs, cette expérience confirme I"hypothése d’une stoechiométrie 1:1
car les courbes de fluorescence se croisent approximativement a 0.5, pour une concentration ajoutée de TP-
2Rho de 1 pM, soit la moitié de la concentration initiale en warfarine.

La TP-3Rho donne des courbes plus difficilement interprétables. Elle semble interagir également avec le site
1, puisque la warfarine est bien déplacée mais la courbe de fluorescence de la TP-3Rho montre bien une
interaction plus complexe puisqu’elle n"augmente pas en corrélation avec la diminution du signal de la
warfarine.

L’expérience confirme et enrichit les observations faites lors des titrations fluorimétriques. La TP-2Rho se
fixe dans le site 1 de la HSA pour former un complexe de stoechiométrie 1:1 ayant un constante de formation
de I'ordre de 10°-10° M™. La TP-3Rho donne une interaction plus complexe, avec une fixation principale dans le
site 1 et des interactions sur des sites secondaires qui entrainent une modification de la fluorescence du

complexe et empéchent toute analyse quantitative avec les moyens dont nous disposons.
3. Comparaison avec les marqueurs d’ADN cationiques

La HSA possede plusieurs sites capables de lier des especes cationiques, notamment des cations
métalliques, et pour véritablement valider le design des TP-Rho et I'inversion de la charge comme source de
I’affinité pour la HSA, il est nécessaire de vérifier que les ligands cationiques d’ADN TP et Cbz ne marquent pas
la HSA. Nous avons donc titré les TP-Py et le Cbz-2Py par la HSA. Seule la TP-2Py a montré une exaltation de
fluorescence dans la protéine (Figure 93). Cette exaltation est méme plus importante que dans I’ADN,
néanmoins la constante d’affinité calculée par I'équation (6) n’est que de 8.4x10* M™, soit environ 100 fois plus
faible que dans le drewAT. La TP-2Py fait donc bien montre d’une sélectivité structurale pour ’ADN duplex par
rapport a la HSA. La TP-3Py et le Cbz-2Py n’ont pas montré de modification significative de leurs propriétés de

fluorescence en présence de HSA.
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Figure 93. Titration fluorimétrique de la TP-2Py par la HSA.

[TP-2Py] = 2.5 uM dans un tampon cacodylate de sodium pH 7.2 (10 mM CacoNa). Courbe noire : modélisation
par I'équation (6).

O

Conclusion

La TP-2Rho interagit donc avec la HSA par insertion dans le site 1 en formant un complexe de
stoechiométrie 1:1 avec un K4 de I'ordre du nanomolaire. La TP-3Rho, elle, semble avoir une affinité également
forte mais qui n’a pas pu étre calculée a cause d’interactions multiples : si elle semble se lier essentiellement
dans le site 1 de la HSA, les courbes de titrations montre qu’elle interagit aussi avec des sites secondaires.
Malgré des rendements quantiques assez modestes, les deux molécules sont adaptées a la détection
d’albumine en solution et potentiellement en gel. |l serait également intéressant des cribler diverses protéines
pour identifier de nouvelles cibles. Par ailleurs, les TP-Rho présentent des sections efficaces d’absorption a
deux photons trés élevées, et correctement vectorisées pourraient étre appliquées a I'imagerie a deux photons
des protéines in vivo. Elles représenteraient alors une alternative aux protéines autofluorescentes dont les
sections efficaces d’absorption sont faibles.

Les TP-Rho n’interagissent pas avec I’ADN, et réciproquement les TP et Cbz n’interagissent pas ou
faiblement avec la HSA. L’affinité respective de nos marqueurs pour I’ADN ou la HSA est donc d’abord liée a
leur charge nette. Les deux familles de molécules ne sont pourtant pas des marqueurs purement
électrostatiques et d’autres interactions comme les forces de contacts ou les liaisons hydrogénes sont a
I'origine du mode d’interaction unique et de la sélectivité des fluorophores : I'insertion dans le petit sillon de

I’ADN duplex pour les cationiques et dans le site 1 de la HSA pour la TP-2Rho.
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A. |IMAGERIE EN CELLULES FIXEES PAR
MICROSCOPIE CONFOCALE ET BIPHOTONIQUE

Les résultats préliminaires de microscopie sur cellules fixées obtenu par Guillaume Bordeau montraient une
localisation des marqueurs TP et Cbz-Py dans le noyau (Figure 94). Nous avons poursuivi ces études de maniére
a mettre en évidence la pénétration cellulaire et la sensibilité de nos fluorophores pour souligner I'optimisation

de leurs propriétés optiques.

Figure 94. Structure d’une cellule eucaryote type.
1:nucléole, 2 : noyau, 3 : ribosome, 4 : vésicule, 5 : réticulum endoplasmique rugueux, 6 : appareil de golgi, 7 :
cytosquelette, 8 : réticulum endoplasmique lisse, 9 : mitochondries, 10 : vacuole, 11 : cytosol, 12 : lysosome, 13 :
centriole.

Les marqueurs d’ADN et d’albumine ont été testés en microscopie sur cellules fixées : la fixation consiste a
stopper le développement des cellules en culture par ajout de p-formaldéhyde. L'imagerie sur cellules fixées
nécessite moins de précautions que pour les cellules vivantes et les échantillons peuvent étre conservés dans le
temps, en revanche certaines informations fonctionnelles sont perdues puisque la fixation entraine I'arrét des
fonctions cellulaires et peut perméabiliser certaines membranes. Deux protocoles de marquage ont été utilisés.
Dans le premier protocole, les cellules sont cultivées sur une lamelle de microscopie, fixées puis a incubées

avec les marqueurs pendant 15 minutes. Comme la fixation perméabilise la membrane cellulaire, cette
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méthode permet de s’affranchir des problémes de pénétration cellulaire pour simplement évaluer les
performances photophysiques des marqueurs. Dans le deuxieme protocole, les cellules sont incubées vivantes
avec les produits pendant deux heures avant d’étre lavées puis fixées (voir aussi la partie expérimentale). Ce
dernier protocole permet d’évaluer simplement la pénétration en cellules vivantes méme si la localisation

intracellulaire peut étre modifiée par la fixation.

I.  Expériences préliminaires
Avant d’étudier en détails les performances des marqueurs TP en imagerie cellulaire par fluorescence, nous
avons mesuré l'autofluorescence des cellules comme témoin négatif et déterminé les propriétés biologiques de
base de nos marqueurs :
e cytotoxicité
e  pénétration cellulaire

e |ocalisation intracellulaire.
1. Autofluorescence

Nous avons enregistré sous microscopie confocale le signal de fluorescence sans marqueur a différentes

longueurs d’ondes et puissance d’excitation (Figure 95).

405 nm (0.1 mW) 488 nm (<0.1 mW)

Figure 95. Autofluorescence des cellules HT29 (carcinome du cdlon humain) fixées a différentes longueurs d’ondes
d’excitation.
Aexe = 405 nm, détection = 420 — 600 nm ; A, = 488 nm, détection : 500 - 750 nm.
Entre parenthese est donnée la puissance en sortie d’objectif.
Images codées en fausses couleurs.

Méme sans marqueur, la fluorescence des cellules est loin d’étre négligeable, cependant elle tend a
diminuer lorsque I'on augmente la longueur d’onde d’excitation. A 405 nm l'autofluorescence est importante
méme a faible puissance, alors qu’a 488 nm, dans les conditions employées pour exciter et visualiser les
marqueurs TP, elle est beaucoup plus faible. Cette expérience montre bien l'intérét de développer des
marqueurs dans le proche infra-rouge et/ou biphotonique. Aucun signal d’autofluorescence n’a en effet été

enregistré dans le visible sous excitation biphotonique a 800 nm.
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2. Cytotoxicité

Pour la série de marqueurs d’ADN, la cytotoxicité a été déterminée par nos collaborateurs a I'institut

d’Alembert de I'ENS Cachan sur une lignée cellulaire 3T3 par test MTT (Figure 96).
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Figure 96. Cytotoxicité des marqueurs d’ADN sur la lignée cellulaire 3T3 (fibroblaste murin).
Pourcentage de viabilité des cellules en fonction de la concentration en marqueur C (LM).

Quelle que soit la série de marqueurs, ces derniers sont trés peu cytotoxiques. En série TP, les composés a
deux branches ont une ICsq vers 10 uM tout comme le Cbz-2Py, soit bien au-dessus des concentrations utilisées
en microscopie alors que les trois branches ne sont pas cytotoxiques du tout. En série TP-oxazole, une légere
baisse de la viabilité cellulaire et observée, mais pas suffisante pour calculer une 1Csp.

La cytotoxicité des TP-2Rho et TP-3Rho a été mesurée par le service de criblage cellulaire de I'ICSN sur deux
concentrations seulement, a 1 uM et 10 uM. Sur les deux lignées cellulaires testées, HT29 et MRC-5, aucune

cytotoxicité n’a été observée aux deux concentrations.
3. Pénétration et localisation intracellulaire

Pour les séries TP et Cbz, la localisation dans le noyau et le marquage spécifique de ’ADN duplex en cellules
fixées ont déja été mis en évidence et ont été évoqués dans I'introduction. En revanche, le protocole utilisé ne
permettait pas de mettre en évidence la pénétration en cellules vivantes, d’autant que I'absence de toxicité
aurait pu laisser penser que les molécules ne pénétraient pas en cellule sans perméabilisation préalable. Les
molécules ont donc été observées sur des cellules HT29 fixées apres incubation en cellules vivantes
(protocole 1). Lors de I'incubation, les cellules sont donc vivantes et aucun détergent ou produit n’est employé
pour perméabiliser les membranes ou faciliter la pénétration des molécules. Les images obtenues sont tres

N

semblables en termes de brillance et de localisation a celles obtenues par incubation en cellules fixées et
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montrent donc bien que les cellules pénétrent parfaitement en cellules vivantes (Figure 97). Cette expérience
n’est toutefois pas une preuve de localisation intracellulaire, puisque I'étape de fixation peut entrainer une

relocalisation des molécules.

TP-2Bzim TP-3Bzim

Figure 97. Cellules HT29 fixées aprés incubation en cellules vivantes avec les marqueurs observées par microscopie
confocale.
Aexc = 488 nm, détection : 500 - 750 nm. A : TP-2Bzim 2uM, fluorescence ; B : TP-2Bzim 1 puM, fluorescence ; C :
TP-3Bzim 2uM, fluorescence + DIC (differential interference contrast) ; D : TP-2Pyo 2 pM, fluorescence + DIC ; E :
TP-2Pyo 2uM, fluorescence + DIC ; F : Cbz-2Py 1 uM, fluorescence + DIC. Images codées en fausses couleurs.

Le comportement des TP-oxazoles est légérement différent. En cellules fixées, la TP-20x5Py marque I'ADN
nucléaire avec un bon contraste comme pour la série TP. En cellule vivante en revanche, la TP-30x5Py donne
un marquage plus diffus, essentiellement localisé dans le noyau mais avec une fluorescence résiduelle
importante dans le cytoplasme (Figure 98). Les TP-oxazole pénetrent donc en cellules vivantes, mais marquent

moins spécifiquement le noyau que lors d’une incubation en cellules fixées.
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A B G
TP-30x5Py TP-30x5Py TP-20x5Py

Figure 98. Cellules HT29 fixées marquées par les TP-oxazoles apres incubation en cellules vivantes (A,B) et fixées (C)
observées par microscopie confocale.
Aexc = 488 nm, détection : 500 - 750 nm. TP-30x5Py 2 uM : (A) fluorescence, (B) fluorescence + DIC ; TP-20x5Py 2
UM : (C) fluorescence + DIC. Images codées en fausses couleurs.

Enfin, la DP-2Py pénétre également en cellules vivantes et marque le noyau comme son analogue TP-2Py.
La brillance plus faible mesurée en cuve se retrouve bien en microscopie avec un signal de fluorescence moins
intense. Des points brillants sont aussi observables dans le cytoplasme, qui peuvent étre dus a des agrégats ou

au marquage d’une organelle cytoplasmique (Figure 99).

Figure 99. Cellules HT29 fixées marquées par la DP-2Py a 2 uM aprés incubation en cellules vivantes observées par
microscopie confocale.
Aexc = 488 nm, détection : 500 - 750 nm. A : fluorescence, B : fluorescence + DIC.

Les dérivés anioniques TP-Rho ont en revanche un comportement trés différent en cellules selon qu’ils sont
incubés en cellules vivantes ou fixées. Aprés incubation en cellule vivantes (protocole 1), la TP-2Rho marque le
cytoplasme avec une faible intensité et des points brillants, qui peuvent étre dus soit a des agrégats soit au
marquage spécifique d’une organelle. Aprés incubation en cellules fixées (protocole 2), un marquage identique
mais beaucoup plus intense est observé (Figure 100). Les TP-Rho pénétrent donc beaucoup moins bien en
cellules que leurs analogues cationiques. En cellules fixées cependant, une fluorescence intense est observée

dans le cytoplasme avec des points brillants indiquant le marquage d’une organelle qui reste a déterminer.
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Figure 100. Cellules HT29 fixées marquée par la TP-2Rho a 2 uM apreés incubation en cellules fixées (A,B) et vivantes
(c,D).
Aexc = 496 nm, détection : 510 - 750 nm. TP-2Rho 2 uM : fluorescence (A,C) ; fluorescence + DIC (B,D).

Les TP et leurs dérivés cationiques sont des marqueurs d’ADN performants sous excitation
monophotonique, marquant sélectivement ’ADN en cellules fixées, pénétrant en cellules vivantes et non
cytotoxiques. Les TP anioniques, elles, ne marquent pas I"ADN et pénétrent moins bien en cellules. Elles
donnent néanmoins dans le cytoplasme un marquage brillant dont la spécificité reste a déterminer.

L'intérét principal de ces marqueurs reste leurs propriétés biphotoniques, et nous allons maintenant mettre
en évidence les possibilités offertes par I'optimisation des propriétés optiques en microscopie de fluorescence

excitée a deux photons.

Il. Microscopie biphotonique

1. Séries TP & Cbz

a. Sensibilité

Aprés incubation en cellules vivantes des TP et des Cbz, il est possible d’observer sous excitation
biphotonique le méme marquage de I’ADN nucléaire observé en microscopie confocale, avec une brillance et
un contraste tout aussi important. La brillance biphotonique optimisée des composés permet de garder la
puissance d’excitation a 3 ou 4 % de la puissance totale disponible soit une puissance en sortie d’objectif de
I'ordre de 1 mW. A cette puissance, I'excitation n’occasionne pas de dommage pour I'échantillon et permet
d’imager dans la durée. La sélectivité pour I’ADN assure un excellent contraste et aucune fluorescence n’est

enregistrée dans le cytoplasme (Figure 101).
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Le protocole de routine de montage des lames de microscopie utilise en général une concentration en
marqueur de 2 pM. Il est ici possible sans perte visible de contraste ou d’intensité de diminuer la concentration

en marqueur a 1 uM (Figure 101).

¥ 4

TP-3Bzim 2 pM Cbz-2Py 1 uM

Figure 101. Cellules HT29, incubées vivantes avec les marqueurs puis fixées, observées par microscopie biphotonique.
Aexc = 800 nm, détection : 500 — 750 nm.

Pour le marqueur le plus brillant, la TP-2Bzim, nous avons testé la limité de détection en abaissant la
concentration en marqueur 0.1 uM. Malgré une perte visible d’intensité et un marquage plus diffus, le signal de
la TP-2Bzim reste facilement détectable avec des puissances d’excitation raisonnables en augmentant le gain

du photomultiplicateur utilisé en détection (Figure 102).

Figure 102. Variation de la concentration en TP-2Bzim a 0.1 pM en microscopie biphotonique.
Cellules HT29 incubées avec la TP-2Bzim puis fixées. A, = 800 nm, détection : 500 — 750 nm.

L’optimisation des propriétés optiques des marqueurs triphénylamines permet donc d’abaisser fortement la
concentration en marqueur par rapport aux concentrations généralement utilisées en microscopie (de I'ordre
du micromolaire voire plus) sans avoir a augmenter la puissance d’excitation au-dela d’un seuil ou I’échantillon
serait endommagé. Méme si les TP sont a priori non cytotoxiques, ceci permet de limiter I'impact sur
I’échantillon de la toxicité éventuelle du marqueur et des dommages causés par la lumiere et est un premier

pas vers la mise au point de marqueurs les moins invasifs possibles pour la microscopie intravitale.
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b. Photostabilité

Un autre facteur déterminant pour un marqueur fluorescent est sa photostabilité. Nous avons vu en
introduction que les TP étaient stables sous excitation monophotonique, avec une variation quasi nulle du
signal sur une période de 30 minutes. En microscopie excitée a deux photons, les TP se révelent tout aussi
stable. Sur une période de 10 minutes d’excitation a 800 nm, le signal de fluorescence de la TP-2Bzim et de la
TP-3Bzim reste constant, de méme que celui du marqueur commercial Hoechst 33258. Le Cbz-2Py reste

relativement stable mais voit quand méme son signal chuter d’environ 20% sur la méme période.
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Figure 103. Photostabilité des marqueurs TP-2Bzim, TP-3Bzim, Cbz-2Py et Hoechst 33258 mesurée par microscopie sous
excitation biphotonique
Cellules HT29 fixées. Incubation en cellules vivantes avec 2 UM de marqueur. A, = 800 nm.

c. Fluorescence Lifetime Imaging (FLIM)

La technique de FLIM consiste a mesurer le temps de décroissance de la fluorescence pour chaque pixel de
I'image et a construire une carte de temps de vie pour donner une image ou les couleurs codent pour un temps
de vie donné. Le temps de vie de fluorescence étant trés sensible a I'environnement le FLIM est
particulierement intéressant pour I'imagerie fonctionnelle et peut donner des informations les caractéristiques
physiologiques d’un échantillon.

Plusieurs techniques d’imagerie de temps de vie de fluorescence existent. A I'institut Curie nous disposons
d’un montage de FLIM-TCSPC (Time-Correlated Single Photon Counting) avec un laser pulsé infrarouge
(I'excitation est donc biphotonique). Ce dernier envoie des impulsions lumineuses a une fréquence de 80 Hz
entre lesquelles une photodiode collecte les photons et mesure le temps de déclin de la fluorescence pour
chaque pixel permettant ensuite de reconstruire I'image. Cette méthode qui repose sur le comptage de
photons individuels nécessite un signal important et donc une durée de collecte potentiellement élevée de
I'ordre de plusieurs minutes. Pour étre utilisable en FLIM, un fluorophore doit donc répondre a deux critéres :

e Avoir une brillance a deux photons élevée pour donner un nombre de photons suffisant.
e Etre trés photostable pour qu’une variation de I'intensité dans le temps ne vienne pas perturber la

mesure.
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Par ailleurs, le temps de réponse de la photodiode est de I'ordre de 10 ps de sorte que théoriquement tout
temps de vie supérieur a 10 ps est mesurable. En pratique, pour éviter d’avoir a déconvoluer le signal par
rapport a la réponse intrumentale, il est préférable d’avoir des temps de vie bien supérieurs.

Avec des temps de vie de 'ordre de la nanoseconde, une brillance a deux photons élevée et une trés bonne
photostabilité non linéaire, nos marqueurs répondent a ces critéres et la TP-3Bzim et le Cbz-2Py ont été testés
en FLIM. Comme attendu, le signal de fluorescence excitée a deux photons est suffisamment stable et intense
pour permettre la mesure. En 150 secondes, un signal suffisant est collecté pour dresser une carte de temps de
vie de fluorescence, ce parameétre n’a cependant pas été optimisé et un temps plus court suffirait peut-étre. La
répartition des temps de vie donne des valeurs légerement plus faibles que celle mesurées en cuve mais reste
cohérente : 1.5 ns pour la TP-3Bzim (contre 2.03 ns en cuve) et 2.1 ns pour le Cbz-2Py (contre 2.5 ns en cuve)

(Figure 104).

TP-3Bzim fluorescence

FLIM Ifluorescence

Figure 104. Imagerie cellulaire en temps de vie de fluorescence avec le Cbz-2Py et la TP-3Bzim avec I'image de
fluorescence correspondante.
Cellule HT29 incubées vivantes avec le Cbz-2Py (1uM) et la TP-3Bzim (2uM) puis fixées. A,,. = 800 nm, détection :
500 - 750 nm. Temps de collecte en FLIM : 150 s. La courbe sur la légende couleur du FLIM donne la distribution
des temps de vie mesurés

Contrairement a la TP-3Bzim qui donne un pic unique vers 1.5 ns, le Cbz-2Py en revanche semble plus
sensible a son environnement et donne trois pics, dont deux principaux assez proches vers 2.1 ns (Figure 104).
Ces différents temps de vie peuvent correspondre aux différents modes d’interactions du Cbz-2Py avec I’ADN,
et donc a des structures ou des séquences différentes, et s’ils venaient a étre identifiés pourraient fournir de

précieuses informations.
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Le FLIM excité a deux photons est une technique prometteuse pour I'imagerie fonctionnelle de tissus
biologiques [176] et ces expériences préliminaires montrent que nos marqueurs possedent bien les propriétés
photophysiques nécessaires pour cette application. La difficulté reste de relier la valeur du temps de vie et sa

variation éventuelle a un phénomene physiologique.
d. Série TP-oxazole

Bien que les sections efficaces d’absorption des TP-oxazoles n’aient pas été mesurées, cette famille répond
au modele des fluorophores biphotoniques, nous avons donc testé la TP-20x5Py en microscopie excitée a deux

photons (Figure 105).

488 nm 800 nm

Figure 105. Cellules HT29 fixées marquées par la TP-20x5Py a 2 uM sous excitation mono (488 nm) et biphotonique
(800 nm).

La TP-20x5Py donne bien une image de fluorescence, mais avec un contraste beaucoup moins bon que
sous excitation monophotonique. La faible brillance non linéaire nécessite d’augmenter fortement le gain du
photomultiplicateur ce qui diminue le contraste entre le noyau et la fluorescence résiduelle du cytoplasme.
Cette expérience illustre I'importance de I'optimisation de la section efficaces d’absorption pour pourvoir

obtenir des images de microscopie biphotonique contrastée.

2. Série TP-Rho

La TP-2Rho posséde une section efficace d’absorption a deux photons élevée qui compense partiellement
un rendement quantique assez faible, et donne en microscopie excitée a deux photons un signal de

fluorescence intense semblable a celui observé en microscopie confocale (Figure 106).
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Figure 106. Cellules HT29 fixées puis incubées avec 2 uM de TP-2Rho observées sous microscopie excitée a deux photons.
Aexc = 800 nm, détection : 500 — 750 nm.

Conclusion

L'optimisation des propriétés optiques effectuée en explorant I'espace structural autour du noyau vinyl-
triphénylamine a abouti aux séries TP-Bzim et Cbz qui présentent un ensemble de propriétés a notre
connaissance rarement rassemblées pour la microscopie de fluorescence in vivo :

e Pénétration en cellules vivantes.

e Brillance élevée : Possibilité d’'imager avec une faible puissance incidente et/ou a des concentra-
tions faibles (0.1 uM voire moins).

e Photostabilité excellente : Facilite la manipulation et la conservation des lames de microscopie.
Imagerie dans la durée sans perte de signal (observation de phénoménes dynamiques, FLIM).

e Pas de cytotoxicité : Ne perturbent pas le cycle cellulaire, d’autant que la concentration en mar-
gueur nécessaire et tres faible.

e Optimisation pour I'excitation biphotonique : Excitation des molécules dans l'infrarouge pour
I'imagerie tissulaire ou intravitale, avec des brillances biphotoniques parmi les meilleures rappor-
tées jusqu’a présent (6@, = 383 GM pour la TP-2Bzim).

Les TP-Rho, obtenues en inversant la charge globale des composés et qui marquent I'albumine en cuve,
donnent en microscopie confocale et biphotonique un marquage brillant dans le cytoplasme. Leur comportent
en cellules reste a étudier plus précisément, notamment leur localisation, pour déterminer si elles peuvent

servir a la détection de protéines intracellulaires.
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B. IMAGERIE EN CELLULES VIVANTES :
VERS DE NOUVEAUX AGENTS THERANOSTIQUES

L’étude en cellule fixées a permis de confirmer les qualités observées en cuve des marqueurs optimisés,
notament les séries TP-Bzim et Cbz-Py, a savoir leur sélectivité pour 'ADN et leurs excellentes propriétés
photophysiques (brillance biphotonique et photostabilité). L'intérét principal de I'excitation biphotonique est
cependant de contribuer au développement de la microscopie de fluorescence intravitale, nous avons donc
étudié les propriétés des fluorophores en cellules vivantes.

L’étude a été effectuée en collaboration avec Eric Deprez et Patrick Tauc du laboratoire d’Alembert de I'ENS

Cachan.

I.  Comportement en cellules vivantes

1. Localisation en cellules vivantes

En cellules fixées, indépendamment de la méthode (incubation avant ou apres fixation), les marqueurs
triphénylamines et carbazoles sont localisés dans le noyau de la cellule ou ils marquent I’ADN, en accord avec la
sélectivité observée in vitro. En cellules vivantes en revanche, les molécules apparaissent localisées dans le
cytoplasme mais le marquage n’est pas diffus comme cela peut étre le cas avec des fluorophores non
spécifiques (Figure 107). Nous avons vu que les TP nécessitent une fixation dans une matrice biologique pour
émettre un signal et en effet les point lumineux dans le cytoplasme sont bien la preuve du marquage d’un ou
plusieurs composants intracellulaires. Pour déterminer la ou les organelles marquées, nous avons procédé a un
comarquage des cellules par la TP-2Py et un marqueur de lysosomes (lysotracker) ou de mitochondries
(mitotracker green). Dans le cas du lysotracker, aucune colocalisation n’a été observée (résultats non montrés),
en revanche le comarquage avec le mitotracker green a mis en évidence une localisation de la TP-2Py dans les

mitochondries (Figure 107).
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Mitotracker green FM TP-2Py Superposition

Figure 107. Comarquage de cellules MCF-7 (cancer du sein) vivantes par le Mitotracker green FM et la TP-2Py en
microscopie confocale.
Mitotracker green FM 2 UM : A, =458 nm, détection =500 — 550 nm ; TP-2Py 2 uM : A, =488 nm, détection :
560—-720 nm.

Les mitochondries (Figure 94), qui contiennent de I’ADN, sont des organelles responsables de la production
d’énergie dans les cellules et sont donc indispensables pour la vie cellulaire. Elles représentent une cible de
choix pour les agents thérapeutiques, une rupture de la membrane mitochondriale ou une perte de son

potentiel membranaire entrainant une mort cellulaire par apoptose [177].

2. Influence de la lumiere

Lorsque les cellules sont maintenues sous illumination, les marqueurs se relocalisent assez rapidement dans
le noyau pour donner des images semblables a ce que I'on peut observer en cellules fixées (Figure 108). La
poursuite de I'observation met en évidence une perte de I'intégrité de la structure cellulaire et une apparente

perméabilisation de la membrane cellulaire.

TP-2Bzim 0 min TP-2Bzim 3 min

TP-2Pyo 0 min — TP-2Pyo 3 min

Figure 108. Cellules MCF-7 vivantes incubées avec 2 uM de TP-2Bzim ou TP-2Pyo observée par microscopie
d’épifluorescence sur une période de 3 minutes d’irradiation constante.
Aexc = 450 — 490 nm, détection = 515 -700 nm
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Le phénomene a été observé avec tous les composés ligands d’ADN. A chaque fois une illumination de
quelgques minutes entraine la mort cellulaire et une relocalisation des fluorophores dans le noyau. La
cytotoxicité des triphénylamines qui est normalement nulle peut donc étre activée par la lumiére et ouvre
donc la voie a la mise au point d’agent photothérapeutique. Le phénoméne est également observé sous

excitation biphotonique et a été étudié en détails avec la TP-2Py et la TP-3Bzim.

Il. Activité thérapeutique photoinduite

1. Lathérapie photodynamique (PDT)

a. Principe

La photothérapie dynamique (PDT) est une technique consistant a traiter une tumeur en injectant un
photosensibilisateur (PS) qui, sous I'action de la lumiere va détruire les tissus tumoraux souvent par production
d’espéces oxydantes réactives comme |'oxygene singulet [178]. On recense deux principales familles de
photosensibilisateur, les chlorines et les porphyrines [179] qui ont comme caractéristiques de présenter des
bandes d’absorption monophotonique dans le rouge voire le proche infrarouge qui permettent un traitement
en profondeur des tissus biologiques.

La synthese des porphyrines, méme si elle a été grandement améliorée, est complexe, basée sur des étapes
statistiques donnant des mélanges difficilement séparables. Par ailleurs les photosensibilisateurs commerciaux
comme le Photofrin® ou le Foscan® sont tres sensibles a la lumiére puisqu’une trés faible intensité suffit a
produire de I'oxygéne singulet. Le patient traité doit donc rester a I'abri de la lumiere du jour pendant une
durée qui peut atteindre un mois avec le Foscan®. La PDT reste la seule alternative pour le traitement de
certains cancers mais la synthese et les effets indésirables des photosensibilisateurs demandent des
améliorations. Des avancées ont été faites avec l'arrivée du 5ala (acide 5-aminolevulinique) qui permet de
synthétiser un PS in situ grace a la voie de biosynthese des porphyrines. Le probléme de synthése ne se pose

donc plus et il est par ailleurs rapidement éliminé par I'organisme et cause moins d’effets secondaires.
b. PDT deux photons

Malgré la possibilité d’exciter les PS de type porphyrine dans le rouge, la PDT excitée a deux photons est en
développement pour améliorer encore la pénétration dans les tissus avec une excitation infrarouge et
permettre un traitement plus localisé grace a l'absorption non linéaire. Spangler en couplant des
triphénylamines a des porphyrines (6 = 2000 GM) a réussi a faire de la PDT deux photons in vivo [180]. Parmi
les PS deux photons en développement, on trouve également des porphyrines associées au BMVC qui agit
comme une antenne deux photons par TC Chang [181] et des complexes de ruthénium (& =~ 40 GM) par I'équipe

de Gilles Lemercier [50].
2. Phototoxicité

Le phénomene de relocalisation des molécules suivi de mort cellulaire a été reproduit sur différentes

lignées cellulaires : Hela (cancer du col de I'utérus), MCF-7 (cancer du sein), PC3 (cancer de la prostate) et
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HCT116 (cancer colorectal). Pour quantifier le phénomene, la phototoxicité des TP-2Py et TP-3Bzim a été
mesurée par un test MTT sous irradiation par une lampe au mercure. Le temps d’irradiation nécessaire pour
obtenir une toxicité de 50 % a une concentration de 2 UM en composés a d’abord été déterminé pour les
lignées MCF-7 et Hela (Figure 109). Ce temps est sensiblement identique quelle que soit la lignée mais il est
différent pour les deux composés : la TP-3Bzim est en effet plus active avec un temps de 15 min environ contre

30 min pour la TP-2Py.
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Figure 109. Cytotoxicité de la TP-2Py et la TP-3Bzim a 2 uM sous éclairage au cours du temps.
Irradiation par une lampe au mercure avec un filtre a 452 nm (£ 45 nm), irradiance : 60mW/cm2.

La cytotoxicité des molécules a ensuite pu étre mesurée sur des cellules HelLa dans le noir et aprés une
irradiation par une lampe au mercure pendant les temps mesurés précédemment (Figure 110). Sans
irradiation, les deux composés ne sont pas toxiques méme a de fortes concentrations. Lorsque les cellules sont

irradiées en revanche, les molécules ont des ICsq similaires d’environ 2 uM.
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Figure 110. Cytotoxicité de la TP-2Py et de la TP-3Bzim avec et sans éclairement mesurée sur des cellules Hela (cancer du
col de 'uterus).
Irradiation par une lampe au mercure avec un filtre a 452 nm (£ 45 nm), irradiance : 60mW/cm2.
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Les TP-2Py et TP-3Bzim sont donc de potentiels photosensibilisateurs avec un excellent index

thérapeutique puisqu’ils ne présentent aucune toxicité dans le noir.
3. Propriétés pharmacologiques

L'irradiation entraine une relocalisation des composés dans le noyau ainsi que la mort cellulaire comme le
montre la formation de bulles sur la membrane des cellules (Figure 111 & Figure 112). Il a été mis en évidence
que le mécanisme impliqué est 'apoptose, soit la mort cellulaire programmée (résultats non montrés). Les TP
sont moins sensibles a la lumiere que les PS porphyriniques avec des doses de 100 Jem?enun photon et 300
J.cm™ en deux photons nécessaires pour déclencher le phénomeéne contre seulement 1 J.cm™ environ pour les
PS classiques. Ceci est néanmoins loin d’étre un défaut puisque cela n’entrainerait pas de sensibilisation des
patients a la lumiere du jour tandis que les puissances requises, bien que plus élevées, restent non
dangereuses. Les propriétés de dépendance a la puissance incidente et la dose-réponse ont été étudiées dans

le cas de la TP-2Py sur des cellules MCF-7.
a. Influence de l'irradiance

Le temps de déclenchement du processus d’apoptose est visiblement corrélé a la puissance incidente : sous
une irradiance élevée de 30 mW.cm-2 il se déclenche au bout de 16 min contre 83 minutes (soit environ 5 fois
plus longtemps) sous une irradiance de 5.6 mW.cm™ (soit environ 5 fois plus faible) (Figure 111). L’activité

dépend donc linéairement de la puissance lumineuse incidente.

Irradiation 30 mW/cm? Irradiation 5.6 mW/cm?

t=0min

t=16 min

Figure 111. Effet de I'intensité d’irradiation sur I’activité de la TP-2Py a concentration constante (2 uM).
Microscopie confocale : Cellules MCF7 traitée avec 2 um de TP-2Py, fluorescence (Ao = 458 nm, détection = 560
—720 nm) et contraste de phase.

b. Dose-réponse

On observe également un effet dose réponse trés clair en faisant varier la concentration en TP-2Py et en
gardant une irradiation constante. A 2 uM, l'apoptose se déclenche a 16 min contre 2h45 pour une
concentration de 200 nM (Figure 112). La TP-2Py est méme active a des concentrations ou son signal de

fluorescence est indétectable : a une concentration de 20 nM, il est possible d’observer en transmission la
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formation des bulles a la surface des membranes mettant en évidence I'activité, méme si la relocalisation du

fluorophore ne peut étre observée.

Irradiation 30 mW/cm?

TP-2Py 200 nM

t=16mi

Figure 112. Effet de la concentration sur I'activité de la TP-2Py a irradiation constante.
Microscopie confocale : Cellules MCF7 traitée par la TP-2Py, Ao = 458 nm, détection : 560 — 720 nm.

Conclusion

La TP-2Py et la TP-3Bzim et potentiellement tous les marqueurs d’ADN cationiques décrits dans ces travaux
sont donc une famille de nouveaux agents thérapeutiques photoactivables a un ou deux photons. Leur mode
d’action exact reste a déterminer, mais la localisation des TP dans les mitochondries en cellules vivantes cause
sous réserve d’une irradiation prolongée de quelques minutes une mort cellulaire par apoptose et la
relocalisation des fluorophores dans le noyau.

Employés comme sondes de microscopie biphotonique, les TP et Cbz peuvent donc étre employé comme
marqueurs d’ADN en cellules fixées et comme marqueurs de mitochondries ou d’apoptose en cellules vivantes.
Associés a un processus de photoactivation en cellules vivantes, ce sont des agents de photothérapie
présentant un index thérapeutique élevé, insensibles a la lumiére du jour dont I'activité est observable par
microscopie de fluorescence.

Ces nouveaux marqueurs optimisés pour la microscopie biphotonique sont donc de potentiels agents
théranostiques. Ce concept émergent qui désigne des agents permettant a la fois le diagnostic par imagerie et
le traitement fait le plus souvent appel a des nanoobjets multifonctionnalisés [182,183] complexes a fabriquer
et dont la toxicité fait débat. La simplicité de synthése et d’utilisation des TP est donc un net avantage par
rapport aux nanoparticules.

La possibilité de fonctionnaliser les TP offre encore plus de possibilités : il est par exemple envisageable par
vectorisation de cibler les cellules cancéreuses pour I'imagerie et le traitement de tumeurs. Les marqueurs
vectorisés pourraient notamment servir a détecter les tissus tumoraux qui subsistent toujours aprés une
chirurgie et qui posent souvent des problemes de récidive. Une fois détectés, ces tissus seraient détruits tres

localement et sans dommages collatéraux par photoactivation biphotonique.
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TRIPHENYLAMINES FONCTIONNALISEES :
MARQUAGE COVALENT D’ADN ET
VECTORISATION CELLULAIRE

135



Chapitre 3 - A. Synthése des

A. SYNTHESE DES MARQUEURS
FONCTIONNALISABLES

Les vinyl-triphénylamines en combinant une affinité spontanée pour I’ADN ou la HSA et d’excellentes
propriétés de fluorescence sont des molécules a fort potentiel en imagerie. Néanmoins pour développer
d’autres applications, nous avons donc mis au point une stratégie de synthese pour fonctionnaliser la TP-2Bzim
et la TP-2Rho. L'objectif et de pouvoir vectoriser la TP-2Bzim vers des cellules cancéreuses et aussi de la
coupler a des oligonucléotides pour la détection d’hybridation par fluorescence. La TP-2Rho fonctionnalisée

pourrait, elle, étre utilisée pour le marquage covalent de protéine.

I. Introduction

1. « Chimie Click »

Le terme générique de « chimie click » a été introduit en 2001 par Sharpless [184] et regroupe un ensemble
de réactions a hauts rendements, a économie d’atomes, insensibles a I'eau et a I'oxygéne, favorisées
thermodynamiquement et fonctionnant sur une large gamme de substrats. Parmi ces réactions, on trouve la
réaction de Staudinger entre une phosphine et un azoture ou la cyclisation [3+2] de Huisgen catalysée par le
cuivre entre un alcyne et un azoture. La facilité de mise en ceuvre de ces réactions et leur compatibilité avec
I'eau a entrainé un vif intérét pour la chimie click dans le domaine du marquage covalent de biomolécules en
solution ou méme en cellules, d’autant que les fonctions mises en jeu sont orthogonales des fonctions
présentes en milieu biologique et garantissent I'absence de réactions parasites [185]. La réaction la plus
populaire pour ces applications est le couplage [3+2] de Huisgen qui a cependant comme inconvénient de
nécessiter la présence de cuivre catalytique qui est potentiellement toxique et facilement chélaté par les
amines présentes en milieu biologique. Pour contourner ce probléme, I'équipe de Bertozzi é développé un
couplage sans cuivre a partir d’alcynes cycliques contraints pour effectuer des réactions directement en cellules

sans catalyseur [186].
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2. Objectifs et composés cibles

Un premiére méthode de dérivatisation des composés triphénylamines a trois branches avait été
développée au laboratoire [187]. Cette stratégie de synthése assez complexe permet d’introduire un bras
espaceur fonctionnalisé sur le noyau phényle en position méta de I'amine. Néanmoins, le motif de
reconnaissance de I’ADN est le V formé par deux des branches des triphénylamines, et dans la HSA également
nous avons observé une interaction mieux définie avec la TP-2Rho qu’avec la TP-3Rho. Pour des raisons de
complémentarité structurale et de charge nette, les composés a deux branches sont donc globalement plus
efficaces et posseédent un groupement phényle libre permettant de développer une stratégie de
fonctionnalisation plus simple. Nous avons donc cherché a introduire sur ce phényle un bras espaceur
polyéthylene glycol (PEG) fonctionnalisé par des groupements alcyne, azoture et acide carboxylique (Figure
113). Les fonctions ont été choisies pour permettre le plus d’applications possibles ; elles permettent en effet le
couplage a de nombreuses biomolécules par « chimie click » ou par amidation, les amines étant fréquement

présentes en milieu biologique. Le bras PEG quant a lui apporte de la solubilité.

Sonde fluorescente triphénylamine

A A

Fonction réactive X:
N3

COOH
Figure 113. Structure générale des marqueurs dérivatisés cibles

Il. Syntheése de la TP-2Bzim dérivatisée

Le noyau clé pour la synthése de ces composés est la 4,4’-bisformyl-4”’-hydroxytriphénylamine 13 qui
permet par ses deux aldéhydes d’accrocher les groupements électroattracteurs et par son groupe phénol de
greffer les chaines PEG fonctionnalisées (Schéma 10). Ce composé est facilement préparé a partir de la 4-
méthoxytriphénylamine commerciale par une réaction de Vilsmeier-Haack suivie d’'une déprotection du groupe

méthoxy par le tribromure de bore. A partir de ce noyau, deux stratégies de synthése ont été essayées.
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A. Synthese des

Tout d’abord, nous avons effectué une synthése linéaire des composés en greffant successivement la

chaine PEG puis le noyau benzimidazole.

Premiérement, un triéthyléneglycol (TriEG) bis- ou mono-chloré a été couplé a

la 4,4 -bisformyl-4”'-

hydroxytriphénylamine par une réaction de Williamson pour donner les intermédiaires 14 et 15 avec des

rendements de 78 et 55%.

Le composé 16 portant la fonction azoture est ensuite obtenu par réaction de 15 avec I'azoture de sodium.

Le benzimidazole est ensuite introduit par réaction de Wittig. Les conditions utilisées pour synthétiser la TP-

2Bzim "nue" se sont révélées inapplicables ici. En effet le dérivé PEGylé forme une huile non miscible dans

I’éthanol et réagit tres peu. Nous avons donc appliqué une méthode alternative, utilisant le DBU comme base

dans un mélange éthanol:THF 1:1 avec un rendement de 60%.

A partir de 14, nous avons pu introduire une fonction alcyne par substitution nucléophile sur le bromure de

propargyle en présence de NaH pour donner le composé 17. Le rendement est cependant plus faible et nous

avons obtenu peu de produit. Lors de la réaction de Wittig, le produit attendu a été détecté dans le brut, mais

n’a pas pu étre isolé car les quantités engagées étaient faibles et la conversion non totale.
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Schéma 10. Synthése linéaire des TP-2Bzim dérivatisées.

TPn-2Bzim-TriEG-Alcyne

Cette premiere voie de synthese vers les marqueurs fonctionnalisés a donc permis d’obtenir la TPn-2Bzim-

TriEG-N3, mais les premiers essais pour obtenir les dérivés acide carboxylique et alcyne ont échoué. Plutét que
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de chercher a optimiser cette synthése, nous avons préféré développer une deuxieme méthodologie plus

convergente pour obtenir de meilleurs rendements globaux.

2. Synthése convergente

Selon la premiere méthodologie, les syntheses divergent trés tot en fonction du composé final attendu.
Nous avons donc cherché a développer une nouvelle voie qui soit convergente et qui ait le plus grand nombre
d’étapes communes a tous les composés cibles pour augmenter les quantités de matiére engagées et les
rendements globaux de synthéese.

Les parties TP et PEG ont d’abord été synthétisée séparément. Nous avons pris comme intermédiaire clé la
TPn-2Bzim avec un groupement hydroxyl sur le phenyl libre que nous avons appelé la TPn-2Bzim-OH (Schéma

11).
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Schéma 11. Synthése de la TPn-2Bzim-OH.

La synthése par réaction de Wittig avec le DBU comme base dans I'éthanol a permis d’obtenir le précurseur
neutre en grande quantité avec un rendement de 70%. Ici encore une fois, aucune purification n’est nécessaire,
puisque le composé peut étre précipité par addition d’éther et de pentane.

Les PEG étant une matiére premiére peu colteuse, nous avons pu également synthétiser en grande
quantité les espaceurs bifonctionnels avec d’un coté la fonction désirée et de I'autre un groupement tosylate
permettant le couplage a la TPn-2Bzim-OH par réaction de Williamson (Schéma 12). Le groupement tosylate a
été choisi pour activer les PEG car il permet de les détecter en UV et facilite grandement les étapes de
purification. La premiére étape a été de monotosyler le TEG dans le dichlorométhane en présence de
triéthylamine pour obtenir le composé 18. Pour éviter la double addition, un défaut de chlorure de tosylate est
utilisé et le rendement par rapport au tétraéthyléne glycol est donc faible malgré une conversion totale.
Cependant, le TEG est peu colteux et facilement séparable du produit final, nous en avons donc engagé 100
grammes pour obtenir une grande quantité de TEG monotosylé. L'intermédiaire 18 a ensuite été oxydé en
aldéhyde par I'IBX [188]. Le passage a l'acide carboxylique 19 a ensuite été effectué par une oxydation de
Lindgren par le chlorite de sodium en milieu tamponné par NaH,PQ,, selon la méthode décrite par Dalcanale et
Montanari [189]. Les ions hypochlorites formés lors de la réaction et qui sont de puissants oxydants sont piégés
par H,0, pour éviter les réactions parasites. Ces deux oxydations successives en conditions douces ont permis
de passer de I'alcool a I'acide carboxylique avec un rendement de 54% sur les deux étapes. Toujours a partir de
I'intermédiaire 18, I'addition d’azoture de sodium suivie d’'une deuxiéme tosylation a permis d’obtenir I'azoture

20 avec 65% de rendement sur les deux étapes.
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Schéma 12. Synthése des chaines TEG bifonctionnelles.

L'alcyne a lui été ajouté directement sur le TEG par réaction avec le bromure de propargyle. Le composé 21
obtenu a été ensuite tosylé en présence de pyridine et de DMAP pour donner le composé bifonctionnels 22

attendu.
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Schéma 13. Synthése des TP-2Bzim fonctionnalisées.

Les chaines bifonctionnelles obtenues ont ensuite été conjuguées a la TPn-2Bzim-OH par réaction de
Williamson (Schéma 13). Dans le cas de I'azoture, des conditions classiques pour un phénol (K,CO; dans le DMF

a 60°C) ont permis d’obtenir le composé attendu avec un rendement de 63%. Pour l'alcyne et I'acide
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carboxylique, cette méthode n’a pas abouti aux produits attendus malgré plusieurs tentatives effectuées en
augmentant la quantité de K,CO; pour compenser la présence de protons acides supplémentaires. L'utilisation
de NaH en revanche a donné de bons résultats avec des rendements de 50% pour I'alcyne et 78% pour I'acide.

Les intermédiaires neutres ont ensuite été méthylés selon la méthode usuelle a I'iodure de méthyle dans le
DMF pour donner les produits attendus.

La mise au point d’'une méthode de synthése convergente en cing étapes a donc permis I'obtention, avec de
bons rendements, de la TP-2Bzim conjuguée a une chaine TEG fonctionnalisée pour le couplage a des
biomolécules par "chimie click" et couplage peptidique. Selon les méthodes envisagées, les composés neutres

ou méthylés pourront étre employés.

lll.  Synthese de la TP-2Rho dérivatisée

Nous avons voulu en suivant le méme schéma synthétiser une TP-2Rho fonctionnalisée pour le marquage
covalent de protéine ou par exemple I'étude des interactions récepteurs/protéines en couplant la TP-Rho au
récepteur. Cette derniere application devrait faire I'objet d’une collaboration future.

La premiere étape consistant a synthétiser la TP-2Rho-OH, c'est-a-dire la TP-2Rho portant une fonction
hydroxy sur le phényle a été effectuée par réaction de Knoevenagel entre I'acide rhodanine-3-acétique et la
4,4’ -bisformyl-4"’-hydroxytriphénylamine 13 pour donner le produit attendu avec un rendement de 84%

(Schéma 14).
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Schéma 14. Synthése de la TP-2Rho-OH

La réaction de Williamson sur les TEG fonctionnalisés dans les différentes conditions utilisées ci-dessus n’a
cependant pas fonctionné. Un suivi HPLC des réactions n’a montré aucune conversion et la TP-2Rho-OH est
parfaitement soluble dans I'eau ce qui rend difficile I'extraction et I'analyse de la réaction ou simplement la
récupération du produit de départ. Pour fonctionnaliser la TP-2Rho, nous sommes donc retournés vers une

synthese linéaire ol le groupement rhodanine est introduit lors de |'étape finale (Schéma 15).
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Schéma 15. Synthése de la TP-2Rho-TriEG-N;.

A partir du dialdéhyde 16, dont la synthese est décrite plus haut, il ne restait donc plus qu’a greffer la
rhodanine acide acétique par réaction de Knoevenagel dans I'acide acétique au reflux en présence d’acétate
d’ammonium. La réaction a permis d’obtenir simplement aprés précipitation du produit la TP-2Rho-TriEG-N;

pure avec un rendement de 70 %.
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B. DETECTION D’HYBRIDATION

l. Introduction

La détection d’ADN par FISH (Fluorescence In Situ Hybridization) est une technique largement employée en
biologie pour effectuer des caryotypes, cartographier I’ADN ou effectuer des diagnostics génétiques, entre
autres exemples [190,191]. Elle permet de détecter des séquences spécifiques d’ADN, a I’échelle d’'un
chromosome ou sur des séquences courtes, pour des applications de criblages ou de diagnostic génétique. Elle
nécessite de disposer de sondes oligonucléotidiques ou ADN marquées par un systeme fluorescent, qui

peuvent étre employées en solution ou fixés sur des surfaces pour former des puces a ADN.
1. Oligonucléotides marqués

Pour améliorer le rapport signal sur bruit et éviter des étapes de lavage, la détection d’hybridation
nécessite des sondes dont I’émission est modifiée lors de I'association avec la cible, et emploie donc le plus
souvent des systémes binaires [192,193]. Ces derniers peuvent étre constitués d’une paire donneur/accepteur
dont le signal est modifié par FRET (Forster Resonance Energy Transfer), d’une paire fluorophore/quencher
dont I'agencement est modifié lors de I'hybridation [194], restaurant ainsi le signal du fluorophore, ou de deux
chromophores comme les pyrénes pouvant modifier leur signal de fluorescence en formant des excimeéres
[195,196].

Il est également possible de conjuguer un oligonucléotide a un fluorophore qui voit son signal modifié dans
I’ADN, comme le cas des chromophores commutables. Ainsi des conjugués entre un oligonucléotide et des
cyanines ont été utilisés [197]. Néanmoins si I'hybridation de ces conjugués a été mise en évidence par une
stabilisation mesurée par dénaturation thermique, seuls de faibles changements dans le signal de fluorescence
ont été observés.

Les performances des sondes d’hybridation ont été fortement optimisées par I'emploi de PNA (Peptide
Nucleic Acids) a la place des oligonucléotides. Les PNA sont des analogues d’ADN ou I|’enchainement
phosphate-ribose a été remplacé par des liaisons peptidiques (Figure 114). lls sont capables de s’hybrider avec

un brin complémentaire d’ADN ou de PNA en formant des structures hélicoidales semblables a I’ADN duplex
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classique mais du fait de I'absence de charge et donc de répulsion électrostatique entre les brins, les duplex
PNA/ADN sont plus stables que les duplex ADN/ADN. Grace a cette affinité accrue, les PNA sont capables
d’envahir un double brin d’ADN ou de former des triplex si les séquences sont favorables et donc de détecter

une séquence d’ADN duplexe sans dénaturation préalable (Figure 114) [198].
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Figure 114. Structure des PNA et mode d’interaction avec I’ADN duplex
a) : formation d’un triplex classique, b) formation d’un triplex PNA/DNA/PNA par invasion du double brin, c) :
invasion du duplex (image adaptée de la réf. [198]).

Des sondes composées d’un PNA conjugué au thiazole orange développées par Kubista et appelées « Light-
up Probes » peuvent reconnaitre spécifiquement une séquence de 10 paires de bases et présentent lors de

I’hybridation des exaltations de fluorescence de I'ordre de 50 [199].

2. Fluorescence In Situ Hybridization (FISH)
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Figure 115. Schéma de principe de la technique de FISH.
Image adaptée de la réf. [200].

La technique de FISH a été développée dans les années 1980 pour la détection spécifique de séquences

d’ADN [201]. Elle utilise des fragments d’ADN marqués directement par un ou plusieurs fluorophores ou par
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des cibles telle la biotine pouvant ensuite étre reconnues par des anticorps marqués fluorescents. Les mesures
sont effectuées sur des chromosomes fixés sur du verre. L'ADN-cible est ensuite dénaturé pour permettre
I’hybridation avec I’ADN-sonde. De multiples lavages permettent de retirer I’ADN-sonde non hybridé pour ne
visualiser que la séquence cible marquée (Figure 115).

Différents types d’ADN-sondes peuvent étre employés selon la séquence cible [202] :

e Oligonucléotides : marquage de séquences d’ADN abondantes.

e ADN double ou simple brin : marquage de séquences uniques. Les sondes sont obtenues par ampli-
fication par PCR (Polymerase Chain Reaction) avec des bases modifiées pour permettre la détec-
tion.

La longueur de '’ADN-sonde peut varier, allant jusqu’a 1000 paires de bases mais plus la sonde est grande
plus sa spécificité d’hybridation est faible, la séquence de la sonde ayant des chances plus élevées de se
retrouver au moins en partie sur plusieurs sites de la cible. La technique de FISH peut étre utilisée avec des
sondes longues pour marquer des chromosomes entiers (whole-chromosome painting) permettant ainsi de
compter les chromosomes et d’effectuer des caryotypes [203]. En utilisant différents marqueurs chaque
chromosome peut étre marqué d’une couleur différente. Des sondes plus courtes seront utilisées pour
détecter certaines régions particulieres de I’ADN, et mettre en évidence des mutations ou des anomalies
génétiques. Les fluorophores employés pour la FISH sont des fluorophores classiques comme les cyanines ou la
fluoresceine [202]. Des expériences de FISH a deux photons ont été décrites, mais aucune n’employait de
marqueurs optimisés [200,204] (Figure 116). L’excitation biphotonique peut étre utilisée dans le cas d’un
marquage multicolore pour exciter tous les fluorophores a la méme longueur d’onde infrarouge et/ou pour
tirer parti du confinement de I'excitation au point focal du laser. De nombreuse variantes de la méthode de
FISH ont été développées pour les différentes applications [205], parmi lesquelles le PNA-FISH employant des

PNA marqués a la place des oligonucléotides [206,207].

Figure 116. FISH excitée a deux photons.
A : Whole-chromosome painting, 5 chromosomes humains en métaphase marqués par 5 sondes de couleurs
différentes (d’apres la réf. [204]), B : Centromeéres de chromosomes humains en métaphase marqués par FISH.
Chaque couleur correspond a un chromosome différent (d’apres la réf. [200]).
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3. Objectifs

Nous avons donc cherché a conjuguer la TP-2Bzim, qui est notre marqueur le plus performant, sur des
oligonucléotides ou des PNA pour la détection d’hybridation, avec au final I'idée de les appliquer en FISH. Les
triphénylamines ne sont fluorescentes que dans I’ADN double brin, nous espérons donc que le conjugué oligo-
TP libre ne sera pas fluorescent, et que lors de I’hybridation, la TP-2Bzim pourra s’insérer dans le petit sillon
formé et fluorescer. En cas de succes, les conjugué oligo-triphénylamines présenteraient plusieurs avantages
par rapport aux procédés existant :

e  Modification du signal de la triphénylamine lors de I'hybridation, ne nécessite donc pas de systeme
binaire complexe

e  Brillance élevée pour la détection de molécule unique

e Déplacement de Stokes élevés (notamment par rapport aux cyanines)

e  Optimisation pour le deux photons

e Absence de photoblanchiment

Le couplage de la TP-2Bzim aux oligonucléotides ou au PNA a été effectué par le Dr. Rémy Lartia de
I"'université Joseph Fourier de Grenoble a partir des molécules portant un bras espaceur fonctionnalisé décrites

ci-dessus.

Il.  Hybridation in situ

1. Structure

Les oligonucléotides et le PNA sont obtenus par synthese peptidique ou oligonucléotidique sur support
solide. Dans le cas du couplage a un PNA, la réaction avec la TP-2Bzim-TEG-COOH qui aurait permis d’effectuer
le couplage en position N-terminale dans le synthétiseur sur phase solide et donc d’éviter une étape de
purification par HPLC n’a pas marché. Nous nous sommes donc tourné vers la chimie click comme méthode de
couplage alternative, qui nécessite cependant de purifier le conjugué final pour éliminer la TP-2Bzim non
couplée.

Quatre dérivés synthétisés par le Dr. Rémy Lartia ont donc put étre obtenus a partir de la TP-2Bzim-TEG-
N; (Figure 117):

e Trois conjugués avec un oligonucléotide de séquence T;,, la TP-2Bzim étant branchée en position
5’ (T4,-5’-TP-2Bzim) de l'oligonucléotide ou sur un phosphate intermédiaire donnant deux iso-
meres (Tg-TP-2Bzim-Tg iso 1 & 2).

e Un conjugué avec un PNA T;,, ou la TP-2Bzim est branchée en position N-terminale (pTq,-TP-
2Bzim).

Les oligonucléotides et le PNA T,, ont été obtenus par synthese automatisée sur support solide. Les
conjugués oligonucléotidiques ont ensuite été synthétisés en introduisant une fonction alcyne sur le phosphate
terminal 5’ ou sur un phosphate intermédiaire puis en cliquant la TP-2Bzim-TEG-N;. La pT12-TP-2Bzim a été

obtenue en couplant par chimie click la TP-2Bzim-TEG-N3 sur un PNA T, portant une fonction alcyne sur la
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position N-terminale. Deux lysines ont également été introduites en position C-terminale pour assurer la
solubilité, les PNA ayant pour inconvénient d’étre peu solubles dans I'eau (Figure 117).

La fonction alcyne a été introduite en position N-terminale du PNA par couplage sur support solide de
I'acide 4-pentynoique et en position 5’ de I'oligonucléotide par couplage du phosphoramidite du 5-hexynol
dans les conditions classiques de synthése oligonucléotidique. Les oligonucléotides modifiés en position

internucléotidique ont été obtenus par couplage du H-phosphonate de la thymine en 7°me position de la chaine
oligonucléotidique suivie d’'une oxydation par CCl,/propargylamine [208]. La chaine a ensuite été rallongée des

5 nucléobases restantes. La séparation des isomeéres par RP-HPLC a été réalisée sur les produits couplés a la TP-

2Bzim.
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Figure 117. Structure chimique des conjugués.

2. Sélectivité d’hybridation et fluorescence

Les tests d’hybridation in situ ont été effectués sur deux séries d’oligonucléotides :
e Une premiere série composée d’'un oligonucléotide simple brin d(A),; nommé simplement A,; et
d’un duplex d(A),s.d(T),s nommé par la suite A,sT,s. Ces oligonucléotides cibles présentent deux
fois la séquence complémentaire de I'oligonucléotide sonde T, et favorisent a priori I’hybridation

des conjugués TP-2Bzim. Ces derniers peuvent interagir par hybridation avec le simple brin ou avec
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le duplex par invasion ou formation de triplex. Les séquences des différents oligonucléotides
permettent en effet la formation de structures triplex de type T.A.T. Le ds26 qui ne présente pas
de séquence complémentaire sera utilisé comme contrdle négatif.

e Une deuxieme série composée d’un oligonucléotide simple brin de séquence d(CGCGA;,CGCG)
nommé A;, et d’un duplex d(CGCGA,,CGCG).d(GCGCT,,GCGC) nommé A;,T,,. Ces derniers ne
comportent qu’une seule fois chacun la séquence complémentaire des sondes et la série impose
donc plus de contrainte a la reconnaissance compléte des douze paires de base des conjugués
fluorescents que la précédente. Un simple brin d(GCGCT,,GCGC) nommé T,, sera utilisé comme
contrdle négatif.

Les quatre conjugués peuvent interagir de différentes fagons avec I’ADN cible selon la structure de la sonde

(PNA ou oligonucléotide) et le branchement de la TP-2Bzim (position terminale ou intermédiaire) (Figure 118).

TP-2Bzim en position terminale: TP-2Bzim en position intermédiaire:
pT,,-TP-2Bzim et T,,-5’-TP-2Bzim Te-TP-2Bzim-Tg iso 1&2
simple brin double brin simple brin double brin
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‘ TP-2Bzim ONA
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Figure 118. Représentation schématique des différents modes de liaison possibles des sondes fluorescentes
oligonucléotidiques et PNA a I’ADN.

Les conjugués peuvent s’hybrider avec un simple brin par hybridation et avec un duplex de séquence AT en
formant une structure triplex de séquence TAT ou en envahissant le double brin. Ce dernier mode de liaison
nécessite une étape préalable de dénaturation thermique, les oligonucléotides ne pouvant pas spontanément
envahir un double brin d’ADN. Cette étape n’est pas nécessaire pour le PNA. La TP-2Bzim doit ensuite pouvoir
s’insérer dans le petit sillon d’une structure ADN duplex pour fluorescer. Dans le cas d’une interaction avec un
simple brin, la TP-2Bzim va donc se replier dans le duplex formé par les deux simples brins de la sonde et de la
cible. Ce repliement devrait étre favorisé par le branchement en position intermédiaire de la TP-2Bzim et, s'il

n’est pas possible, aucune variation du signal de fluorescence ne devrait étre observée. Lors de l'interaction
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avec une cible de structure duplex, deux cas sont possibles. Lorsque la TP-2Bzim est branchée en position
terminale, celle-ci va certainement se lier préférentiellement dans la séquence duplex adjacente, alors que,
dans le cas d’un branchement en position intermédiaire, elle va se replier dans le petit sillon de la séquence
complémentaire détectée par I'oligonucléotide sonde (Figure 118). L’affinité de la TP-2Bzim pour 'ADN étant
fortement dépendante de la séquence, ces différents modes d’interactions peuvent étre influencés par les
différentes séquences d’ADN mises en jeu, mais aussi par la nature et la rigidité du lien espaceur entre

I'oligonucléotide ou le PNA et la TP-2Bzim.
a. Propriétés de fluorescence

La premiere observation est que, pour les quatre conjugués, la fluorescence a I'état libre en solution
aqueuse est beaucoup plus importante que pour la TP-2Bzim non conjuguée (Figure 119). Il y a donc des
interactions avec I'oligonucléotide sonde T,, et formation d’une structure permettant la fluorescence de la TP-
2Bzim. Ce phénomeéne est connu pour les conjugués PNA ou oligo-cyanines de type « light-up probes » [209].
La forme générale du spectre de fluorescence a I'état libre est trés proche de celle de la TP-2Bzim pour les
conjugués oligonucléotides, avec un maximum vers 590 nm, alors que celle du conjugué PNA est

significativement déplacée vers le rouge avec un maximum d’émission a 620 nm.
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Figure 119. Spectres d’émission de fluorescence des différents conjugués T,,-TP-2Bzim libres en solution (F,) et en
présence de différents oligonucléotides complémentaires.

Aexc = 448 nm.

Les intensités relatives entre les composés ne peuvent étre comparées, les conditions de mesures étant
différentes. Se référer a la Figure 120 pour les exaltations de fluorescence et les conditions de mesures

détaillées.
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En présence des oligonucléotides cibles, la fluorescence des TP-2Bzim conjuguées est exaltée, avec une
amplitude et une sélectivité qui varient fortement en fonction du composé et de sa cible. Dans le cas des
conjugués oligonucléotides, le maximum d’émission aprés hybridation reste inchangé a 590 nm alors que pour

le conjugué PNA il passe de 620 nm a I’état libre a 610 nm en présence de I’ADN cible.
b. Sélectivité

En présence d’ADN A,s et A,sT,s, la fluorescence des trois conjugués oligonucléotides est exaltée avec des
facteurs d’exaltations F/F, variant entre 3 et 8 (Figure 120). Ces derniers sont assez faibles par rapport a
I’exaltation de la TP-2Bzim non conjuguée dans I’ADN (F/F, entre 100 et 150 selon la séquence, Cf. chapitre
1.1), mais cela est d{ essentiellement au signal de fluorescence important du conjugué a I'état libre (F,) et le
signal de fluorescence apres hybridation est suffisamment intense pour permettre une détection aisée. Le
rendement quantique des conjugués aprés hybridation n’a pas été calculé précisément mais peut étre
qualitativement estimé autour de 0.1 - 0.2 par comparaison avec l'intensité de fluorescence de composés
similaires comme la TP-2Py qui a un rendement quantique de 0.07 dans le drewAT. Il reste en tout cas plus
faible que la TP-2Bzim non conjuguée dans le drewAT (@ = 0.54). L'exalation de fluorescence est globalement
plus importante lorsque la TP-2Bzim est branchée en position intermédiaire (composés iso 1&2, F/F, = 6-8) que
lorsqu’elle est accrochée en position 5’-terminale (F/F, = 3-4). C’est le composé T¢-TP-2Bzim-T; iso 1 qui donne
I'exaltation la plus importante avec un facteur d’exaltation de 8 dans A,T,s. Pour les trois conjugués
oligonucléotides I'exaltation est plus forte en présence de duplex A,sT,5 qu’en présence de simple brin. Aucune
exaltation n’est observée en présence des oligonucléotides non complémentaires simple brin T,5 et double brin
ds26. Le conjugué PNA testé dans le duplex A,sT,s a donné une exaltation de fluorescence de 7, soit assez
proche de la meilleure exaltation observée pour les conjugués oligonucléotides. De maniére plus inattendue, il

a donné le méme résultat dans le ds26 qui ne présente pourtant pas de séquence complémentaire.
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Figure 120. Exaltations de fluorescence des sondes oligonucléotides et PNA conjuguées a la TP-2Bzim en présence des
oligonucléotides cibles A,s, Tys, AysTo5 et ds26.
[pT1,-TP-2Bim] = [T41,-5’-TP-2Bzim] = 2 uM, [T¢-TP-2Bzim-Tg iso 1&2] = 1 uM, en présence de 2 équivalents
molaires d’ADN cible. Tampon cacodylate de sodium pH 7.2 (10 mM CacoNa, 100 mM Nacl).
Aexe = 448 nm, détection : 470 — 800 nm.
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Les signaux de fluorescence ont été mesurés avant et aprés une étape de dénaturation de I'oligonucléotide
cible pour permettre I'hybridation avec la sonde : le mélange a été porté a 90°C pendant 5 minutes avant un
refroidissement lent sur trois heures jusqu’a température ambiante. Aucune différence n’a été observée, ce qui
laisse supposer que les conjugués oligonucléotides interagissent avec le duplex en formant des structures
triplex puisque I'ouverture du duplex n’est pas nécessaire pour observer la fluorescence. Le PNA peut lui
envahir le duplex sans dénaturation thermique préalable, il est donc difficile de savoir s’il forme un duplex ou
un triplex.

Les exaltations de fluorescence dans les oligonucléotides cibles ne comportant qu’une seule fois la
séquence complémentaire sont trés différentes. Le conjugué T,,-5’-TP-2Bzim ne donne aucune exaltation de
fluorescence quelle que soit la séquence cible (Figure 121). Ceci n’indique pas forcément I|'absence
d’hybridation. En effet dans I’hypothése ou celle-ci aurait bien lieu, la TP-2Bzim pourrait se retrouver insérée
dans la partie de 'oligonucléotide cible de séquence GC, cette derniére étant moins favorable a la liaison et a la
fluorescence de la TP-2Bzim qu’une séquence AT. Les deux isomeres portant la TP-2Bzim branchée sur une
position intermédiaire de |'oligonucléotide T, donnent des exaltations de I'ordre de 3 a 4 dans le duplex A;;T4,.
Il est a noter que cette exaltation est légerement plus forte aprés une étape de dénaturation thermique. Il est
vraisemblable que, lors de I'hybridation, la sonde ne reconnait pas forcément directement les douze paires

complémentaires de la cible, et cette hybridation partielle peut défavoriser la fluorescence de la TP-2Bzim.
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Figure 121. Exaltations de fluorescence des sondes oligonucléotides et PNA conjuguées a la TP-2Bzim en présence des
oligonucléotides cibles A,,, T;, et A;,T;, avant (couleur claire) et aprés (couleur foncée) dénaturation
thermique.

[pT15-TP-2Bim] = 2 uM, [T1,-5’-TP-2Bzim] = 1 uM, [T-TP-2Bzim-Tg iso 1&2] = 0.5 uM, en présence de 2
équivalents molaires d’ADN cible. Tampon cacodylate de sodium pH 7.2 (10 mM CacoNa, 100 mM Nacl).
Aexc = 448 nm, détection = 470 — 800 nm.

Aprés dénaturation thermique en revanche, le refroidissement lent conduit a la formation de la structure
thermodynamiquement la plus stable ou les douze bases de la sonde sont hybridées sur la cible augmentant
légerement le signal de fluorescence. L'émission des deux composés iso 1&2 n’est par contre pas modifiée en
présence du simple brin A;; méme aprés une étape de dénaturation thermique et, comme attendu, les trois

conjugués oligonucléotides ne donnent pas non plus d’exaltation de fluorescence avec le contréle négatif T4,
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simple brin. Dans le simple brin A, et le duplex A;,T4,, la fluorescence du pT12-TP-2Bzim est exaltée avec des
facteurs d’exaltations entre 6 et 7 Iégérement plus importants que pour les composés iso 1 et iso 2 et du méme
ordre que ceux observés dans A,;T,; et le ds26.

Les conjugués oligos et PNA peuvent donc étre employés pour la détection d’hybridation in situ par
fluorescence mais I'avantage de I'émission commutable des marqueurs TP est assez modéré ici, étant donné
que la fluorescence des conjugués a I'état libre est plus élevée que celle des TP libres. De plus, la fluorescence
de la TP-2Bzim reste sensible a la séquence cible et aux bases adjacentes, comme le montre I'exemple du
conjugué Tq,-5’-TP-2Bzim dont la fluorescence est potentiellement éteinte par les paires de base GC. Le
branchement de la TP-2Bzim sur une position intermédiaire de I'oligonucléotide sonde donne cependant de
bien meilleurs résultats et les composés Teg-TP-2Bzim-T¢ iso 1&2 donnent, aprés hybridation avec les
oligonucléotides A,s, AysTys et Ay,Tq, des signaux de fluorescence intenses aisément détectables et avec un
facteur d’exaltation qui varie entre 5 et 7. Dans I’'ensemble, les trois conjugués oligonucléotides T, semblent
plus adaptés a la détection de structure duplex d(A).d(T) par formation d’une structure triplex qu’a la détection
de séquences complémentaires simple brin.

L’emploi d’'un conjugué PNA a donné des exaltations de fluorescence globalement meilleures que dans le
cas des conjugués oligonucléotides, mais toute discrimination de séquence est perdue. Le PNA s’hybride et
donne des exaltations de fluorescence comparables quelle que soit la séquence, méme si celle-ci n’est pas
complémentaire comme c’est le cas du ds26. Le PNA n’a donc pas de sélectivité optique, mais si I'on regarde
I’évolution de la fluorescence en fonction de la quantité d’ADN ajoutée dans le cas des oligos A,5T,5 et ds26, il
apparait clairement que I'affinité du composé pT;,-TP-2Bzim est bien plus élevée pour le duplex A,sT,s que

pour le duplex ds26 (Figure 122).
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Figure 122. Evolution de la fluoscence d’une solution de pT12-TP-2Bzim a 2 uM en fonction de la concentration en ADN
A25T25 ou ds26 ajoutée.
[pT1,-TP-2Bzim] = 2 uM dans un tampon cacodylate de sodium pH 7.2 (10 mM CacoNa, 100 mM Nacl).
Aexe = 448 nm, détection : 470 — 800 nm.

Le comportement des conjugués oligonucléotides et PNA reste difficile a rationaliser et des études

complémentaires en dichroisme circulaire et des mesures de température de fusion sont nécessaires pour
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étudier plus finement I'affinité des différents conjugués avec les oligonucléotides cibles et leur mode
d’hybridation (passage par une forme duplex ou triplex).

Malgré des exaltations de fluorescence peu élevées, les quatres sondes décrites sont brillantes et les
propriétés d’absorption a deux photons de la TP-2Bzim les rendent tout a fait intéressante pour le
développement de la technique de FISH excitée a deux photons. Les avantages de la microscopie biphotonique
peuvent en effet bénéficier a la détection d’hybridation par fluorescence : I'excitation dans I'infrarouge permet
de limiter la photodégradation des échantillons et I'autofluorescence et le confinement de I'excitation a un
volume de l'ordre du femtolitre permet d’obtenir des informations sur I'architecture des chromosomes dans
les trois dimensions [204]. Elle reste cependant trés peu utilisée car a notre connaissance, aucun fluorophore
spécialement optimisé pour I'absorption non linéaire n’a jamais été développé pour la technique de FISH.

Des variations de structure pourront étre apportées notamment au niveau du lien entre la TP-2Bzim et
I'oligonucléotide ou le PNA pour essayer de limiter la fluorescence du conjugué libre et augmenter les facteurs
d’exaltation F/F,. Il a en effet été montré que la taille [210] et la lipophilie [211] du bras espaceur sont des
facteurs importants de la fluorescence a I'état libre et aussi lors de I'hybridation. Enfin il conviendra aussi
d’étudier plus finement leur sélectivité d’hybridation et leur sensibilité aux mésappariements de bases en

faisant varier les séquences oligonucléotidiques des sondes et des cibles.
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C. VECTORISATION CELLULAIRE

L’affinité intrinséque des marqueurs vinyl-triphénylamines pour I’ADN est a I'origine de leur localisation
intracellulaire, il est cependant nécessaire pour I'imagerie au niveau tissulaire de disposer d’'un moyen de
vectorisation cellulaire. Nous nous sommes notamment intéressé a la conception de conjugués sélectifs de
cellules tumorales pour I'imagerie tissus cancéreux. De tels conjugués sont aujourd’hui utilisés notamment en
chirurgie guidée par fluorescence pour mettre en évidence les cellules cancéreuse lors de I'ablation de tumeurs
(référence). Les deux vecteurs que nous avons sélectionnés pour les conjuguer a nos marqueurs sont |’acide

folique et les polyamines.

I.  Conjugué TP-2Bzim-spermidine

1. Polyamines

a. Structure et fonction cellulaire

Les polyamines (spermine, spermidine et putrescine, Figure 123) sont des composants intracellulaires aux
fonctions multiples et parfois encore mal connues. Elles sont notamment impliquées dans la régulation des

genes, la progression du cycle cellulaire et la prolifération cellulaire [212,213].
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Figure 123. Structure des polyamines spermine, spermidine et putrescine.

Les polyamines tirent leur activité biologique de leur capacité a interagir avec les acides nucléiques. Leurs
azotes sont en effet entierement chargés en milieu physiologiques et les polyamines peuvent interagir de
maniére électrostatique avec ’ADN mais sont surtout présentes sous forme de complexe avec I’ARN. On les
trouve dans tous les types cellulaires, mais leur concentration est plus élevée dans les tissus a renouvellement

rapide et en particulier dans les cellules tumorales. Ce sont des composants essentiels a la cellule mais une
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concentration trop élevée entraine la mort cellulaire par apoptose. Cette concentration est régulée par un
systeme complexe qui passe notamment par la biosyntheése et un systéme d’incorporation cellulaire ATP-
dépendant, et elle varie au cours du cycle cellulaire : elle augmente lors de la réplication de I’ADN et diminue
lors de la mitose. La capacité des polyamines a réguler le cycle cellulaire et la réplication des géenes tient
vraisemblablement a leur capacité a influer sur la conformation de '’ADN en modulant la stabilité de la
chromatine. Elles interagissent préférentiellement dans les zones riches en GC et peuvent aussi induire des
transitions de I’hélice B vers I’'hélice Z méme si la signification biologique de ce phénoméne reste mal connue.

Les polyamines servent également de régulateur a la synthése de protéine en interagissant avec ’ARNm.
b. Application a la vectorisation

Les polyamines agissent comme régulateur a deux niveaux, la réplication de I’ADN et la synthése des
protéines, et sont indispensables a la prolifération cellulaire. L'inhibition de leur biosynthése est donc une cible
potentielle pour la thérapie anticancéreuse mais n’a jamais abouti a un médicament. En revanche les
polyamines représentent un bon moyen de vectorisation d’agents thérapeutiques vers les cellules cancéreuses
de par leur accumulation dans les tumeurs et leur systéeme de transport transmembranaire actif qui améliore la
pénétration cellulaire des conjugués. Des chromophores conjugués a la spermine ont ainsi été mis au point
comme sondes du systeme de transport des polyamines [214]. Ils ont montré une bonne sélectivité et ont
permis d’étudier la cytotoxicité de drogues vectorisées par ce systeme de transport. Plus récemment, des
conjugués de naphtaléne anticancéreux et de polyamines ont montré une meilleure activité sur les cellules

cancéreuses et une limitation des effets secondaires sur les cellules saines par rapport a la drogue seule [215].

2. Synthése du conjugué

La synthése de la TP-2Bzim conjuguée a la spermidine a été effectuée en collaboration avec le Dr.
Guillaume Garcia selon une stratégie décrite dans la littérature qui utilise 'amine secondaire de la spermidine
comme point d’ancrage pour le fluorophore [216]. Cette technique permet de jouer sur la différence de
réactivité des amines primaires et secondaires pour protéger sélectivement les premieres et introduire sur la
seconde un bras aminopropyle pour accrocher ensuite la TPn-2Bzim-TEG-COOH par couplage peptidique. La
conjugaison de la TP-2Bzim sur une position terminale de la spermidine et donc sur une amine primaire a été

envisagée mais entraine des difficultés de synthése et des couplages multiples sur les deux amines primaires.
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Schéma 16. Synthése du synthon polyamine.
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La polyamine protégée et portant une chaine propylamine a été préparée séparément (Schéma 16) avant
d’étre couplée a la TPn-2Bzim-TEG-COOH. Les amines primaires de la spermidine ont été sélectivement
protégées par un groupement Boc par réaction avec le Boc-ON dans le THF en présence de triéthylamine a
température ambiante pour donner le composé 23 avec un rendement de 54%. Les étapes suivantes de la
synthése se passent en conditions basiques dans lesquelles le groupement Boc est stable, mais il est par contre
facilement déprotégé en conditions acides. Le composé 23 a ensuite été mis a réagir avec un phtalimide N-
bromopropane en présence de K,CO; comme base pour donner le produit 24 avec un rendement de 77%. La
déprotection du groupement phtalimide par I’hydrazine avec un rendement de 85% a ensuite conduit a la

polyamine attendue 25.
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Schéma 17. Couplage peptidique entre la polyamine 23 et la TPn-2Bzim-TEG-COOH.

Le couplage peptidique entre la TPn-2Bzim-TEG-COOH et la polyamine 25 en présence de DCC et de HOBt a
ensuite permis d’obtenir le conjugué entre la TP-2Bzim et la spermidine TPn-2Bzim-Spmd avec un rendement
de 41% (Schéma 17). Il est cependant encore nécessaire a ce stade pour obtenir le composé potentiellement
actif de quaternariser les azotes des groupements benzimidazole et de déprotéger les amines primaires de la
spermidine.

Nous avons tout d’abord essayé de méthyler la TP-n2Bzim-Spmd par la méthode habituellement utilisée

lors de la synthese de nos marqueurs, a savoir en utilisant I'iodure de méthyle en large exces (Schéma 18).
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Schéma 18. Tentative de méthylation de la TPn-2Bzim-Spmd.
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Cette méthode a conduit a un mélange de composés inséparables. L’analyse par LC-MS du mélange a révélé
la présence des produits mono bis et, étonnamment, triméthylé, le troisieme méthyle étant porté par I'amine
tertiaire de la chaine polyamine. Ce dernier est méme majoritaire d’apres le profil HPLC. Plusieurs tentatives
pour contrdler la réaction ont été effectuées en vain. Le suivi de la réaction par HPLC montre une apparition
rapide au bout de deux heures du produit triméthylé avant méme la disparition totale du produit de départ, ce
qui est inattendu mais peut-étre di aux différences de solubilité des différents composants du mélange dans le

milieu réactionnel (Figure 124).

GG222-2h30 Sm (Mn, 2x3) Diode Array
ar2

Range: 1463e+1
2.0 4003549, ¢ Area

e,
Area Aread
229 00!

triméthylé

biméthylé

monométhylé

produit de départ

e

90 | dgeo ' iteo ' 20 | 43e0 ' ige0 | fse0 | dseo ' 4700

Time

Figure 124. Analyse HPLC de la réaction de méthylation de la TPn-2Bzim-Spmd apres 2h30 d’agitation.
Produits identifiés par LC-MS.
Gradient linéaire d’eau (0.1% acide formique) et d’acétonitrile. 98/2 (0 min) — 60/40 (15 min) — 0/100 (30 min).

Avant de procéder a la déprotection des groupements Boc a I'acide trifluoroacétique et aux tests en
cellules, il est donc nécessaire de mettre au point une méthode de méthylation sélective permettant d’obtenir
uniquement le produit attendu. L'utilisation d’agents alkylants plus doux comme le tosylate de méthyle n’a pas
non plus permis d’obtenir le produit attendu. Une méthode de méthylation par I'iodure de méthyle dans le
DMF avec un chauffage par micro-ondes a été décrite récemment pour alkyler sélectivement des amines

aromatiques en présence d’amines aliphatiques et reste a tester [217].

Il. Conjugué TP-2Bzim-acide folique

1. Acide folique : structure et propriétés de vectorisation

a. Structure et fonction cellulaire

L'acide folique, qui n’est autre que la vitamine B9 (Figure 125), est un composant indispensable pour la
survie des cellules. Les récepteurs a I'acide folique (folate receptor FR) ne présentent pas normalement
d’affinité pour I'acide folique conjugué et ne reconnaissent donc pas les drogues vectorisées par I'acide folique.
En revanche il existe un isoforme du récepteur (FR-a) qui est surexprimé a la surface des cellules tumorales

dans 40% des cancers humains qui permet la reconnaissance de ces conjugués.

157



Chapitre 3 - C. Vectorisation cellulaire

i H
HN N\ N ©
ALY "
NS /
LN "N” N

Figure 125. Structure de I'acide folique

L'acide folique est donc un vecteur privilégié pour I'imagerie ou la thérapie tumorale ciblée, d’autant qu’il a
un poids moléculaire relativement faible (M = 441 g.mol'l) qui permet une bonne pénétration dans les tumeurs
et un mode d’internalisation cellulaire par endocytose via le récepteur FR qui permet par conjugaison de
rendre perméable a la membrane cellulaire des drogues qui, libres, ne le sont pas (Figure 126). Par ailleurs
I'affinité élevée des FR pour I'acide folique (K4 = 100 pM), qui assure une saturation des récepteurs par I'agent
thérapeutique méme lorsque les récepteurs ne sont présents qu’en faible quantité a la surface de la protéine,
et la clairance rapide des conjugués d’acide folique dans les tissus FR™ (t;, < 10 min) garantissent une

vectorisation efficace et sélective [218,219].

Drug cargo —,
®
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Figure 126. Mécanisme de I’endocytose médiée par les récepteurs a I'acide folique.
Image adaptée de la ref. [220].

L'acide folique présente deux fonctions acides carboxyliques pour la conjugaison et est un composé peu
colteux qui permet de mettre au point des conjugués a relativement bas prix comparé aux anticorps marqués

par exemple.
b. Exemple de chromophores vectorisés par I'acide folique

La stratégie de vectorisation par l'acide folique a été utilisée dans de nombreux conjugués a visée

, . ). . . . , , , 111
thérapeutique ou pour I'imagerie. Le premier conjugué testé sur I’homme est un complexe de ““In pour la
scintigraphie. Il a permis de mettre en évidence une accumulation dans les tissus cancéreux et dans les reins
pour les patients sains. En ce qui concerne les fluorophores, un conjugué de fluorescéine [221] a permis
d’imager des biopsies de cerveau de souris sur des tissus qui, bien que sains, surexpriment également les
récepteurs FR. Un autre conjugué avec une cyanine NIR2 [222] qui émet dans le proche infra-rouge a permis

d’imager des tumeurs en profondeur sur des souris anesthésiées (Figure 127).
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Moon et al. Bioconj. Chem. 2003, 14, 539-545

Kennedy et al. Pharma. Res. 2003, 20, 714-719

Figure 127. Structure de chromophores conjugués a I’acide folique pour I'imagerie tissulaire.

D’autres conjugués plus complexes comme des systemes trifonctionnels pour une action combinée
imagerie-thérapie ou des systemes photoactivables pour libérer la drogue en cellule ont également été décrits
[223,224].

Dans tous les cas, les études montrent bien une accumulation dans les tissus cancéreux ou surexprimant les
récepteurs a folate et une élimination rapide dans les tissus sains, et valident donc la stratégie de vectorisation

par I'acide folique.
2. Synthése du conjugué TP-2Bzim-acide folique (TP-2Bzim-FA)

Il est difficile en pratique de contrdler la réactivité des deux fonctions acides carboxyliques de I'acide
folique lors des réactions de couplage, et souvent un mélange de régioisomeres a et y (Figure 125) est obtenu
avec également des adduits de diaddition [223]. Les affinités relatives des deux isomeres varient selon les
conjugués, elles peuvent étre similaires [225], mais dans certains cas le régioisomére a n’interagit pas avec les
récepteurs [226]. Dans tous les cas, le régioisomere y semble étre le plus affin et il convient de mettre au point
une stratégie de synthése permettant d’obtenir majoritairement ce dernier.

En plus de conduire a des mélanges de produits inséparables lors des couplages, I'acide folique est un
composé peu soluble dans I'eau et les solvants organiques et il n’a donc pas une bonne réactivité. La réaction
d’une TP-2Bzim fonctionnalisée par une fonction amine directement sur I'acide folique par couplage
peptidique n’a donc pas été envisagée car elle aurait vraisemblablement entrainé une perte de matiéere
importante en TP-2Bzim fonctionnalisée, qui demande elle-méme plusieurs étapes de synthése. Nous avons
donc choisi d’introduire sur 'acide folique une fonction azoture pour ensuite faire réagir la TP-2Bim-TEG-

alcyne par « chimie click » qui donne a priori de meilleurs rendements que I’'amidation.
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La fonction azoture a été introduite sur I’acide folique par réaction avec la 3-azidopropylamine (Schéma 19),
cette derniére pouvant étre synthétisée en grande quantité a partir de la 3-bromopropylamine et de I'azoture

de sodium.
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Schéma 19. Couplage peptidique entre la 3-azidopropylamine et I’acide folique.

Deux stratégies ont été testées avec, comme agents de couplage, le DCC en présence de pyridine selon la
méthode décrite par Papot et al. (voie 1) [223] ou le HBTU en présence de triéthylamine (voie 2). Les deux
méthodes ont fourni des mélanges contenant les produits mono- et bisubstitués ainsi que le produit de départ,

comme le montrent les analyses LC-MS des bruts de réaction (Figure 128).
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Figure 128. Profils HPLC des bruts réactionnels des deux méthodes testées pour coupler I'acide folique a la 3-
azidopropylamine.
HPLC couplée a un spectrométre de masse pour identifier les produits (spectres de masse non montrés).

Par la premiere méthode, I'acide folique réagit entierement pour donner le produit monosubstitué et le
produit disubstitué dans des proportions quasi équivalente. Le produit attendu 26 est cependant légerement

majoritaire. La conversion de la deuxieme méthode est en revanche loin d’étre totale et I'acide folique ainsi
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que les deux produits mono et disubstitutés sont présents dans des proportions comparables. La méthode la

plus efficace semble donc la voie 1 qui utilise le DCC en présence de pyridine.
Le produit monosubstitué synthétisé par la premiére méthode a pu étre isolé par HPLC sem

avant d’étre engagé dans I'étape de couplage avec la TP-2Bzim-TEG-N; (Figure 129).
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Figure 129. Spectre HPLC du composé 25 purifié.

Seul un pic est observé sur le spectre HPLC hors, d’aprés la littérature [223], un mélange ins

deux produits substitués sur les positions a et y aurait di étre obtenus. Les deux composés

éparable des

sortent tres

proches en HPLC et leurs pics respectifs peuvent donc se recouvrir. Le produit majoritaire obtenu par cette

méthode est normalement le régioisomere vy, la position étant moins encombrée stériquement

réactive, et il est possible que dans notre cas particulier seul celui-ci soit obtenu.
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Schéma 20. Couplage par « chimie click » de la TP-2Bzim-TEG-alcyne au composé 26.

et donc plus
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Le couplage par chimie click a été exécuté selon les conditions classiques utilisant du cuivre Il (CuSO,). Ce
dernier est réduit in situ par le L-ascorbate de sodium en cuivre | qui est I'espéce catalytique (Schéma 20).

A cause de sa faible solubilité, le composé 24 brut n’a pu étre chargé sur la colonne qu’en petite quantité
lors de la purification par HPLC semi-préparative et seuls une dizaine de milligrammes de produit pur ont pu
étre obtenus. Le couplage avec la TP-2Bzim n’a donc été réalisé qu’a trés petite échelle et le produit final TP-
2Bzim-FA n’a pas pu étre complétement isolé et caractérisé. Néanmoins, I'analyse du brut de réaction par LC-

MS a bien mis en évidence la présence du produit attendu (Figure 130).
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Figure 130. Analyse LC-MS du couplage enter la TP-2Bzim-TEG-alcyne et le composé 25.

Avant de pouvoir tester les propriétés du composé in vivo, il convient donc d’améliorer la synthése a deux
niveaux. Tout d’abord il est nécessaire d’obtenir le composé 24 en plus grande quantité en améliorant la
purification ou en changeant de synthése. Deuxiemement, la TP-2Bzim-FA n’a pas pu étre isolé du fait des
faibles quantités engagées, mais il semble de toute fagon qu’elle soit obtenue dans un mélange de produits

difficilement séparables et une optimisation sera donc peut-étre nécessaire aussi a cette étape-la.

Conclusion

La stratégie de fonctionnalisation des marqueurs TP par un bras espaceur tétraéthylene glycol portant des
fonctions azoture et alcyne pour la chimie click et acide carboxylique pour le couplage peptidique a permis de
conjuguer avec succes la TP-2Bzim a différentes biomolécules. La « chimie click » a permis de la coupler avec
des oligonucléotides pour la détection d’ADN par FISH ainsi qu’avec I'acide folique pour la vectorisation des
cellules cancéreuses, tandis que des polyamines ont été introduites par amidation. Des difficultés de synthese
restent cependant a surmonter pour obtenir la TP-2Bzim vectorisée par les polyamines ou I'acide folique avec
une pureté et une quantité suffisantes pour effectuer des tests en cellules.

Il conviendra ensuite d’explorer I'influence des propriétés du bras espaceur, comme sa longueur et sa
lipophilie, pour optimiser I'activité des TP-2Bzim fonctionnalisées. La stratégie de fonctionnalisation pourra
également étre étendue a d’autres applications de marquage covalent de biomolécules et notamment au

marquage de protéines avec la TP-2Rho-TEG-Nj;.
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La microscopie de fluorescence est une technique couramment employée en biologie pour I'imagerie
cellulaire et de nombreux fluorophores existent déja pour le marquage, direct ou indirect, des différents
composants cellulaires. Malgré son ancienneté®, elle reste cependant en constant développement. En effet, les
qualités inégalées de I'imagerie par fluorescence, notamment sa sensibilité et sa résolution, ont poussé les
chercheurs a adapter la technique a I'imagerie intravitale, jusqu’a présent réservée a la radiographie et a I'IRM.
L'avénement de la microscopie biphotonique et, plus récemment, des techniques de microscopie super-
résolues (STED, PALM, STORM) exige cependant une optimisation importante des propriétés optiques linéaires
et non linéaires des fluorophores. Par ailleurs, pour permettre le développement de I'imagerie in vivo, les
marqueurs doivent aussi répondre a un certain nombre de criteres pharmacologiques. Les fluorophores
commerciaux classiquement utilisés sont fréquemment toxiques et ne répondent plus a ce cahier des charges,
avec notamment de faibles sections efficaces d’absorption a deux photons.

L'objectif de cette thése a été de poursuivre le développement d’une série de marqueurs vinyl-

triphénylamines fluorescents pour la microscopie biphotonique (Figure 131).

Ceeur triphénylamine ou N-phénylcarbazole A
Lien vinylique ou oxazole assurant la conjugaison électronique

Accepteur électronique
Figure 131. Rappel de la structure générale des marqueurs TP et Cbz.

La premiére partie de ce travail a consisté a approfondir et a conclure I'étude des relations de structure-
activité des marqueurs biphotonique d’ADN vinyl-triphénylamines entamée lors des theses de Clémence Allain
et Guillaume Bordeau.

De nouvelles molécules ont d’abord été obtenues en remplacant la conjugaison vinylique par un cycle
oxazole et la synthése de la série TP-Bzim a été optimisée. Les propriétés optiques linéaires de toutes les
molécules disponibles ont ensuite été étudiées dans un oligonucléotide duplex modéle d(CGCGAAATTTCGCG),
afin de s’affranchir des variations dues a la séquence de I’ADN natif et de faciliter la comparaison systématique
entre les séries. Toutes les molécules cationiques (a I'exception des TP-Ox2Py et du Cbz-20x5Py qui sont peu
fluorescents) sont des fluorophores dont I'émission est commutée dans ’ADN. Néanmoins en fonction des
caractéristiques structurales de chaque molécule, les propriétés optiques et les exaltations de fluorescence

dans I’ADN sont tres variables. Les TP-oxazoles présentent des rendements quantiques assez faibles dans I’ADN

® Le premier microscope par fluorescence a été développé par Otto Heimstédt et Heinrich Lehmann vers

1911.
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(®r = 0.03) tandis que celui du Cbz-2Py est fortement optimisé (®r = 0.58) par rapport aux TP-Py originelles. En
revanche, la section efficace d’absorption a deux photons de ce dernier est plus basse (6 = 210 GM contre 450
GM pour la TP-2Py). La variation des groupements accepteurs d’électrons a permis, en conservant le noyau
vinyl-triphénylamine, d’optimiser le rendement quantique de fluorescence tout en conservant les propriétés
d’absorption non linéaire des TP-Py. La série TP-Bzim est la plus efficace, avec une brillance non linéaire de 383
GM pour la TP-2Bzim et de 275 GM pour la TP-3Bzim. Ces valeurs sont parmi les plus élevées rapportées dans
la littérature pour de petites molécules organiques (M < 1000 g.mol'l). Les dérivés a trois branches avec leur
structure octupolaire ont des sections efficaces d’absorption a deux photons plus élevées que leurs
homologues disubstitués, cependant une comparaison systématique sur toutes les familles a permis de mettre
en évidence des rendements quantiques de fluorescence dans 'ADN plus élevés pour les dérivés a deux
branches. Ces derniers sont donc globalement de meilleurs fluorophores pour I'ADN, avec des brillances
linéaires et non linéaires supérieures.

Nous avons ensuite étudié I'interaction des molécules avec I’ADN. Elles ont été testées dans différentes
séquences d’acides nucléiques et structures secondaires. Les dérivés de la série vinyl-triphénylamine se sont
révélés sélectifs de ’ADN duplex avec une préférence marquée pour les séquences riches en AT. Les deux
dérivés Chz-2Py et Cbz-3Py sont en revanche moins sélectifs et peuvent notamment interagir avec des
structures d’ADN quadruplex. Les constantes d’affinités des ligands pour un oligonucléotide duplex
d(CGCGAAATTTCGCG), ont été mesurées par titration fluorimétrique aprés optimisation des conditions
expérimentales et mise au point d’'une équation mathématique permettant de modéliser la formation d’un
complexe de stoechiométrie 1:1. Les résultats ont montré que les ligands TP et Cbz formaient bien des
complexes 1:1 avec I’ADN, avec des constantes d’affinités élevées entre 10° et 10 M. Parmi les ligands d’ADN,
la TP-2Bzim, la TP-3Bzim et le Cbz-2Py se sont révélés étre les molécules les plus affines. De fagon
remarquable, I'optimisation des propriétés optiques a donc permis d’améliorer également I’affinité pour I’ADN,
ce qui n’était pas acquis comme le montre I'exemple de la TP-2Pyo. Des mesures de dichroisme circulaire ont
mis en évidence une interaction des ligands avec le petit sillon de ’ADN duplex par insertion du motif en V
formé par deux branches des triphénylamines. Ceci explique la préférence des ligands pour les séquences AT,
qui est une caractéristique des ligands de petit sillon et les meilleures propriétés optiques des dérivés a deux
disubstitués, car seules deux branches suffisent pour interagir avec I’ADN. Les molécules de la famille Cbz avec
leur structure aromatique condensée sont susceptibles d’interagir également par intercalation entre les bases
de I’ADN, ce qui explique leur sélectivité moindre pour la forme duplex ou les séquences AT.

Les molécules ont ensuite été appliquées a I'imagerie cellulaire par microscopie biphotonique. En cellules
fixées, les molécules sont localisées dans le noyau cellulaire qui contient ’ADN, en accord avec la sélectivité
observée en cuve. Le marquage est trés brillant et contrasté, avec une absence de fluorescence dans le
cytoplasme ou les nucléoles qui contiennent entre autre de ’ARN. L’optimisation des propriétés non linéaires
se traduit, avec la TP-2Bzim ou le Cbz-2Py, par des signaux intenses avec une puissance d’excitation faible (=
4% de la puissance nominale du laser) qui n’endommage ni I"échantillon ni les fluorophores qui sont
photostables. Les marqueurs les plus brillants ont également pu étre détectés a une concentration de 0.1 uM

beaucoup plus faible que les conditions habituelles de la microscopie.
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A partir du motif vinyl-triphénylamine et apres plusieurs optimisations structurales, trois fluorophores ont
été mis au point, la TP-2Bzim, la TP-3Bzim et le Cbz-2Py, dont les brillances biphotoniques sont parmi les plus
élevées rapportées dans la littérature a I'exception des dendrimeéres et des nanostructures. Ces molécules
hydrosolubles et non toxiques sont par ailleurs des ligands sélectifs de I’ADN duplex, en présence duquel ils
deviennent fluorescents aprés s’étre insérés dans le petit sillon de I’hélice B. En microscopie biphotonique, a
basse concentration et sous une faible puissance d’excitation, ces fluorophores donnent un marquage tres fin
de I’ADN nucléaire, permettant de distinguer la structure des chromosomes et les zones de I’ADN riches en AT

(Figure 132).

Figure 132. Mise en évidence du phénoméne de chromosome-banding par marquage préférentiel des zones riches en AT
par la TP-2Bzim.
Crédit : J.Y. Thuret, DSV-CEA.

En cellules vivantes en revanche, les TP et les Cbz ne marquent pas le noyau et sont piégés dans les
mitochondries, soit dans la membrane, soit dans ’ADN mitochondrial. Il a été montré que, sous illumination
constante pendant quelques minutes, les fluorophores provoquent la mort cellulaire par apoptose, le
phénomene pouvant étre déclenché par excitation mono- ou bi-photonique. Le phénomeéne peut étre suivi par
icroscopie de fluroescence puisqu’il s'Taccompagne d’une translocation des marqueurs des mitochondries vers
le noyau. Les TP, qui ne sont pas toxiques sans excitation lumineuse prolongée, sont donc de potentiels
photosensibilisateurs alliant activité thérapeutique capacité d’'imagerie et en ce sens peuvent étre considérés
comme de nouveaux agents théranostique. Selon leur localisation intracellulaire, les TP et Cbz permettent par

ailleurs de distinguer les cellules saines des cellules en apoptose.

Pour étendre le champ d’application des marqueurs vinyl-triphénylamines, nous avons inversé la charge
globale des marqueurs cationiques de fagon a éviter la fixation sur ’ADN et développer des ligands potentiels
de protéines cationiques. Nous avons ainsi synthétisé deux marqueurs anioniques TP-2Rho et TP-3Rho. Pour
étudier le comportement de ces molécules, nous avons choisi I'albumine du sérum humain (HSA) comme
modele. L'inversion de la charge nette des ligands a bien permis de complétement supprimer I’affinité pour
I’ADN, par contre les TP-Rho sont des ligands trés affins de la HSA. Des titrations fluorimétriques avec et sans

compétiteur ont permis de montrer que les TP-Rho se liaient dans le site 1 de la HSA avec des constantes
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d’affinités supérieurs a 10®° M. Comme dans le cas des marqueurs cationiques d’ADN, le dérivé a deux
branches TP-2Rho a une interaction avec le biopolymére mieux définie et plus facile a modéliser que son
homologue a trois branches TP-3Rho. Ces deux molécules possedent également des sections efficaces
d’absorption a deux photons élevées, comparables a celles de leurs analogues cationiques et elles ont été
utilisées avec succés pour marquer le cytoplasme de cellules fixées en microscopie de fluorescence excitée a
deux photons. Par contre, les TP-Rho pénetrent mal en cellules vivantes et leur localisation intracellulaire reste
a étudier plus précisément. Cette nouvelle famille de marqueurs anioniques pourra étre développée pour le
marquage de protéine sur gel mais également en cellule par marquage covalent ou enzymatique ou elle

pourrait remplacer avantageusement les fluorophores actuellement utilisés en microscopie biphotonique.

Le dernier axe important de cette thése a été de mettre au point une stratégie de synthese pour permettre
la fonctionnalisation des vinyl-triphénylamines. Des chaines PEG fonctionnalisées portant des fonctions acides
carboxyliques, azoture ou alcyne ont été introduites sur la TP-2Bzim. Ces fonctions trés génériques ont été
choisies pour permettre le couplage covalent de la TP-2Bzim a diverses molécules d’intérét par « chimie-click »
ou amidation.

La TP-2Bzim a d’abord été couplée a des séquences oligonucléotidiques ou PNA pour détecter les
ségquences complémentaires en observant le changement dans I’émission de la TP-2Bzim lors de I’hybridation.
Les sondes obtenues n’ont pas eu |'efficacité escomptée car leur fluorescence a I'état libre est beaucoup plus
importante que celle de la TP-2Bzim « nue ». Néanmoins il a été possible de détecter une exaltation de
fluorescence avec un rapport F/F, de 8 lors de I'hybridation. La stratégie de synthése développée pourra étre
appliquée pour apporter des modifications de taille et de lipophilie au bras espaceur entre la TP-2Bzim et les
sondes oligonucléotidiques pour tenter d’optimiser ce ratio. .

Ensuite nous avons envisagé le couplage de la TP-2Bzim a I'acide folique ou a une polyamine pour cibler les
cellules cancéreuses. Ce choix s’est appuyé d’une part sur la surexpression des recépteurs de I'acide folique
dans les cellules tumorales et d’autre part sur 'accumulation naturelle des polyamines dans les tumeurs. Les
composés cibles n’ont pas encore pu étre obtenus en quantité et pureté suffisantes pour étre testés et leur

synthése est actuellement en cours d’optimisation.

Ces travaux, qui font le bilan d’une décennie d’optimisations structurales et d’études de propriétés, ont mis
en évidence l'intérét du noyau vinyl-triphénylamine pour le design de marqueurs biphotoniques
biocompatibles. La TP-2Bzim notamment présente un énorme potentiel pour I'imagerie par fluorescence
excitée a deux photons, mais aussi pour la photothérapie. Elle est rapidement obtenue en trois étapes de
syntheése, présente une combinaison de propriétés optiques et biologiques exceptionnelle et peut étre
facilement fonctionnalisée. A l'avenir, il sera intéressant d’appliquer les marqueurs triphénylamines a
I'imagerie tissulaire par microscopie biphotonique pour vraiment tirer parti de leurs propriétés optiques non
linéaires. L'obtention des composés vectorisés permettra par exemple de réaliser un ciblage cellulaire de
lignées cancéreuses et ils pourront étre utilisés pour la détection et le traitement de tumeurs. Par ailleurs, des
modifications structurales apportées aux marqueurs TP pourraient aussi permettre d’obtenir des marqueurs

d’ADN non toxiques en cellules vivantes en modifiant leur localisation intracellulaire.
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Partie expérimentale - A. Synthesis

A. SYNTHESIS

I. Materials and methods

1. Chemicals

Chemicals were bought from Sigma-Aldrich (USA) or Acros Organics (Belgium) and used as received. Metal
catalysts were bought from Strem Chemicals (USA) and used as received. 2-iodoxybenzoic acid (IBX) was

prepared in the laboratory according to the reported procedure.1
2. Analyses and purifications

Preparative flash chromatography was carried out with Merck silica gel (Si 60, 35-70 um) or on a
CombiFlash Companion from Teledyne Isco equipped with packed silica (50 um) cartridges from Interchim.

'H and c NMR spectra were recorded at 300 MHz and 75 MHz respectively on a Bruker Advance 300
spectrometer.

High-performance liquid chromatography was carried out on a Waters Alliance equipped with a photodiode
array detector using an XterraMS column eluted with a linear gradient of water (0.1% formic acid) and
acetonitrile. Methods are detailed thereafter for each analysis.

Electrospray ionization mass spectrometry (ESI-MS) was performed at the Institut Curie.

Electrospray ionization high resolution mass spectrometry (HR-MS) was performed at the Small Molecule

Mass Spectrometry platform of IMAGIF (Centre de Recherche de Gif - www.imagif.cnrs.fr).

! Frigerio, M.; Santagostino, M.; Sputore, S. J. Org. Chem. 1999, 64, 4537-4538.
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II. Procedures

2-(chloromethyl)-1-methyl-1H-benzo[d]imidazole 3:

N1-methylbenzene-1,2-diamine (5.38 g, 5 mL, 44.0 mmol) and 2-chloroacetic acid (6.24
N
@: 2\ g, 66.0 mmol, 1.5 eq)) were added in 20 mL of 2N HCI. The resulting dark purple
N cl
Chemical Formula: GoHoCIN,  SOlution is stirred at reflux overnight. After cooling at rt, the solution is brought to pH=8
Molecular Weight: 180,63
with NaOH 1M and extracted twice with ethyl acetate. The combined organic phases
are washed with brine dried over MgS0O4 and concentrated under reduced pressure.

Crude product was purified by flash chromatography using CombiFlash (ethyl acetate/cyclohexane 50/50 to
80/20) to afford 6.1 g of the title compound as a white powder (77%).

CAS number [4760-35-4]
'H NMR (300 MHz, CDCl3) 6 7.77 (d, J = 7.2 Hz, 1H), 7.46 — 7.03 (m, 3H), 4.86 (s, 2H), 3.89 (s, 3H)

((1-methyl-1H-benzo[d]imidazol-2-yl)methyl)triphenylphosphonium chloride 4:

©:N/>_c\r/© A solution of 3 (6.1 g, 33.8 mmol) and triphenylphosphine (13.29 g, 50.7 mmol, 1.5 eq)

7 .

N P\© in 40 mL of toluene was heated at reflux. A white precipitate forms. After one night
stirring the precipitates is filtered under reduced pressure, washed with pentane and

Chemical Formula: Cy7H4CIN,P

Molecular Weight: 442,92 dried under reduced pressure to afford 13.85 g (31.3 mmol, 93%) of the expected

product as a white solid.
CAS number [68426-76-6]
'H NMR (300 MHz, CDCl3) 6 7.96 (dd, J = 13.0, 7.8 Hz, 6H), 7.75 (t, J = 7.2 Hz, 3H), 7.69 — 7.53 (m, 6H), 7.47 (d, J

=7.8 Hz, 1H), 7.32 — 7.08 (m, 3H), 6.03 (d, J = 14.8 Hz, 2H), 3.93 (s, 3H).

bis(4-((E)-2-(1-methyl-1H-benzo[d]imidazol-2-yl)vinyl)phenyl)-N-phenylaniline 2a:

Q{“ Nf@ To a solution of 4,4’-bisformyltriphenylamine (200 mg, 0.664 mmol) and 4
;\‘ | | ’\{ (647 mg, 1.460 mmol, 2.2 eq) in 5 mL methanol is added 5 mL of a freshly

N prepared solution of sodium methanolate in methanol (76 mg Na, 3.32

@ mmol, 5 eq). After one night stirring, the solution is left to cool at rt and

Chemical Formula: CggHa1Ns concentrated under reduced pressure. The residue is dissolved in DCM.

Molecular Weight: 557,69
Pentane is added until precipitation of a yellow solid. The precipitate is

filtered under reduced pressure, washed with pentane and dried under vacuum to afford 315 mg (0.564 mmaol,

85%) of the title compound.
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'H NMR (300 MHz, CDCl5) 6 7.93 (d, J = 15.8 Hz, 2H), 7.83 — 7.69 (m, 2H), 7.52 (d, J = 8.3 Hz, 4H), 7.43 - 7.23 (m,
8H), 7.21 — 7.15 (m, 2H), 7.12 (d, J = 8.2 Hz, 4H), 7.00 (d, J = 15.8 Hz, 2H), 3.87 (s, 3H).

3C NMR (75 MHz, CDCl3) 6 151.4, 148.1, 146.7, 143.1, 136.7, 136.0, 130.5, 129.6, 128.4, 125.6, 124.3, 123.6,
122.6,122.4,119.2,111.1, 109.1, 37.0, 29.8.

MS (ES+): m/z 558.2 [M+H]".

HRMS (ESI+): m/z calcd for [C38H31N5]+: 558.2658; found: 558.2657

tris(4-((E)-2-(1-methyl-1H-benzo[d]imidazol-2-yl)vinyl)phenyl)amine 2b:

@ According to the same procedure, 200mg of 4,4’,4”-triformyltriphenylamine
N—

(0.607 mmol) led to 282 mg of the title compound as a yellow solid (65%).

\
N
@_//—<\N]i> 'H NMR (300 MHz, CDCl3) 6 7.95 (d, J = 15.6 Hz, 3H), 7.85 — 7.66 (m, 3H),
N

7.55(d, ) = 7.7 Hz, 6H), 7.40 = 7.22 (m, 9H), 7.17 (d, J = 7.6 Hz, 6H), 7.03 (d, J
=15.8 Hz, 3H), 3.87 (s, 9H).

\
N $ BCNMR (75 MHz, CDCl3) 6 151.3, 147.4, 143.1, 136.5, 136.0, 131.3, 128.5,
N
@ 124.4,122.6,122.5,119.1, 111.6, 109.1, 29.8.
Chemical Formula: C4gH3gN7 MS (ES+) m/z 714.4 [M+H]

Molecular Weight: 713,87
HRMS (ESI+): m/z calcd for [C48H39N7]+: 714.3345; found: 714.3373

bis(4-((E)-2-(N,N'-dimethylbenzimidazolium-2-yl)vinyl)phenyl)phenylamine diiodide, TP-2Bzim :

Q\;C To a solution of 2a (48 mg, 0.086 mmol) in 2mL dichloromethane and 2mL
INJ\LQ /@/{Lﬂ methanol is added a large excess of methyl iodide (1 mL). The solution turns
N ' red. After stirring overnight at 40°C, pentane is added until a red precipitates
@ forms. The solid is filtered under reduced pressure, washed with pentane and
Chemical Formula: C4oHs7l2N5 dried under vacuum to afford 40mg of the pure product (55%).

Molecular Weight: 841,56

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) 6 8.05 (dd, J = 6.0, 2.9 Hz, 4H), 7.90 (d, ) = 8.4 Hz, 4H), 7.79 (d, J = 16.8 Hz, 2H),
7.70 (dd, J = 6.2, 2.9 Hz, 4H), 7.53 — 7.36 (m, 4H), 7.34 — 7.23 (m, 1H), 7.23 — 7.13 (m, 6H), 4.14 (s, 12H).
BCNMR (75MHz, DMSO-d;) 6 149.0, 148.6, 145.8, 145.7, 132.0, 130.3, 129.0, 126.4, 126.1, 125.5, 123.0, 112.9,
105.9, 33.0.

MS (ES+): m/z 293.7 [M-21*".

HRMS (ESI+): m/z calcd for [C40H37N5]2+: 293.6525; found: 293.6520
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tris(4-((E)-2-(N,N'-dimethylbenzimidazolium-2-yl)vinyl)phenyl)amine triiodide, TP-3Bzim :

@\r ) \N@ According to the same procedure, 40 mg of 2b (0.056 mmol) led to 55 mg
;\1 ! +‘ \ j{ I of the pure compound as a red solid (86%).
N "H NMR (300 MHz, DMSO-d) § 8.07 (dd, J = 6.2, 3.1 Hz, 6H), 7.99 (d, ) =
8.4 Hz, 6H), 7.84 (d, J = 16.7 Hz, 3H), 7.71 (dd, ) = 6.2, 3.0 Hz, 6H), 7.51 (d, J
= = 16.7 Hz, 3H), 7.28 (d, J = 8.0 Hz, 6H), 4.16 (s, 18H).
~NSNT 3C NMR (75 MHz, DMSO-d;) & 148.4, 148.3, 145.6, 131.9, 130.4, 130.1,

126.4,124.3,112.9, 106.7, 33.0.
Chemical Formula: Cs4Hygl3N7

Molecular Weight: 1139,69 MS (ES+): m/z 252.8 [M-3I‘]3+.
HRMS (ESI+): m/z caled for [C51H48N7]3+: 252.7990; found: 253.1304

tris(4-(oxazol-5-yl)phenyl)amine 5b:

</N \ O/\\N A mixture of tris-formyltriphenylamine 1b (296 mg, 0.9 mmol, 1 equiv.), TosMIC
0 R (586 mg, 3 mmol, 3.3 equiv.), potassium carbonate (744 mg, 5.3 mmol, 6 equiv.)
N in methanol (16 mL) was stirred for 4 h at 80°C. The reaction mixture was
concentrated to dryness. The resulting residue was diluted with

Ao dichloromethane and water. After decantation, the organic layer was washed

N=/ with water (two times), brine, dried over MgSQ,, filtered and concentrated to

Chemical Formula: Co7HgN4O3 dryness.  The crude residue was dissolved in a minimal amount of
Molecular Weight: 446,46 . . o

dichloromethane and a large quantity of pentane was added. No precipitate was

observed but after concentration to dryness the pure title compound 2a was obtained as a yellow foam in a

quantitative yield (422 mg, 0.9 mmol).

'H NMR (300 MHz, CDCl3) § 7.90 (s, 3H), 7.58 (d, J = 8.7, 6H), 7.30 (s, 3H), 7.17 (d, J = 8.7, 6H)
3C NMR (75 MHz, CDCls) 6 151.3, 150.3, 147.1, 125.7, 124.5, 123.0, 121.0.
MS (ES+) m/z 447.1

tris(4-(2-(pyridin-4-yl)oxazol-5-yl)phenyl)amine TPn-30x2Py:

J Ny A mixture of compound 5b (100 mg, 0.22 mmol, 1 equiv.), 4-bromopyridine

A N o hydrochloride (140 mg, 0.71 mmol, 3.2 equiv.), lithium tert-butylate (143 mg,
= oj\@ @ 1.8 mmol, 8 equiv.), palladium tetrakis (39 mg, 0.03 mmol, 0.15 equiv.) in dry
I dioxane (4 mL) was stirred overnight at 120°C in a sealed tube. Dichloromethane

and water were added. After decantation, the resulting organic layer was

N%\» washed with brine, dried over MgS0,, filtered and concentrated to dryness. The
=N

Chemical Formula: C45H,7N703
Molecular Weight: 677,71
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crude residue was purified by column chromatography (dichloromethane/methanol = 100/0 to 95/5) to afford

the desired compound TPn-30x2Py in 21 % yield (32 mg, 0.05 mmol) as a yellow solid.

'H NMR (300 MHz, CDCl5) 6 8.77 (d, J = 5.9, 6H), 7.94 (d, J = 6.0, 6H), 7.69 (d, J = 8.6, 6H), 7.49 (s, 3H), 7.26 (d, J
=8.7, 6H)

tris(4-(N-methylpyridinium-4-yl-oxazol-5-yl)phenyl)amine tris(p-toluenesulfonate), TP-3(Ox2Py):

A suspension of TPn-30x2Py (30 mg, 0.04 mmol, 1 equiv.) and methyl

/

N°  TsO-
p tosylate (37 mg, 0.2 mmol, 4.5 equiv.) in toluene (3 mL) was stirred for 22 h at

B\ 5\‘\ Y . L.
’ND/<01\© m reflux. After cooling down to room temperature, the red precipitate was
TsO- N

filtered, washed with hot toluene and diethyl ether to afford the desired salt
? as a red solid (45 mg, 0.03 mmol) in 82 % yield.
Z
N*O
% TsO-
" 'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) 6 9.08 (d, J = 6.6, 6H), 8.62 (d, ) = 6.9, 6H), 8.18
Chemical Formula: CggHs57N7012S3
Molecular Weight: 1236.39 (s, 3H), 8.00 (d, J = 8.6, 6H), 7.46 (d, ) = 7.8, 6H), 7.29 (d, J = 8.4, 6H), 7.10 (d, J

= 7.7, 6H), 4.37 (s, 9H), 2.28 (s, 9H)

3C NMR (75 MHz, DMSO-dg) 6 156.4, 155.0, 148.3, 147.4, 146.7, 140.0, 138.5, 129.0, 127.7, 127.0, 126.4,
125.5,123.7, 122.6, 48.7, 21.7

MS (ES+) m/z 241.1

HRMS (ESI) calcd for CysH3sN,05 [M+] 722.2880, found 722.2905.

bis(4-(oxazol-5-yl)phenyl)N-phenylaniline 5a:

?1\@\ O\/\\N A mixture of bis-formyltriphenylamine 1a (452 mg, 1.5 mmol, 1 equiv.), TosMIC
(637 mg, 3.3 mmol, 3.3 equiv.), potassium carbonate (830 mg, 6 mmol, 4 equiv.)

N in methanol (20 mL) was stirred for 4 h at 80°C. The reaction mixture was
@ concentrated to dryness. The resulting residue was diluted with
Chemical Formula: C24H17N3O2  dichloromethane and water. After decantation, the organic layer was washed

Molecular Weight: 379,41

with water, brine, dried over MgSQ,, filtered and concentrated to dryness. The

crude residue was dissolved in a minimal amount of dichloromethane and a large quantity of pentane was
added. No precipitate was observed but after concentration to dryness the pure title compound 15a was

obtained as a yellow foam in a quantitative yield (568 mg, 1.5 mmol).

'H NMR (300 MHz, CDCl3) & 7.89 (s, 2H), 7.54 (d, ) = 8.7, 4H), 7.36 — 7.29 (m, 2H), 7.26 (s, 2H), 7.18 — 7.08 (m,
9H)

3C NMR (75 MHz, CDCl5) § 151.5, 150.2, 147.7, 146.8, 129.7, 125.6, 125.4, 124.3, 123.9, 122.3, 120.7. MS (ES+)
m/z 447.
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Anal. (C,;H1,N30,. H,0) Caled: C, 72.53; H, 4.82; N, 10.57 Found : C, 72.98; H, 4.52; N, 10.29

N-phenyl-4-(2-(pyridin-4-yl)oxazol-5-yl)-N-(4-(2-(pyridin-4-yl)oxazol-5-yl)phenyl)aniline TPn-20x2Py:

/ N A mixture of compound 5a (190 mg, 0.5 mmol, 1 equiv.), 4-bromopyridine

o hydrochloride (233 mg, 1.2 mmol, 2.4 equiv.), lithium tert-butylate (160 mg,
TN N
N_ o]\©\ m 2 mmol, 4 equiv.), palladium tetrakis (58 mg, 0.05 mmol, 0.10 equiv.) in dry
N

dioxane (2 mL) was stirred overnight at 120°C in a sealed tube.
Dichloromethane and water were added. After decantation, the resulting

Chemical Formula: C34H23N50, . . . . .
Molecular Weight: 533,58 organic layer was washed with brine, dried over MgSO,, filtered and
concentrated to dryness. The crude residue was purified by column chromatography

(dichloromethane/methanol = 100/0 to 95/5) to afford the desired compound in 50 % yield (133 mg, 0.25

mmol) as a yellow solid.

'H NMR (300 MHz, CDCl;) 6 8.76 (d, J = 5.5, 4H), 7.93 (d, ) = 5.5, 4H), 7.63 (d, ] = 9.0, 4H), 7.44 (s, 2H), 7.35 (t, ) =
7.8, 2H), 7.20-7.15 (m, 3H); 7.18 (t, J = 9.0, 4H)

BCNMR (75 MHz, CDCl5) 6 158.5, 152.6, 150.7, 148.1, 146.7, 134.4, 129.9, 125.9, 125.8, 124.8, 124.0, 123.4,
122.0, 120.0

MS (ES+) m/z 534.0

bis(4-(N-methylpyridinium-4-yl-oxazol-5-yl)phenyl)N-phenylaniline bis(p-toluenesulfonate), TP-20x2Py:

TsO- A suspension of TPn-20x2Py (40 mg, 0.075 mmol, 1 equiv.) and methyl

B
2E~

- tosylate (42 mg, 0.22 mmol, 3 equiv.) in toluene (3 mL) was stirred for
/NQ,J\,N\ o4y ylate ( g quiv.) (3 mL)
=/ 0 @ 22 h at reflux. After cooling down to room temperature, the red
TsO- N
@ precipitate was filtered, washed with hot toluene and diethyl ether to

afford the desired salt as a red solid (66 mg, 0.072 mmol) in 97% yield.

Chemical Formula: CsoHy3N508S2
Molecular Weight: 906,04

'H NMR (300 MHz, DMSO) 6 9.08 (d, J = 6.5, 4H), 8.61 (d, J = 6.5, 4H), 8.13 (s, 2H), 7.94 (d, ) = 8.5, 4H), 7.50-
7.45 (m, 2H), 7.47 (d, ) = 8.0, 4H), 7.30-7.20 (m, 3H), 7.20 (d, J = 8.5, 4H), 7.11 (d, J = 8.0, 4H), 4.37 (s, 6H), 2.29
(s,6H)

BCNMR (75 MHz, DMSO-d¢) 6 156.0, 155.0, 147.3, 139.9, 138.3, 137.9, 132.2, 128.8, 127.4, 126.6, 126.2,
124.2,124.1,123.6, 123.5, 121.7,121.4,121.2,48.3, 21.4.

MS (ES+) m/z 281.8

HRMS (ESI) calcd for C3¢H,9NsO, [M+] 563.2321, found 563.2308
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tris(4-(5-(pyridin-4-yl)oxazol-2-yl)phenyl)amine TPn-30x5Py:

7™ A mixture of tris-bromotriphenylamine 6b (123 mg, 0.25 mmol, 1 equiv.), 5-

a N o \ﬂ pyridyloxazole (112 mg, 0.77 mmol, 3 equiv.), lithium tert-butylate (92 mg, 1.1
= OA\@\ /©/L\N mmol, 4.5 equiv.), palladium tetrakis (44 mg, 0.04 mmol, 0.15 equiv.) in dry
I dioxane (2 mL) was stirred for 2 h at 120°C in a sealed tube. Dichloromethane

%\j and water were added. After decantation, the resulting organic layer was

Ll washed with brine, dried over MgS0,, filtered and concentrated to dryness.

//; The crude residue was purified by column chromatography
Ch?Eﬁiffrrmiag:hi"é??fﬁoa (dichloromethane/methanol = 100/0 to 90/10), dissolved in a minimal amount

of dichloromethane and precipitated with diethyl ether to afford the desired compound in 35 % yield (60 mg,

0.09 mmol) as a yellow solid.

'H NMR (300 MHz, CDCl;) 6 8.69 (d, J = 5.0, 2H), 8.09 (d, J = 8.6, 2H), 7.67 (s, 1H), 7.58 (d, J = 5.7, 2H), 7.30 (d, J
= 8.6, 2H)

3C NMR (75 MHz, CDCl3) § 162.2, 150.5, 148.8, 148.6, 134.8, 128.2, 127.1, 124.6, 122.3, 117.9.

MS (ES+) m/z 678.3.

Anal. (C4,H,7N,05.0.5H,0) Caled: C, 73.46; H, 4.11; N, 14.28 Found : C, 73.62; H, 3.89; N, 13.96

tris(4-(5-(N-methylpyridinium-4-yl-oxazol-2-yl)phenyl)amine tris(p-toluenesulfonate), TP-30x5Py:

A

N+ A suspension of TPn-30x5Py (40 mg, 0.06 mmol, 1 equiv.) and methyl

X
Z

tosylate (50 mg, 0.26 mmol, 4.5 equiv.) in toluene (4 mL) was stirred for 12
’N!',\ /o/{\\‘\@ @/f\\N\ h at reflux. After cooling down to room temperature, the reaction mixture

N was sonicated and put at 4 °C for 2 days. The resultant fine solid was
washed with hot toluene and diethyl ether to afford the desired salt as an

N7 0 orange solid (52 mg, 0.04 mmol) in 71 % yield.

T\
=N 'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) 6 9.01 (d, J = 6.1, 6H), 8.61 (s, 3H), 8.46 (d, J =

e, cuo03” 6.3, 6H), 8.25 (d, J = 8.6, 6H), 7.47 (d, J = 7.9, 6H), 7.37 (d, J = 8.2, 6H), 7.10
(d, J=7.8, 6H), 4.30 (s, 9H), 2.28 (s, 9H)
3C NMR (75 MHz, DMSO-dg) § 163.9, 148.9, 146.1, 146.0, 145.7, 140.4, 137.7, 134.6, 128.9, 128.1, 125.51,
124.7,121.2,120.5, 47.2, 20.8.
MS (ES+) m/z 241.0

HRMS (ESI) calcd for CspHasN;06S [M+OTs]> 446.6498, found 446.6481
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N-phenyl-4-(5-(pyridin-4-yl)oxazol-2-yl)-N-(4-(5-(pyridin-4-yl)oxazol-2-yl)phenyl)aniline TPn-20x5Py:

7\, A mixture of bis-bromotriphenylamine 6a (426 mg, 1 mmol, 1 equiv.), 5-

/N o~ pyridyloxazole (386 mg, 2.6 mmol, 2.5 equiv.), lithium tert-butylate (338 mg,
Ne Oﬁ\@ @N 4.2 mmol, 4 equiv.), palladium tetrakis (122 mg, 0.1 mmol, 0.10 equiv.) in
N dry dioxane (10 mL) was stirred for 21 h at 120°C in a sealed tube. Ethyl

@ acetate and water were added. After decantation, the resulting organic layer
°“i,.”;}‘;i'j;’f?vﬂfghﬁggé?;“;OZ was washed with brine, dried over MgS0,, filtered and concentrated to
dryness. The crude residue was purified by column chromatography (dichloromethane/methanol = 100/0 to
90/10), dissolved in a minimal amount of dichloromethane and precipitated with a small quantity of diethyl

ether and a large quantity of pentane to afford the desired compound in 26 % yield (147 mg, 0.27 mmol) as a

bright yellow solid.

'H NMR (300 MHz, CDCl;) 6 8.66 (d, J = 5.4, 4H), 8.00 (d, J = 8.7, 4H), 7.63 (s, 2H), 7.54 (d, J = 5.4, 4H), 7.41 —
7.30 (m, 2H), 7.25 - 7.13 (m, 7H)

3C NMR (75 MHz, CDCl3) 6 162.6, 150.5, 149.6, 148.4, 146.3, 135.1, 130.0, 128.0, 127.2, 126.3, 125.3, 123.5,
121.2, 118.0.

MS (ES+) m/z 534.2

bis(4-(5-(N-methylpyridinium-4-yl)-oxazol-2-yl)phenyl)N-phenylaniline bis(p-toluenesulfonate), TP-20x5Py:

TSO'/ Ne A suspension of TPn-20x5Py (40 mg, 0.07 mmol, 1 equiv.) and methyl
\

TsO- =/ tosylate (42 mg, 0.22 mmol, 3 equiv.) in toluene (4 mL) was stirred for 18 h
AN M . -
—N{_ O/\\Q /@/@N at reflux. After cooling down to room temperature, the orange precipitate
N was filtered, washed with hot toluene and diethyl ether to afford the desired

@ salt as an orange solid (60 mg, 0.06 mmol) in 89 % yield.

Chemical Formula: C5gH43N50gS,
Molecular Weight: 906,04

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) 6 8.99 (d, J = 6.2, 4H), 8.58 (s, 2H), 8.43 (d, ) = 6.2, 4H), 8.17 (d, J = 8.1, 4H), 7.47
(d,J=17.5,4H), 7.35-7.15 (m, 9H), 7.10 (d, J = 7.3, 4H), 4.29 (s, 6H), 2.28 (s, 6H).

3C NMR (75 MHz, DMSO-d¢) 6 164.1, 149.6, 145.9, 145.8, 145.4, 140.4, 137.5, 134.7, 130.3, 128.9, 128.7,
128.2,128.0, 126.5, 125.5, 123.0, 120.4, 119.8, 47.2, 20.8.

MS (ES+) m/z 282.3

HRMS (ESI) calcd for C36H,9NsO, [M+] 563.2321, found 563.2304
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3,6-dibromo-(N-phenyl)carbazole:

N-phenylcarbazole (2.5 g, 10.3 mmol) and N-bromosuccinimide (3.75 g, 21.1

Br. Br
mmol) were dissolved in 30 mL CHCls. The resulting orange solution was stirred at
N

reflux overnight. The organic phase was washed with brine twice, dried over

© MgS0O, and evaporated to give 3.82 g of raw product.

Purification by flash chromatography afforded 3.5 g of the title compound (8.7
Chemical Formula: C4gH44Br;N

Molecular Weight: 401,09 mmol, 84%) as a white powder.

CAS number [57103-20-5]
'H NMR (300 MHz, CDCl3) 6 8.20 (d, J = 1.7 Hz, 2H), 7.67 — 7.56 (m, 2H), 7.56 — 7.42 (m, 5H), 7.24 (s, 2H).

9-phenyl-9H-carbazole-3,6-dicarbaldehyde 7:

? ? n-Buli (1.6M, 1.25 mL, 20 mmol, 4 eq) was added dropwise to a solution of 3,6-
O O dibromo-(N-phenyl)carbazole (2 g, 5 mmol) in 15 mL anhydrous THF cooled to -
N 78°C. After 2hrs stirring, DMF (1.8 mL, 23 mmol, 4.6 eq) in solution in 5 mL THF is

© added dropwise to the reaction.
The reaction was left to warm slowly to 0°C and then 40 mL of HCl 3M were added
Chemical Formula: CyoH13NO,
Molecular Weight: 299,32 dropwise. The solution was stirred for 15 min and the phases were separated. THF
was evaporated to give a yellow solid. Purification by flash chromatography (pure DCM) yielded 1.15 g (3.84

mmol, 77%) of the expected product.

CAS number [145771-93-3]
'H NMR (300 MHz, CDCl5) 6 10.16 (s, 2H), 8.73 (s, 2H), 8.02 (d, /= 8.5 Hz, 2H), 7.78 = 7.51 (m, 5H), 7.47 (d, J =
8.6 Hz, 2H).

9-phenyl-3,6-bis((E)-2-(1-methyl-1H-benzo[d]imidazol-2-yl)vinyl)-9H-carbazole 8:

- /@ To a solution of 7 (116 mg, 0.388 mmol) and 4 (400 mg, 0.903 mmol, 2.3 eq) in

\ methanol was added a freshly prepared solution of MeONa (90 mg of Na in 10
mL MeOH). The solution was stirred overnight at reflux and a yellow solid
precipitated. The precipitate was filtered and dried under vacuum to afford 157

mg of the title compound (0.283 mmol, 73%).

Chemical Formula: C3gH,gN5

Molecular Weight: 555,67 'HNMR (300 MHz, DMSO-dg) 6 8.76 (s, 2H), 8.06 (d, J = 15.5 Hz, 2H), 7.95 (d, J =
8.0 Hz, 2H), 7.82 — 7.67 (m, 4H), 7.67 — 7.51 (m, 7H), 7.45 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.29 — 7.10 (m, 4H), 4.00 (s, 6H).
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C NMR (75 MHz, DMS0) 6 151.4, 141.0, 136.6, 136.3, 136.1, 130.3, 128.8, 126.6, 126.5, 123.2, 121.9, 121.7,
120.0, 118.3, 112.2, 110.3, 110.0, 28.2.

MS (ESI"): m/z 556.1 [M+H]".

HPLC: R, = 17.10 min (98%). 90/10 (0 min) —0/100 (30 min)

1,2-dimethyl-1H-benzo[d]imidazole 9:

N/ A mixture of 0.92 mL of N-methylbenzene-1,2-diamine (8 mmol, 1 eq) and 0.70 mL of

@EN/>_ acetic acid (1.2 mmol, 1.5 eq.) was refluxed in hydrochloric acid (20 mL) for 17 h. The

Chemical Formula: CgH1gN2  reaction was then quenched with NaOH 3N until pH 6 and a brown solid appeared.
Molecular Weight: 146,19

The mixture was extracted with diethyl ether and dried over magnesium sulphate.

The resulting solution was filtered and concentrated under reduced pressure to obtain 1.244 g of a brownish

solid with a quantitative yield.

CAS number [2876-88-6]
'H NMR (300 MHz, CDCl3) 6 7.72 — 7.64 (m, 1H), 7.29 — 7.18 (m, 3H), 3.69 (s, 3H), 2.58 (s, 3H).
MS (ES+): m/z 147.1 [M+H]", 169.2 [M+Na]".

1,2,3-trimethyl-1H-benzo[d]imidazol-3-ium iodide 10:

To 0.504 g of 1,2-dimethyl-1H-benzoimidazole 9 (3.4 mmol, 1 eq.) were added 3 mL

N
N/}— of methyl iodide (48.2 mmol, 14 eq.) and the mixture was stirred at 35°C for 16 h.
-\
Chemical Formula: C4gH43IN,
Molecular Weight: 288,13 of a pale brown solid (Yield = 78 %).

The crude product was then filtered and washed over n-pentane, to afford 0.762 g

CAS number [3805-38-7]
'H NMR (300 MHz, DMSO-d,) & 7.98 (dd, J = 3.0, 6.0, 2H), 7.64 (dd, J = 3.0, 6.0, 2H), 3.99 (s, 6H), 2.85 (s, 3H).
MS (ES+): m/z 161.2 [M-IT".

9-phenyl-3,6-bis((E)-2-(N,N'-dimethylbenzimidazolium-2-yl)vinyl)-9H-carbazole diiodide, Cbz-2Bzim:

A solution of 7 (17 mg, 0.057 mmol) and 10 (36 mg, 0.125 mmol, 2.2 eq) in ethanol
r was refluxed for 5 hrs and a yellow solid precipitates. After cooling to rt, the solid is
filtered, washed with pentane and dried under vacuum to afford 34mg (0.040

mmol, 71%) of the title compound as a yellow solid. The product is unstable and

could not be completely characterized.

Chemical Formula: C4gH3sl2Ns
Molecular Weight: 839,55

'H NMR (300 MHz, DMSO-d;) & 8.97 (s, 2H), 8.26 — 7.91 (m, 9H), 7.87 — 7.41 (m, 15H), 4.22 (s, 12H).
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9-phenyl-3,6-bis(5-pyridin-4-yl-oxazol-2-yl)-9H-carbazole, Cbzn-20x5Py:

{ Ny In a sealed flask flushed with Argon, 3,6-dibromo-(N-phenyl)carbazole (500 mg, 0.247

NQ\(/\/N O% mmol), 5-(pyridin-4-yl)oxazole (455 mg, 3.12 mmol), lithium tert-butoxide (399 mg,
ON 4.99 mmol) and Palladium tetrakis(triphenylphosphine) (144mg, 10 mol%) were

N added in anhydrous dioxane to give a brown suspension and stirred at 120°C for

@ 44hrs. After cooling to rt, the reaction mixture was diluted with ethyl acetate and

Chemical Formula: C34H21N50,

Molecular Weight: 531,56 washed with water. The aqueous phase was extracted twice with ethyl acetate and

the combined organic phases were washed with brine dried over MgS04 and concentrated under vacuum to
give a red solid. The raw product was purified by flash chromatography (eluent: 5% MeOH in DCM) to afford
the expected product as a yellow solid (168 mg, 0.316 mmol, 25%).

'H NMR (300 MHz, CDCl;) § 9.03 (s, 2H), 8.73 (d, J = 5.7 Hz, 4H), 8.24 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 7.86 — 7.38 (m, 16H).
MS (ES+): m/z 532.1 [M+H]"

9-phenyl-3,6-bis(5-(N-methylpyridinium-4-yl)-oxazol-2-yl)-9H-carbazole bis(p-toluenesulfonate), Cbz-20x5Py:

i+ Methyl tosylate (47 mg, 0.252 mmol) was added to a suspension of Cbz"-20x5Py
2TsO-
(35 mg, 0.066 mmol) in toluene (20 mL). The suspension dissolves when heated.

= % I\ -y  After 24 hours at reflux, an orange precipitates forms. It is filtered under vacuum
. ' and washed with warm toluene to afford 50 mg of the expected product (0.055

@ mmol, 84%).

Chemical Formula: CagHy7N50,%*
Molecular Weight: 561,63

'H NMR (300 MHz, DMSO-d) & 9.38 (s, 2H), 9.03 (s, 4H), 8.52 (m, 8H), 7.95 — 7.34
(m, 16H), 7.11 (s, 4H), 4.32 (s, 6H), 2.27 (s, 6H).

HPLC: R, = 7.26 min. (79%) 98/2 (0 min) —90/10 (2 min) — 80/20 (5 min) — 60/40 (7 min) — 0/100 (12 min).

MS (ES+): m/z 280.8 [M-2TsO]**

bis(4-bromophenyl)amine:

Br Br N-bromosuccinimide (3.56 g, 20 mmol, 2 eq) in solution in 10 mL of DMF was
\©\N/©/ added dropwise to a solution of diphenylamine (1.69 g, 10 mmol) in 10 mL of
H

Chemical Formula: C1,HgBroN
Molecular Weight: 327,01 Water was added to the reaction mixture and a white solid precipitated. The

DMF at 0°C. The solution was stirred at 0°C for 6 hours and then overnight at rt.

solid was filtered under vacuum to afford 1.77 g (7.6 mmol, 76%) of the expected product.

CAS number [16292-17-4]
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'H NMR (300 MHz, CDCl5) 6 7.35 (d, J = 8.8 Hz, 4H), 6.91 (d, J = 8.8 Hz, 4H)
bis(4-((E)-2-(pyridin-4-yl)vinyl)phenyl)amine 11:

N7 7N bis(4-bromophenyl)amine (200 mg, 0.611 mmol), Pd(OAc)2 (9.6 mg, 0.043 mmol, 7
X NS

‘ ‘ mol%) and P(t-butyl);.BF; (26 mg, 0.092 mmol, 15 mol%) were placed in a dry

N schlenck and flushed with Argon. 2 mL of DMF and 2 mL of triethylamine were

Chemical Formula: CpsH2¢N3

Molecular Weight: 375,47 then added and the mixture was stirred at 110°C under argon for 22h. CH2CI2 was
added to the reaction and the solution was washed with water twice and with NaHCO;, dried over MgS0O4 and
concentrated under vacuum. Purification by flash chromatography using combiflash (DCM:EtOH, 100:0 to 40-

60) afforded 121 mg (0.32 mmol, 53%) of the expected product as a yellow powder.

'H NMR (300 MHz, CDCl5) 6 8.56 (d, J = 6.0 Hz, 4H), 7.49 (d, ) = 8.6 Hz, 4H), 7.35 (d, J = 6.1 Hz, 4H), 7.32 = 7.17
(m, 2H), 7.12 (d, J = 8.5 Hz, 4H), 6.90 (d, J = 16.3 Hz, 2H), 3.7 (s, 1H).
MS (ES*): m/z 376.3 [M+H]".

bis(4-((E)-2-(N-methylpyridinium-4-yl)vinyl)phenyl)amine diiodide, DP-2Py:
A large excess of Mel (1 mL) was added to a solution of 11 (500 mg, 1.33

§ mmol) in a methanol/DCM mixture. The reaction was stirred at 30°C

overnight. A red solid precipitated and was filtered under vacuum, washed

with pentane and dried undervacuum to afford 615 mg (0.93 mmol, 70%) of

Chemical Formula: CgHy7IoN3
Molecular Weight: 659,34 the expected product as a dark red powder.

'H NMR (300 MHz, DMF-d,) § 9.20 (d, J = 6.8 Hz, 4H), 9,7 (s,1H), 8.56 (d, J = 6.8 Hz, 4H), 8.38 (d, J = 16.1 Hz, 2H),
8.12 (d, J = 8.6 Hz, 4H), 7.76 (s, 2H), 7.68 (d, J = 8.7 Hz, 4H), 4.64 (s, 6H).

Synthesis of TP-2Rho:
o) s s o 4,4 -bisformyltriphenylamine (166 mg, 0.55 mmol), rhodanine-3-acetic acid (220
HO N_/g g\_N OH mg, 1.14 mmol, 2.1 eq) and ammonium acetate (100 mg, 1.3 mmol, 2.4 eq)
° | | ° were dissolved in 15 mL of acetic acid. The solution was stirred at 110°C

N overnight. A red solid precipitated and was filtered to afford 310 mg (87%) of

@ the expected product.

Chemical Formula: C3gH,1N306S,

Molecular Weight: 647.76 'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) 6 7.82 (s, 2H), 7.64 (d, J = 8.6 Hz, 4H), 7.47 (t, ) =

7.5Hz, 2H), 7.31 (t, ) =7.5 Hz, 2H), 7.22 (d, J = 7.5 Hz, 2H), 7.16 (d, ) = 8.6 Hz, 3H), 4.74 (s, 4H).
3C NMR (75 MHz, DMSO-dg) 6 192.92, 167.36, 166.46, 148.56, 144.93, 133.47, 132.79, 130.37, 127.17, 127.00,
126.34, 122.99, 119.15, 45.18, 30.73.
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MS (ESI') m/z 646.0 [M-H]".
HRMS (ESI') calcd for C3pH,9N306S, 646.0235, found 646.0267.

TP-3Rho:
According to the same procedure as for TP-2Rho, 4,4',4”-
o)
?‘OH trisformyltriphenylamine (40 mg, 0.12 mmol), rhodanine-3-acetic acid (69 mg,
o
S§<N 3.1 eq) and ammonium acetate (72 mg) afforded 70 mg (69%) of the expected
ST
product.
N 1
H NMR (300 MHz, DMSO-d¢) 6 7.79 (s, 3H), 7.66 (d, ) = 8.1, 6H), 7.25 (d, J =
oA o 8.1,6H),4.60 s, 6H).
HO N& )—N OH 43
}J S g \/QO C NMR (75 MHz, DMSO-dg) 6 192.93, 167.34, 166.45, 147.73, 132.90,
o

128.64, 124.86, 120.17, 45.16, 30.73.
MS (ESI') m/z 847.3 [M-H]-

Chemical Formula: C3gH4N40gS¢
Molecular Weight: 848,99

HRMS (ESI') calcd for C3gH»,N404S¢ 845.9711, found 845.9730
4-((4-methoxyphenyl)(4-benzaldehyde)amino)benzaldehyde 12:

? |O POCI; (10 mL, 16.7 g, 109 mmol, 15 eq) was added dropwise over 15 min to 9 mL DMF
K©\N/©) (7.9 g, 109 mmol, 15 eq) at 0°C under Ar. The solution is stirred at 0°C for 1hr. 4-
© methoxytriphenylamine (2 g, 7.26 mmol) is added and the solution is stirred at 95°C for
) 4h30. The dark mixture is poured into an ice bath and stirred for 30min. The solution is
~
Chemical Formula: Co1Hi7NO3 hyasified with NaOH 1M. The aqueous phase is extracted with DCM and the organic
Molecular Weight: 331,36
phase is washed twice with water dried over MgS0O, and evaporated to give a black oil.
Purification by flash chromatography using combiflash (AcOEt:Cyclohexane 10:80 to 70:30) affords 1.72 g (5.19

mmol, 72%).

CAS number [149676-16-4]
'H NMR (300 MHz, CDCl;) 6 9.87 (s, 2H), 7.75 (d, J = 8.8 Hz, 4H), 7.16 (d, ) = 8.6 Hz, 4H), 7.11 (d, J = 9.0 Hz, 2H),
6.94 (d, ) = 9.0 Hz, 2H), 3.84 (s, 3H).

4-((4-hydroxyphenyl)(4-benzaldehyde)amino)benzaldehyde 13:

2 Q BBr; (1.5 mL, 3.98 g, 15.87 mmol, 3.5 eq) was added dropwise to a solution of 12 in 20
KQN/Q) mL of DCM at 0°C. The reaction is then left to warm slowly to r.t. and stirred for 3 hrs.
The solution turns from yellow to dark. The mixture is then slowly poured into an ice

OH bath. The aqueous phase is extracted with DCM twice. The combined organic phases are

Chemical Formula: CyoH15NO3 . . . .
Molecular Weight: 317,34 washed with water twice, dried over MgS0O4 and evaporated to give 1.5 g of a green
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foamy solid.
Purification by flash chromatography using Combiflash (AcOEt:cyclohexane 10:90 to 60:40) afforded 1.4 g

(4.412 mmol, 97%) of the title compound as a yellow solid.

CAS number [336619-78-4]
'H NMR (300 MHz, CDCl;) 6 9.88 (s, 2H), 7.76 (d, ) = 8.6 Hz, 4H), 7.17 (d, ) = 8.6 Hz, 4H), 7.07 (d, J = 8.7 Hz, 2H),
6.89 (d, J = 8.7 Hz, 2H).

4-((4-(2-(2-(2-hydroxyethoxy)ethoxy)ethoxy)phenyl)(4-benzaldehyde)amino)benzaldehyde 14:

o Q  Chloro-triethylene glycol (0.025mL, 29.2 mg, 0.173 mmol, 1.1 eq) was added to a
K@LNQ) solution of 13 (50 mg, 0.158 mmol) and K,CO; (23.95 mg, 0.173 mmol, 1.1 eq) in

© anhydrous DMF under argon. The reaction was stirred at 150°C for 24hrs. DCM is

Hor OO added to the solution and the organic layer is washed five times with brine.

Chemical Formula: Co6Hy7NOg Organic phase is dried over MgSO4 and concentrated under vacuum to afford 57
Molecular Weight: 449,50
mg (0.123 mmol, 78%) of the title compound as a yellow oily solid pure with only

traces of the starting triethyleneglycol.

'H NMR (300 MHz, CDCl5) 6 9.88 (s, 2H), 7.76 (d, J = 8.6 Hz, 4H), 7.16 (d, J = 8.6 Hz, 4H), 7.10 (d, J = 8.9 Hz, 2H),
6.96 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 4.20 — 4.12 (m, 2H), 3.94 — 3.86 (m, 2H), 3.80 —3.57 (m, 8H).
MS (ES+): m/z 472.2 [M+Na]".

4-((4-(2-(2-(2-chloroethoxy)ethoxy)ethoxy)phenyl)(4-benzaldehyde)amino)benzaldehyde 15:

7 ? 13 (110 g, 0.347 mmol) and dichloro-triethyleneglycol (0.060 mL, 71.3 mg, 0.381
N mmol, 1.1 eq) were dissolved in anhydrous DMF under argon and the solution was
© stirred at 60°C overnight. DCM is added to the solution and the organic layer is

C|/\/O\/\O/\/o

Chemical Formula: CpgH6CINOs
Molecular Weight: 467,94

washed once with water and thrice with brine. Organic phase is dried over MgS0O4 and
concentrated under vacuum to afford 89 mg (0.190 mmol, 55 %) of the expected

compound.
'H NMR (300 MHz, CDCl;) 6 9.88 (s, 2H), 7.76 (d, ) = 8.6 Hz, 4H), 7.16 (d, J = 8.5 Hz, 4H), 7.11 (d, J = 8.9 Hz, 2H),

6.96 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 4.22 — 4.10 (m, 2H), 3.94 — 3.86 (m, 2H), 3.83 —3.57 (m, 8H).
MS (ES+): m/z 467 [M+H]", 490 [M+Na]".
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4-((4-(2-(2-(2-azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)phenyl)(4-benzaldehyde)amino)benzaldehyde 16:

2 ? Sodium azide (40.8 mg, 0.628 mmol) and a pinch of sodium iodide were added to a
K@ /@A solution of 15 (98 mg, 0.209 mmol) in anhydrous DMF under argon. The solution
was stirred overnight at 70°C. Ethyl acetate was added to the reaction and the

OOy, organic layer was washed with brine five times. Solvent was evaporated to afford 86

Chemical Formula: CogHgN4O5

Molecular Weight: 474,51 mg (0.181 mmol, 87%) of the title compound.

'H NMR (300 MHz, CDCl;) 6 9.87 (s, 2H), 7.86 — 7.55 (m, 4H), 7.16 (d, J = 8.7 Hz, 4H), 7.10 (d, J = 9.0 Hz, 2H),
6.96 (d, ) = 9.0 Hz, 2H), 4.19 — 4.13 (m, 2H), 3.94 — 3.84 (m, 2H), 3.79 — 3.74 (m, 2H), 3.73 — 3.66 (m, 4H), 3.43 —
3.36 (m, 2H).

MS (ES'): m/z 497.2 [M+Na]".

TPn-2Bzim-TriEG-N;:

QN \N/Q Compound 16 (50 mg, 0.105 mmol) was dissolved in a 1:1 mixture of EtOH
\ X
/N/H\CL /@)/LN and THF (5 mL total volume). Phosphonium salt 4 (103 mg, 0.232 mmol, 2.2
EN; eq) and DBU (0.08 mL, 80 mg, 0.527 mmol, 5 eq) were added to form a

homogenous yellow solution. The reaction was stirred overnight at r.t.

0. O. . . .
0N, Reaction mixture was concentrated under vacuum and the residue was

Chemical Formula: C44H4,NgO3

Molecular Weight: 730,86 dissolved in ethyl acetate and washed with brine. Solvent was evaporated to

yield a yellow oil.
Purification by flash chromatography (50:50 Ac:Cy + 1% Et3;N) affords 46 mg (0.063 mmol, 60%) of the expected

product as a yellow solid.

1H NMR (300 MHz, CDCI3) 6 7.92 (d, J = 15.8 Hz, 2H), 7.79 — 7.62 (m, 4H), 7.49 (d, J = 8.6 Hz, 4H), 7.38 — 7.20
(m, 4H), 7.12 (d, ) = 9.0 Hz, 2H), 7.08 (d, J = 8.7 Hz, 4H), 6.98 (d, J = 15.8 Hz, 2H), 6.91 (d, ) = 9.0 Hz, 2H), 4.18 -
4.13 (m, 2H), 3.92 - 3.87 (m, 2H), 3.86 (s, 6H), 3.79 —3.74 (m, 2H), 3.73 — 3.67 (m, 4H), 3.40 (t, ) = 5.1 Hz, 2H).
BC NMR (75 MHz, CDCl;) 6 151.5, 148.2, 143.1, 139.6, 136.8, 136.0, 129.9, 128.3, 128.0, 122.7, 122.4, 119.1,
115.8, 110.8, 109.1, 70.8, 70.1, 69.9, 67.7, 50.7, 29.8.

MS (ES"): m/z 731 [M+H]", 753 [M+Na]’, 703 [M-N,]".

4-(bis(4-((E)-2-(1-methyl-1H-benzo[d]imidazol-2-yl)vinyl)phenyl)amino)phenol, TPn-2Bzim-OH:

QN @ The phosphonium salt 4 (10.11 g, 22.81 mmol, 2 eq) was added to a mixture of
\

N | | THF and EtOH (1:1 50 mL) to form a yellow suspension. DBU (8.60 mL, 8.68 g,

N 57 mmol, 5 eq) was then added and the suspension dissolved to form an

orange solution. The dialdehyde 13 (3.62 g, 11.41 mmol) in solution in
OH

Chemical Formula: C3gH31NsO
Molecular Weight: 573,69
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THF:EtOH (1:1 20 mL) was then added and the reaction turned to dark red. The solution was stirred at rt
overnight and a yellow solid precipitated. The precipitate was filtered to yield 2.802 g of the expected product.
The filtrate was concentrated under vacuum to approx. 10 mL and, after addition of pentane and ether, an
additional 1.76 g of solid was retrieved by filtration, to afford a total 4.56 g of title compound (7.94 mmol,
70%).

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) 6 7.76 (d, ) = 15.7 Hz, 2H), 7.67 (d, ) = 8.7 Hz, 4H), 7.58 — 7.47 (m, 4H), 7.31 (d, J =
15.8 Hz, 2H), 7.22 - 7.14 (m, 4H), 7.00 (dd, J = 8.7, 3.2 Hz, 4H), 6.81 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 3.89 (s, 6H).

3C NMR (75 MHz, DMSO-d¢) 6 156.0, 151.8, 148.1, 143.3, 137.5, 136.5, 136.0, 130.1, 129.3, 129.1, 128.8,
122.4,122.3,118.7,117.1, 112.6, 110.4, 56.5, 30.0, 19.0.

MS (ES+): m/z = 574 [M+H]".

HPLC: R, = 6.10 min. 98/2 (0 min) — 80/20 (2 min) —0/100 (12 min).

2-(2-(2-(2-hydroxyethoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl 4-methylbenzenesulfonate 18:

HO\/\O/\/O\/\O/\/OTS Tetraethylene glycol (89 mL, 100.1 g, 515 mmol) was added to solution of
Chemical Formula: C45H240,S 300 mL of DMF and 21 mL of triethylamine (0.3 eq). The solution was
Molecular Weight: 348,41
cooled to 0°C and p-toluenesulfonyl chloride (20 g, 0.105 mmol, 0.2 eq) in
solution in DCM (50 mL) was added dropwise. After 2h stirring at rt, the mixture was diluted with 400 mL HCI
1IN and extracted with DCM. The organic layer was washed thrice with saturated NaHCO3, dried over MgS04
and evaporated to give 26 g of crude product.

Purification by flash chromatography (Cyclohexane:AcOEt 80:20) afforded 17.9 g (0.51 mmol, 10%) of the title

compound as a colorless oil.

CAS number [77544-60-6]
'H NMR (300 MHz, CDCl3) 6 7.80 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 7.34 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 4.19 — 4.14 (m, 2H), 3.77 — 3.56 (m,
14H), 2.45 (s, 3H).

2-(2-(2-(2-oxoethoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl 4-methylbenzenesulfonate:

Compound 18 (3 g, 8.6 mmol) was added to a solution IBX (4.82 g, 17.2

(@)
k/O\/\ SO . . . .
9 OTs mmol, 2 eq) in 50 mL of DMSO. The resulting colorless solution was stirred

Chemical Formula: C15H,,0;S

Molecular Weight: 346,40 overnight at rt.

Iced water was added and to form a precipitate which was filtered. The
solution was then extracted with twice DCM and the organic layer washed with water five times to afford

1.825 g of the expected compound. Product was used in the next step without further purification.

CAS number [302352-43-8]

201



Partie expérimentale - A. Synthesis

'H NMR (300 MHz, CDCl5) § 9.72 (s, 1H), 7.80 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.35 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 4.25 — 4.07 (m, 4H),
3.78 = 3.50 (m, 12H), 2.45 (s, 3H).

2-(2-(2-(2-(tosyloxy)ethoxy)ethoxy)ethoxy)acetic acid 19:

o The aldehyde (1.825 g, 5.27 mmol) in solution in 5 mL acetonitrile was
HOJ\/O\/\O/\/O\/\OTS

Chemical Formula: C45H,,0¢S
Molecular Weight: 362,40 (35% water) (535 uL, 5.42 mmol, 1.03 eq) in 3 mL H,0 at 10°C. NaClO, (841

added to a solution of NaH,PO, (193 mg, 1.40 mmol, 0.267 eq) and H,0,

mg, 7.43 mmol, 1.41 eq) in solution in 6 mL H,0 was added dropwise and the reaction mixture turned yellow.
After 1h stirring at 10°C, 200 mL of HCl and 400 mL of diethyl ether were added. The aqueous phase was
extracted twice with ether and the combined organic layers were dried over MgS0O, and evaporated to afford

1.697 g (4.68 mmol, 89%) of the title compound pure.

'H NMR (300 MHz, CDCl;) 6 7.80 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 7.35 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 4.31 — 4.07 (m, 4H), 3.82 —3.52 (m,
10H), 2.45 (s, 3H).

3C NMR (75 MHz, CDCl5) 6 173.2, 144.9, 132.7, 129.8, 127.9, 71.0, 70.4, 70.3, 70.2, 69.3, 68.6, 68.4, 21.6.

MS (ES'): 363.3 [M+H]", 385.3 [M+Na]".

MS (ES): 361.3 [M-H].

2-(2-(2-(2-azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl 4-methylbenzenesulfonate 20:

N3/\/O\/\O/\/O\/\OT3 Compound 18 (2 g, 5.74 mmol), NaN; (700 mg, 10.8 mmol, 1.88 eq) and
Chemical Formula: C45Hp3N306S NaHCO; (800 mg, 9.5 mmol, 1.66 eq) were mixed in 20 mL of DCM. After
Molecular Weight: 373,42

2h of stirring at 80°C, the reaction was concentrated under vacuum and

the residue taken up in 100 mL of water. The aqueous solution was extracted thrice with DCM and the
combined organic layer were dried over MgSO, and evaporated to yield 1.254 g (5.74 mmol theoretically) of a
colorless oil. The raw product and triethylamine (1.2 mL, 8.61 mmol, 1.5 eq) were dissolved in DCM at 0°C. p-
toluenesulfnyl chloride (1.31 g, 6.88 mmol, 1.2 eq) in solution in DCM was added and the reaction was stirred

at rt overnight. Water was added to the mixture and the solution was extracted thrice with DCM to afford

1.394 g (3.73 mmol, 65%) of the expected product.
CAS number [168640-82-2]

'H NMR (300 MHz, CDCl3) 6 7.80 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 7.35 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 4.21 — 4.09 (m, 2H), 3.77 — 3.52 (m,
14H), 3.43 —3.32 (m, 2H), 2.45 (s, 3H).
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3,6,9,12-tetraoxapentadec-14-yn-1-ol 21:

///O/\/O\/\O/\/O\/\OH NaH (60% in mineral oil) (412 mg, 10.30 mmol, 1 eq) was added to
Chemical Formula: C1;HyoOs a solution of tetraethylene glycol (1.78 mL, 10.3 mmol) in 20 mL of

Molecular Weight: 232,27 THF at 0°C. After 15 min of stirring, propargyl bromide (1.22 mL,
1.68 g, 11.33 mmol, 1.1 eq) was added slowly and the mixture was stirred at 0°C for 2h. The solvent was
evaporated under vacuum and the crude product was purified by flash chromatography (elution with pure

ethyl acetate) to give 1.32 g (5.65 mmol, 55%) of the expected product as a colorless oil.

CAS number [87450-10-0]
'H NMR (300 mHz, CDCl,) 6 4.16 (d, J = 2.4 Hz, 2H), 3.65 — 3.61 (m, 14H), 3.56 (t, J = 4.4 Hz, 2H), 2.75 (br. s, 1H),
2.40 (t, J = 2.4 Hz, 1H).

3,6,9,12-tetraoxapentadec-14-yn-1-yl 4-methylbenzenesulfonate 22:

/o/\/o\/\o/\/o\/\ms p-Toluenesulfonyl chloride (1.724 g, 9.04 mmol, 1.6 eq) and DMAP

Chemical Formula: C;gHps05S (0.041 g, 0.339 mmol, 6 mol%) were added to a solution of 21 (1.31

Molecular Weight: 386,46 g, 5.65 mmol) in a 1:1 pyridine:dichloromethane mixture (6 + 6

mL). After 5h of stirring at rt, the solution was poured into iced water (25 mL) and the aqueous phase was
extracted thrice with DCM. The combined organic layers were washed with saturated NH4Cl and brine, dried
over MgS04 and evaporated to afford a yellow oil. The crude product was purified by flash chromatography

(AcOEt:hexane 3:1) to yield 1.31 g (3.39 mmol, 60%) of the expected compound as a colorless oil.
CAS number [875770-32-4]
'H NMR (300 MHz, CDCl5) 6 7.75 (d, ) =8.4 Hz, 2H), 7.26 (d, ) = 8.4 Hz, 2H), 4.19 (d, ) = 2.4 Hz, 2H), 4.16 (t, ) =

7.8 Hz, 2 H), 3.70 — 3.55 (m, 14H), 2.54 (s, 3H), 2.4 (t, J = 2.4 Hz, 1H).

TPn-2Bzim-TEG-Nj:

TPn-2Bzim-OH (150 mg, 0.261 mmol) and K,CO; (72.3 mg, 0.523 mmol, 2 eq)

N(\‘ N\N
/)IQ Q)ﬁ were placed in a flask flushed with argon. 10 mL of anhydrous of DMF were
N

then added to form a yellow solution. After 15 min stirring compound 20 (219

mg, 0.586 mmol, 2.2 eq) in solution in anhydrous DMF was added and the
(o]

[O/\/Ov\o/\/m reaction was stirred at 60°C overnight. After cooling to rt, AcOEt was added to

O oy Wt s eOs the reaction which was then washed with brine. Organic phase was dried and
evaporated to give a yellow oil. Raw product was purified by flash chromatography using companion

DCM/EtOH 99/1---97/3) to afford 127 mg (0.164 mmol, 63%) of the expected product as a yellow oil.
(bcm/ / /3) g ( , 63%) p p y
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'H NMR (300 MHz, CDCl;) § 7.91 (d, J = 15.8 Hz, 2H), 7.78 — 7.72 (m, 2H), 7.48 (d, J = 8.6 Hz, 4H), 7.34 —7.22 (m,
6H), 7.11 (d, J = 9.0 Hz, 2H), 7.07 (d, J = 8.6 Hz, 4H), 6.97 (d, J = 15.8 Hz, 2H), 6.91 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 4.16 — 4.12
(m, 2H), 3.92 — 3.85 (m, 2H), 3.84 (s, 6H), 3.77 — 3.65 (m, 10H), 3.43 — 3.35 (m, 2H).

C NMR (75 MHz, CDCl3) 6 156.2, 151.5, 148.2, 143.2, 139.6, 136.7, 136.0, 129.9, 128.3, 128.0, 122.7, 122.6,
122.4,119.1, 115.8, 110.8, 109.1, 70.9, 70.7, 70.7, 70.1, 69.7, 67.7, 50.7, 29.7.

MS (ES+): m/z = 775 [M+H]", 797 [M+Na]".

HPLC: Rt = 9.59 (97%). 98/2 (0 min) — 0/100 (20 min).

TPn-2Bzim-TEG-COOH:

Q(“ \N\@ TPn-2Bzim-OH (200 mg, 0.349 mmol) and 30 mg of sodium hydride (60% in
PA\K@ /©J/LN mineral oil) were added to 8 mL of anhydrous DMF in a sealed tube under argon.

) Compound 19 (152 mg, 0.418 mmol, 1.2 eq) and 20 mg of NaH were added to 3

E? mL of DMF in a cone flask under argon. After 30 min stirring at rt, both solution
[o/\/o\/\o/\go“ were combined in the sealed tube to form a dark red solution and stirred

et Wt soag overnight at 60°C. After cooling to rt, DCM was added to the mixture and the
reaction was quenched by washing with a saturated NH,Cl solution. Organic phase was concentrated under
vacuum to give a red oil in the remaining DMF and ether was added to precipitate the product. Filtration under

vacuum afforded 209 mg (0.274 mmol, 78%) of the expected product as an orange powder.

'H NMR (300 MHz, DMSO-dy) 6 7.76 (d, J = 15.0 Hz, 2H), 7.72 — 7.64 (m, 4H), 7.60 — 7.47 (m, 4H), 7.33 (d, J =
15.9 Hz, 2H), 7.23 - 7.13 (m, 5H), 7.10 (d, J = 9.1 Hz, 2H), 7.00 (d, J = 8.2 Hz, 5H), 4.14 — 4.06 (m, 2H), 3.99 — 3.93
(m, 2H), 3.89 (s, 6H), 3.78 — 3.71 (m, 2H), 3.64 — 3.47 (m, 8H).

3C NMR (75 MHz, DMSO-d¢) 6 162.8, 151.75, 148.0, 147.9, 143.3, 139.4, 136.5, 135.9, 130.4, 129.2, 128.3,
122.6,122.4,122.2,118.7, 116.3, 112.8, 110.5, 70.4, 70.2, 70.0, 69.4, 67.8, 36.3, 31.2, 30.0.

MS (ES*): m/z 382.7 [M+2H]**, 353.7 [M-CH,COOH + 2H],., 580.4 [M-O(CH,CH,0)sCH,COOH + H]".

HPLC: Rt = 5.46 min (90%). 95/5 (0 min) —0/100 (10 min).

TPn-2Bzim-TEG-Alcyne:

Q\N \N\@ A solution of Compound 22 (404 mg,1.046 mmol, 1.5 eq) and NaH (30
VI@ Q)/kN mg)in 3.5 mL of DMF was added to a solution of TPn-2Bzim-OH (400 mg,
N 0.697 mmol) and NaH (40 mg) under argon. The reaction was stirred at
© 60°C overnight. The product was extracted with AcOEt and washed with
o

[O/\/O\/\O/\/O/
Chemical Formula: C4gHsgNsOs (AcOEt:Cyclohexane 2:8 to 7:3) afforded 275 mg (0.349 mmol, 50%) of the

Molecular Weight: 787,94

brine to remove the DMF. Purification by flash chromatography

expected product.
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'H NMR (300 MHz, CDCl5) § 7.91 (d, J = 15.8 Hz, 2H), 7.77 — 7.72 (m, 2H), 7.48 (d, J = 8.7 Hz, 4H), 7.32 = 7.21 (m,
6H), 7.10 (d, J = 9.0 Hz, 2H), 7.07 (d, J = 8.6 Hz, 4H), 6.96 (d, J = 15.8 Hz, 2H), 6.90 (d, J = 9.0 Hz, 2H), 4.19 (d, J =
2.4 Hz, 2H), 4.16 — 4.11 (m, 2H), 3.90 — 3.84 (m, 2H), 3.82 (s, 6H), 3.77 — 3.62 (m, 13H).

BC NMR (75 MHz, CDCl3) 6 156.2, 151.5, 148.2, 143.1, 139.6, 136.7, 136.0, 129.9, 128.3, 128.0, 122.6, 122.5,
122.3,119.1, 115.8, 110.8, 109.1, 79.7, 74.6, 70.8, 70.6, 70.4, 69.7, 69.1, 67.7, 58.4, 29.7.

MS (ES+): m/z = 788.6 [M+H]", 810.5 [M+Na]".

TP-2Bzim-TEG-N;:

Q\““ \N@ 1 mL of Mel was added to a solution of TPn-2Bzim-TEG-N;3 (100 mg, 0.129 mmol)
’N)\L@L @/KKN\‘ ' in 5 mL of DMF in a sealed tube. The solution was stirred at 60°C for 6 hours. After

) cooling to rt, ether was added to the solution and a red precipitate formed. The

<? solid was filtered under vacuum to afford 103 mg (0.097 mmol, 75%) of the

[o/vo\/\o/\/”a expected product as a red solid.
Chemical Formula: C4gHs,1,NgO04
Molecular Weight: 1058,79

*H NMR (300 MHz, CDCl;) 6 7.94 — 7.79 (m, 4H), 7.78 — 7.69 (m, 4H), 7.63 — 7.52 (m, 4H), 7.44 (d, J = 16.5 Hz,
2H), 7.03 (d, J = 8.6 Hz, 4H), 6.99 — 6.87 (m, 4H), 4.30 — 4.09 (m, 14H), 3.87 (s, 2H), 3.79 — 3.61 (m, 10H), 3.42 —
3.35 (m, 2H).

C NMR (75 MHz, CDCl;) 6 157.0, 149.9, 149.0, 147.7, 138.4, 132.1, 130.8, 128.5, 127.9, 127.1, 122.4, 116.2,
112.7, 104.5, 70.6, 70.0, 69.7, 67.9, 50.7, 34.7, 34.6.

MS (ES+): m/z 402.3 [M-217**, 388.2 [M-N,-2I*".

HPLC: Rt = 5.69 min. 95/5 (0 min) — 0/100 (10 min).

TP-2Bzim-TEG-COOH:

According to the same procedure, 100 mg of TPn-2Bzim-TEG-COOH (0.131

.
/N)I@ /@J/L"{ r mmol) afforded 130 mg (0.124 mmol, 95%) of the title compound as a red solid.
N

'H NMR (300 MHz, DMSO-d;) & 8.08 — 7.98 (m, 4H), 7.86 (d, J = 7.6 Hz, 4H), 7.76
o

(d, ) = 16.8 Hz, 2H), 7.71 — 7.61 (m, 4H), 7.39 (d, J = 16.9 Hz, 2H), 7.26 — 7.19 (m,

[O/\/O\/\O/YOH
o

2H), 7.17 — 6.99 (m, 8H), 4.12 (s, 14H), 4.01 (s, 2H), 3.83 —3.69 (m, 2H), 3.65 —

Chemical Formula: C4gHs11,N5O0g
Molecular Weight: 1047,76

3.45 (m, 8H).
MS (ES+): m/z 396 [M-21]2", 407.7 [M-2I+Na]*".
HPLC: R;= 5.35 min. 95/5 (0 min) —0/100 (10 min).
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TP-2Bzim-TEG-alcyne:

r According to the same procedure, 123 mg of TPn-2Bzim-TEG-alcyne

N | o (0.156 mmol) afforded 129 mg (0.121 mmol, 77%) of the title
/ \ o
compound as a red solid.
N

! "H NMR (300 MHz, CD,Cl,)  8.06 — 7.84 (m, 5H), 7.84 — 7.56 (m, 9H),
[ONO\AONO/// 7.43 (d, ) = 16.0 Hz, 2H), 7.26 — 7.03 (m, 6H), 7.02 — 6.89 (m, 2H), 4.22
O oacuor Weht a0 52 (s, 16H), 3.97 = 3.77 (m, 2H), 3.77 - 3.49 (m, 12H).
*C NMR (75 MHz, CDCl5) § 156.9, 149.8, 149.1, 147.7, 138.4, 132.1, 130.9, 128.5, 128.0, 127.0, 122.4, 116.1,
112.6, 104.6, 79.6, 74.8, 70.5, 70.4, 69.7, 69.1, 67.9, 58.4, 34.7, 34.7.
MS (ES+): m/z 408.8 [M-217*".

HPLC: R, = 11.69 min (95%). 95/5 (0 min) — 78/22 (5 min) — 61/39 (10 min) — 45/55 (15 min) — 0/100(20 min).
TP-2Rho-OH:

O?,OH Compound 13 (1.4g, 4.41 mmol) in solution in acetic acid (10 ml) was added to a
o
S s
N YN/\{OH solution of rhodanine-3-acetic acid (1.86 g, 9.71 mmol, 2.2 eq) and NH,OAc (1.36
s s
© | | © g, 17.7, 4 eq) in acetic acid (30 ml). The solution rapidly turned to red and was
N heated at reflux (117°C) for 15h. After cooling to rt, the precipitate formed was
© filtered under vacuum to afford 2.495 g (3.71 mmol, 84%) of the expected

oH product.

Chemical Formula: C3gH,1N307S,
Molecular Weight: 663,76

'H NMR (300 MHz, DMSO-d) 6 7.72 (s, 2H), 7.56 (d, J = 8.8 Hz, 4H), 7.10 (d, J = 8.7 Hz, 4H), 7.03 (d, J = 8.6 Hz,
2H), 6.84 (d, ] = 8.7 Hz, 2H), 4.48 (s, 4H).

MS (ES"): m/z 664.4 [M+H]", 686.3 [M+Na]".

MS (ES): m/z 662.4 [M-H]".

HPLC: R, = 16.39 min. 98/2 (0 min) — 0/100 (20 min).

TP-2Rho-TriEG-N;:

Q 0 Compound 16 (83 mg, 0.175 mmol) was added to a solution of rhodanine

N
HO N% N oH . .
o s s o acetic acid (74 mg, 0.385 mmol, 2 eq) and NH,OAc (54 mg, 0.700 mmol, 4
| | eq) in 30 mL of acetic acid. The resulting yellow solution was heated at
N 117°C and rapidly turned red. After 4 hrs of stirring, the reaction mixture

was cooled to rt and concentrated under vacuum until approx. 10 ml of

OOy, acetic acid remained. Ether was added to the solution and a dark red

Chemical Formula: C3gH3oNgOgS4

X sticky precipitate formed. The solid was filtered, washed with ether and
Molecular Weight: 820,93
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dried to afford 100 mg (0.122 mmol, 70%) of the expected product as a dark red powder.

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) 6 7.68 (s, 2H), 7.57 (d, J = 8.1 Hz, 4H), 7.23 — 6.97 (m, 8H), 4.30 (s, 4H), 4.17 — 4.03
(m, 2H), 3.79 - 3.70 (m, 2H), 3.70 — 3.47 (m, 6H), 3.38 (s, 2H).

C NMR (75 MHz, DMSO-dg) 6 192.8, 172.2, 167.0, 166.9, 156.9, 148.4, 137.5, 132.4, 131.9, 128.9, 126.9,
122.2,119.9, 116.1, 69.9, 69.7, 69.2, 68.9, 67.4, 50.0, 47.9, 21.3.

MS (ES*): m/z 843.6 [M+Na]".

N, N? -bis-tert-butoxycarbonylspermidine 23:

>L i H Triethylamine (2.66 mL, 1.933 g, 19.11 mmol, 3 eq) was added to
N (@)
o] ”/\/\”/\/\/ hig \’< a solution of spermidine (1 ml, 0.925 g, 6.37 mmol) in THF (15 mL)
(0]
Chemical Formula: C17HzsN4O, cooled in an ice bath. Boc-ON (3.14 g, 12.74 mmol, 2 eq) in
Molecular Weight: 345,48 solution in THF (10 mL) was then added dropwise and the reaction

was run at room temperature overnight. THF was then evaporated and the residue was dissolved in 40 ml DCM
washed with an aqueous solution of 1% NaOH. The organic phase was dried over MgS04, filtered and
evaporated.

Crude product was purified by flash chromatography: eluent DCM + 0.5% NH40H to remove byproducts and
then EtOH + 0.5% NH4O0H to retrieve the expected product as a colorless oil (1.2 g, 54%).

'H NMR (300 MHz, CDCl3) & 5.16 (s, 1H), 4.85 (s, 1H), 3.25 — 3.03 (m, 4H), 2.64 (t, / = 6.6 Hz, 2H), 2.58 (t, /= 6.4
Hz, 2H), 1.63 (q, J = 6.6 Hz, 2H), 1.55 — 1.47 (m, 4H), 1.42 (s, 18H).

N -(4-phtaIimidobutyI)-Nl,N'g -bis-tert-butoxycarbonylspermidine 24:

O Compound 23 (1.1 g, 3.18 mmol), N-(3-bromopropyl)phthalimide
N (1.067 g, 3.98 mmol, 1.25 eq) and K2CO3 (2.2 g, 15.92 mmol, 5 eq)
© were dissolved in acetonitrile (25 mL) and the solution was stirred at

0 H
N N (e}
>]\o/mm/\/\/ N \[f \]< reflux overnight. The reaction mixture was concentrated under
0

Chemical Formula: CgHz4N,Og vacuum and the residue dissolved in DCM. The solution was then
Molecular Weight: 532,67 . . . .

washed with a saturated NaHCO3 solution (2*¥100 mL), dried, filtered

and evaporated. Crude product was purified by flash chromatography (pure DCM, then DCM/EtOH 93/7) to

afford the expected product (1.3 g, 77%).
'H NMR (300 MHz, CDCl3) & 7.85 (dd, J = 5.4, 3.1 Hz, 2H), 7.73 (dd, J = 5.4, 3.1 Hz, 2H), 5.54 (s, 1H), 5.09 (s, 1H),

3.80-3.58 (m, 4H), 3.28 —3.02 (m, 4H), 2.57 - 2.29 (m, 6H), 1.82 (q, /= 7.2 Hz, 2H), 1.62 (q, J = 6.6 Hz, 2H), 1.44
(s, 18H).
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N’ -(4-aminobutyl)-N1,N8 -bis-tert-butoxycarbonylspermidine 25:

HoN Hydrazine monohydrate (0.119 ml, 0.122 g, 2.441 mmol, 1 eq) was

>L )OL H added to a solution of 24 (1.3 g, 2.441 mmol) in a THF/EtOH mixture (11
N\/\/N o

O H/\/\/ \[g j< ml/2.75 ml) and the reaction was stirred at 90°C for 5 h. The solvent was

Chemical Formula: CyoH4oN404
Molecular Weight: 402,57

evaporated, and the residue dissolved in DCM. The resulting solution

was washed with a solution of 1M NaOH and with water and was then

dried, filtered and evaporated.

'H NMR (300 MHz, CDCl3) & 5.53 (s, 1H), 5.10 (s, 1H), 3.08 — 2.83 (m, 4H), 2.65 — 2.42 (m, 4H), 2.40 — 2.12 (m,

6H), 1.45 (dd, J = 13.4, 6.7 Hz, 4H), 1.39 — 1.13 (m, 20H).

TPn-2Bzim-Spmd:

QP
o’

(o}

[ O o)
o o/:,fj\
O
>I\OJKH/\/\/N\/\/“Y

Chemical Formula: CggHgsNgOg
Exact Mass: 1147,65

TPn-2Bzim-TEG-COOH (85 mg, 0.111 mmol), DCC
(25.3 mg, 0.122 mmol, 1.1 eq) and HOBt (18.74
mg, 0.122 mmol, 1.1 eq) were placed in a flask
and flushed with argon. 10 mL of anhydrous
DMF were then added and the reaction was
stirred for 10 min at room temperature.
Compound 25 in solution in 5 mL DMF was then
added and the reaction was stirred for 18h at rt.

Crude product was then purified by preparative
TLC (DCM/EtOH 85/15) to afford the expected
product with a 41% vyield.

'H NMR (300 MHz, Acetone-dg) 6 7.76 (d, J = 15.8 Hz, 2H), 7.65 — 7.46 (m, 6H), 7.35 — 7.28 (m, 2H), 7.19 (d, J =

15.8 Hz, 2H), 7.07 (dd, / = 6.0, 3.1 Hz, 4H), 7.00 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 6.93 (d, J = 8.5 Hz, 4H), 6.88 (d, / = 8.9 Hz, 2H),

4.11-3.96 (m, 2H), 3.80 (s, 6H), 3.76 — 3.69 (m, 2H), 3.66 (t, J = 6.3 Hz, 2H), 3.63 —3.50 (m, 10H), 3.09 — 2.89
(m, 4H), 2.65 (s, 6H), 2.35 (t, J = 6.2 Hz, 2H), 1.70 (d, J = 5.3 Hz, 4H), 1.48 (d, J = 13.8 Hz, 2H), 1.44 — 1.34 (m, 2H),

1.25 (s, 18H).

3C NMR (75 MHz, DMSO) 6 169.4, 156.3, 156.0, 151.8, 148.0, 143.3, 139.4, 136.5, 135.9, 132.5, 130.4, 129.1,

128.3,122.6, 122.4,122.2,118.7, 116.2, 112.8, 110.4, 77.8, 70.7, 70.5, 70.3, 70.1, 69.4, 67.8, 55.4, 53.4, 51.6,

51.4,40.8,40.5,40.3,40.0,39.7,39.4, 39.1, 37.2, 30.0, 28.7, 27.8, 23.9.

MS (ES): m/z 1149.3 [M+H]", 1171.3 [M+Na]".

HPLC: R, = 9.02 min (80%). Gradient: 98/2 (0 min) - 0/100 (20 min)
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y-azidopropyl folic amide 26:

o O, OH
: 0
N
HN Sr N HN
A H
\S ~
N7 NN

N3

Chemical Formula: CooHosN41O5
Molecular Weight: 523,50

Voie 1:

Azidopropylamine (0.230 g, 2.3 mmol, 1 eq), DCC (1.186 g, 5.75 mmol, 2.5 eq) and pyridine (4.5 mL, 4.40 g, 55.6
mmol, 25 eq) were added to a solution of folic acid (1.0 g, 2.3 mmol) in DMSO (9 mL). The mixture was stirred
at RT for 24 hours. The DCC urea precipitated and was filtered off. Addition of ether to the filtrate caused the

precipitation of the crude product which was retrieved by filtration.

Voie 2:

Folic acid (500 mg, 1.128 mmol, 1 eq) was dissolved in 6 mL of DMF and 236 L of triethylamine. The solution
was cooled to 0°C and 361 mg of HBTU were added (1.128 mmol, 1eq), the reaction mixture was stirred for 1 h
at 0°C. 113 mg of azidopropylamine (1.128 mmol, 1 eq) were added at 0°C, the reaction was stirred at 0°C for 1
h and allowed to warm to rt for an additional hour. Reaction was concentrated under vacuum and the crude
product was precipitated with ether to afford a mixture of the starting material, the mono and the

disubstituted products.

CAS number [1185275-89-1]
MS (ES*): m/z 524.1 [M+H]".
HPLC: R; = 7.28 min. 95/5 (0 min) — 78/22 (5 min) — 61/39 (10 min) — 45/55 (15 min) — 0/100(20 min).

TP-2Bzim-FA:
N+/ \N+
\ |
N N
/ | | \ o) HO
\>—\_2:°
NH o)
N /—/_ HN
N
\
o o ) HN
A N N I N o
(o
N NH
=
NH,

Chemical Formula: C73HgoN16010%*
Exact Mass: 1342,64
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18.84 mg of TP-2Bzim-TEG-alcyne (0.018 mmol, 1.15 eq) and 8 mg of 24 (0.015 mmol, 1 eq) were dissolved in
1ml of DMSO containing 10% of water. 5.35 mg of L-sodium ascorbate salt (0.031 mmol, 2 eq) and 1.463 mg of
CuS0O, (9.17 umol, 0.6 eq) were added. The solution was stirred at RT for 6h. Other portions of CuSO, were
added regularly till the disappearance of the azido folate. The reaction was diluted with 1 ml of MeOH and
poured into cold Et,0.The precipitate was filtered and washed with MeOH and Et,0 several times. The crude
compound was dissolved in 0.5 ml of DMSO and a solution of EDTA disodium salt dihydrate in 0.2 M pH 7
phosphate buffer was added at 0 °C (it means 32 mg (6 eq) of EDTA,Na in 0.5 ml pH7 phosphate buffer). The
solution was stirred 5 h (overnight). The crude solution was filtered and washed with water, CH2CI2 and Et20
to give the desired compound as a red-orange powder.

Product not isolated.

MS (ES*): m/z 670.3 [M-H]>".
HPLC: R, = 10.52 min. 95/5 (0 min) — 78/22 (5 min) — 61/39 (10 min) — 45/55 (15 min) — 0/100(20 min).
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B. BIOPHYSICAL EXPERIMENTS

I. Samples preparation

Sodium cacodylate buffer was prepared by dissolving sodium cacodylate trihidrate (Sigma-Aldrich, USA) in
milliQ water. pH was adjusted to 7.2 by with HCI or NaOH solutions.

Herring testes DNA was obtained from Sigma-Aldrich (USA). It was dissolved in milliQ water filtrated and
titrated by UV-Vis absorption (g559 = 12920 L.mol’l.cm'l). Lyophilized oligonucleotides were purchased from
Eurogentec (Belgium) and dissolved in milliQ water. For duplexes and quadruplexes, hybridization or folding
were performed at a concentration of ca. 250 uM by heating the samples in milliQ water at 90°C for 5 min.
Duplex were then slowly cooled to room temperature over a period of 12 hours while the quadruplexes were
rapidly cooled in an ice bath. Concentrations were controlled after thermal denaturation of a 1/100 diluted
solution by UV-Vis absorption using the supplier’s calculated molar absorption coefficients.

Theoretical DNA thermodynamic properties and molar absorption coefficients were calculated using the

online calculator at http://biophysics.idtdna.com/.

Human Serum Albumin (A3782, 99%, globulin free) was bought from Sigma-Aldrich (USA) and used without
further purification. It was dissolved in 10 mM sodium cacodylate buffer pH 7.2 at a concentration of ca. 5
mg/mL'1 and stored at -20°C. The molar concentration of the solution was controlled by UV using the value DO
=0.631 (HSA) for 1 g.L”" and M = 66500 Da."

After preparation, samples were stored at - 4°C.

Stock solutions of fluorophores were prepared in DMSO, at concentrations varying from 1 to 5 mM, and
stored at -20°C. When necessary, a preliminary dilution was performed before the experiments, so that the
volume to be added in the working solution would not be below 1 pL. The total amount of DMSO in the

working solutions did not exceed 1% in volume.

! Dufour, C.; Dangles, O. Biochimica et Biophysica Acta. 2005, 1721, 164-73.
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Il. Optical spectroscopies

Measurements were performed in 1 or 3 mL Hellma® quartz cuvettes (material code QS blue, 200-2000
nm). UV-vis experiments were monitored on a Uvikon XL (Secomam, France) UV spectrophotometer.
Fluorescence spectra were recorded on a FluoroMax-3 (Jobin Yvon), at room temperature. Data were corrected
with a blank and from the variations of the detector with the emitted wavelength. The CD spectra were
recorded on a Jasco J-710 spectrometer thermostated at 22°C. All experiments were performed in 10 mM

sodium cacodylate buffer pH 7.2 with a varying concentration of NaCl or KCI.
1. Quantum yield measurements

Fluorescence quantum yields were measured according to Williams comparative method® using rhodamine
101 in ethanol (@ = 1)’ or quinine sulfate in 0.1M H,SO, (®r = 0.54)° as references. Absorption and
fluorescence spectra were recorded for five solutions of increasing concentrations with an absorbance
comprised between 0.01 and 0.1 to avoid reabsorption phenomenon. The reference is chosen so that both it
and the sample can be excited at the same wavelength even if it is not the maximum of absorption. The
fluorescence of the sample and the reference are then plotted versus their absorbance. The data should
correlate linearly and after calculating the gradient of the curve, the fluorescence quantum yield is given by
equation (1),

grady mg
by = Grer——— 2 €Y
gradrefnref

where x stands for the sample, ref the reference, ® the quantum yield and n the refractive index of the

solvent.

2. Fluorimetric titrations

The variation of the fluorescence signal of a fluorophore solution of fixed concentration (1 uM or 0.25 uM)
was monitored upon addition of increasing quantities of an oligonucleotide. A quick UV titration of the
fluorophore by the oligonucleotide was first performed to determine the isobestic point when there is one. The
excitation wavelength was then chosen so as to minimize the variation of the absorbance upon addition of
DNA.

The titration curves were obtained by plotting F/F, versus the concentration of oligonucleotide, where F is
the integrated fluorescence intensity of the oligonucleotide-dye complex and F, the initial integrated
fluorescence intensity of the free dye. Data were analyzed using Graphpad Prism 5.0 software according to the

mathematical model discussed in the first chapter of this manuscript.

! Analyst 1983, 108, 1067
% J. Phys. Chem. 1980, 84, 1871
*J. Phys. Chem. 1961, 65, 229
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3. CD experiments

The spectrometer was first flushed with liquid nitrogen for 15 minutes. After verifying the absence of a CD
signal for the free dyes, the CD spectra were recorded for a solution of DNA at a fixed concentration upon
addition of the dyes. Each spectrum is the accumulation of four scans performed with a 1 nm step and a 200

nm/min scanning speed.
4. UV-melting

The temperature in the UV spectrometer was controlled by a peltier thermostat device.

Solutions of DNA and dyes were prepared in a 10 mM sodium cacodylate buffer with 20 mM of NaCl. The
ionic force is chosen to have a theoretical melting temperature around 40°C. Each solution was degassed for 5
minutes in an ultrasound bath and centrifuged at 13 000 tr/min for 5 s.

The temperature was varied from 10°C to 90°C (0.2°C/min) and from 90°C to 10°C (0.5°C/min) and the

absorption at 260 nm of each solution was measured every two minutes.
5. Two-photon absorption cross-section measurements (CEA, Saclay)1

Two photon induced fluorescence measurements were performed at the CEA (Saclay) using an inverted
microscope set-up coupled to a mode locked Ti-sapphire laser (Tsunami, Spectra Physics) delivering 100 fs
pulses with a 76 MHz repetition rate over the spectral range covering 740 to 950 nm. The Ti-Saph excitation
beam was focused in a cell filled with low concentration solutions using a 40x microscopic objective, the same
objective being also used for the two-photon fluorescence signal collection. The signal is then sent either to a
channel plate multiplier (Perkin Elmer MP-993-CL) or to a spectrometer coupled to a CCD camera (Andor
DU401-BR-DD) for detailed study of the emission spectra. The laser beam was linearly polarized and a set of
half-wave plate and polarizer was used to vary the fundamental beam intensity (700uW at the level of the
sample). Excitation spectra were determined from measurements of the whole emitted light using a
photomultiplier proceeded with filters cutting the fundamental beam (SemRock razor edge 785, stopline 785
and 808, FF735 and FF-01-750). The TPIF intensities of the samples were measured relative to a solution of
fluorescein in water (pH= 13), the ratio of the fluorescent signals enabling further determination of the 2PA

cross section (8) assuming equal one- and two-photon fluorescence quantum yields.2

! Measurements carried out by Dr. Yara El Harfouch.

M. A. Albota, C. Xu, and W. W. Webb, Appl. Opt., 1998, 37, 7352-6.
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Partie expérimentale - B. Biophysical experiments

. Molecular modeling’

Ligand drawing, standardization (protonation state at physiological pH, aromatization, hydrogen treatment)
and 3D generation were done with Chemaxon Marvin Beans.’ Docking was performed with the Surflex-Dock
engine of the Tripos SYBYL-X 2.0 suite.’ The modified GeomX mode was used throughout the calculations with
the option Allow DNA movement: 6 additional starting conformations were generated, pre- and post-dock
minimizations were performed, a maximum of 3 final poses were saved, with a minimum of 0.5 RMSD between
poses. The spin alignment method was used, with an exhaustive accuracy (density of search 9.0) and 12
number of spins per alignment. A drewAT-like structure was build using SYBYL-X 2.0 (biopolymer builder
module) and the binding site centered on the central AATT sequence was determined by protomol probes (CH,
as a steric hydrophobic probe, NH as a hydrogen bond donor probe, C=0 as a hydrogen bond acceptor probe).
The docking results are ranked based on an empirical scoring function including hydrophobic, polar, repulsive,

entropic, solvation and crash terms, and expressed in —logy(Kq) units to represent binding affinities.*

! Experiments carried out by Dr. Nicolas Saettel.

> ChemAxon: Budapest, Hungary, 2010.

320 ed.; Tripos International: 1699 South Hanley Rd., St Louis, Missouri, 63144 USA, 2012.
* A. N. Jain J. Med. Chem. 2003, 46, 499.
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Partie expérimentale - C. Cell culture and cellular imaging

C. CELL CULTURE AND CELLULAR IMAGING

I. Cell culture

HT29 cells were grown on coverslips at 37°C in monolayer cultures in complete DMEM (Gibco, Cergy
Pontoise, France) with 10% FCS and antibiotics (100 mg/ml streptomycin and 100 mg/ml penicillin) under
conditions of 100% humidity, 95% air and 5% CO, for 24 hours. Fixation and incubation with the dyes were then
performed according to one of the two protocols thereafter.

Staining protocol 1 (incubation in live cells):

The cells were incubated for two hours with the desired compound. After washing twice with PBS, the cells
were fixed by addition of 4% paraformaldehyde (Stabilized with methanol, Sigma-Aldrich, USA). After 10
minutes of reaction, the cells were washed twice with PBS and the paraformaldehyde was then neutralized by
addition of 2 mL of a solution of NH,Cl (1 mg/mL PBS) (wait 5 min, repeat twice). The cells were finally washed
again twice with PBS.

Staining protocol 2 (incubation in fixed cells):

The cell were first fixed by addition of 4% paraformaldehyde (10 minutes of reaction) and washed twice
with PBS. The paraformaldehyde was neutralized by addition of 2 mL of a solution of NH,Cl (1 mg/mL PBS)
(wait 5 min, repeat twice) and the cells were washed once with PBS. They were then incubated for 15 minutes
with the desired compound and washed again twice with PBS.

Finally, the coverslips were mounted on microscope slides using Prolong Gold® antifade reagent

(Invitrogen).

Il.  Cellular imaging (Institut Curie)

The fluorescence imaging (confocal and biphotonic) was performed using a confocal laser scanning
microscope DMI 6000 with a SP5-AOBS unit (both Leica) equipped with a 63x (NA =1.4) objective (oil
immersion), an argon gas laser for one-photon excitation and a Chameleon Ti:Saph laser delivering pulses in
the 100 to 200 fs range at an 80 MHz repetition rate with a tunability ranging from 705 to 980 nm for two-

photon excitation.
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Partie expérimentale - C. Cell culture and cellular imaging

Fluorescence Lifetime Imaging was performed on the same experimental setup by TCSPC (time-correlated
single-photon counting) using two-photon excitation and a SPAD (single photoavalanche diode) detector with

an acquisition time of 150 s.

ll.  Cellular imaging (ENS Cachan)!

1. Cytotoxicity and phototoxicity assays

The cytotoxicity and photoxicity were measured by MTT assay in two cell lines (HeLa and MCF-7 cells). For
phototoxicity, cells were first illuminated with a mercury lamp (452 nm % 45 nm filter, fluence 60 mW.cm'Z).

Irradiation times are detailed in figure legends.
2. Fluorescence imaging

One-photon epifluorescence and confocal images were obtained using a SP2 confocal microscope (Leica
MicroSystem) equipped with an incubation chamber (37°C, CO, 5%). Excitation and emission filters for
epifluorescence were 450-490 nm and 515-700 nm, respectively. A continuous laser line (458 nm) was used for
excitation in the confocal mode (emission slit settings are specified in figure legends). A similar set up was used
for two-photon images except that the excitation source was a 80-MHz mode-locked Mai Tai® Ti:Sapphire
tunable laser (720-920 nm, 100 fs laser pulse; Spectra Physics, Mountain View, California) tuned to 860 nm. For
each experiment, the total intensity (in mW/cmz) was measured using a power meter (Nova Il / PD300-3W

photodiode sensor or VEGA / 3A thermal head).

! Experiments carried out by Dr. Nathalie Gagey and Dr. Houcine Bougherara.
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A. MODELISATION DES COURBES DE TITRATIONS:
RESULTATS DES CALCULS

Concentration 2 Erreur Intervalle de
Substrat [NaCl] (um) Kq (kM) R . .
(nM) standard confiance a 95%
drewAT 0.25 400 0.8262 0.9983 0.02309 0.7775-0.8749
TP-2Py ds26 0.25 400 2.874 0.9987 0.1060 2.645-3.103
HSA 1 0 11.85 0.9989 0.5408 10.63-13.08
drewAT 0.25 400 0.2350 0.9996 0.004516 0.2252-0.2447
TP-3Py
ds26 0.25 400 0.8428 0.9967  0.04021 0.7559-0.9296
drewAT 0.25 400 1.208 0.9998 0.01164 1.003-1.052
TP-2Pyo
ds26 0.25 400 5.542 0.9995 0.1555 5.206-5.878
drewAT 0.25 400 0.4255 0.9996 0.006156 0.4125- 0.4386
TP-3Pyo
ds26 0.25 400 1.536 0.9981 0.06112 1.404-1.668
drewAT 0.25 400 0.08841  0.9994 0.002573 0.08293-0.09389
TP-2Bzim
ds26 0.25 400 1.029 0.9960 0.05434 0.9120-1.147
drewAT 0.25 400 0.01353 5 gpgg 0.009187 0-0.03310
TP-3Bzim
ds26 0.25 400 0.3342 0.9727  0.04692 0.2429-0.4456
drewAT 0.25 400 0.009747 0.9986 0.001444 0.006533-0.01296
ds26 1 100 0.09435  0.9850  0.02890 0.03073-0.1580
Cbz-2Py c-myc 1 100 0.1304 0.9553  0.05996 0-0.2623
c-kit2 1 100 0.1829 0.9691 0.06170 0.04710-0.3187
22AG 1 100 0.03810 0.9737  0.02753 0-0.1016
drewAT 0.25 400 0.05796 0.9781  0.01145 0.03356-0.08235
ds26 1 100 0.02281 0.9364  0.03103 0-0.09299
Cbz-3Py c-myc 1 100 0.1976 0.9567  0.08017 0.01898-0.3762
c-kit2 1 100 0.8973 0.9991  0.04340 0.8006-0.9940
22AG 1 100 0.1789 0.9758 0.05778 0.05017-0.3076
TP-20x5Py  drewAT 1 400 1.991 0.9958 0.1385 1.687-2.296
TP-30x5Py  drewAT 1 400 2.684 0.9975 0.1610 2.326-3.043
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B. CALCULS DE DOCKING DANS LE DREWAT

Molécule | Score

TP2-Bzim | 10.0875
TP3-Bzim | 9.5871
TP2-Py 9.2602
TP2-Pyo | 8.4281
TP3-Py 8.1734
TP3-Pyo | 7.7782
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