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cobra.fr/?equipe=equipe-2), sous la co-direction du Docteur Cyrille Sabot et du Professeur Pierre-
Yves Renard, dansle badtiment nommé "Institut de Recherche en Chimie Organique Fine (IRCOF)" qui
estlocalisé surle site de Mont-Saint-Aignan de I'Université de Rouen-Normandie. Ces travaux ont été
co-financés par des fonds FEDER ("Fonds Européens de Développement Régional") et la région
Haute-Normandie, via une allocation doctorale de la région Haute Normandie attribuée au réseau
CRUNCh (Centre de Recherche Universitaire Normand en Chimie).

Plusieurs collaborations ont permis le développement ou I’évaluation de certains projets. Ainsi, le
développementd’une voied’acces au 3-benzoylquinoxalin-2(1H)-ones a été réalisé en collaboration
avecle Dr. Hasan Mtiraoui (Université de Monastir, Tunisie) qui est venu faire un stage de quelques
mois au laboratoire. Les analyses de protéines marquées par gel d’électrophorese ont été réalisées
par Clément Guillou (INSERM, U905, Rouen, France, Normandie Université, Institute for Research
and Innovation in Biomedicine (IRIB), Rouen, France). J'ai en particulier collaboré avec Monsieur
Alexis Lossouarn (étudianten seconde année de these au laboratoire) pour |’étude de réactions de
cycloaddition avecle motif maléimide. Mon mémoire de doctorat est rédigé sous forme de these sur
publications pourune grande partie des résultats obtenus. Une revue surl’utilisation des maléimides
en bioconjugaison a également été rédigée et publiée cette année dans le journal « Bioconjugate
Chemistry » : Covalent modification of biomolecules through maleimide-based labeling strategies
Kévin Renault, Jean-Wilfried Fredy, Pierre-Yves Renard, Cyrille Sabot Bioconjugate Chem. 2018, 29,
2497-2513. Une seconde revue aété publiée surlachimie des 5-alkoxyoxazoles : 5-Alkoxyoxazole : a
Versatile Building Blockin (Bio)OrganicSynthesis. Laurie-Anne Jouanno, Kévin Renault, Cyrille Sabot,
Pierre-Yves Renard EurJ Org Chem 2016, 20, 3264—3281. Cesdeuxrevuesserontmisesenannexe de
ce manuscrit.

Ce manuscritrassemble I'ensemble des résultats obtenus lors de mes trois années de these, dont la
majorité, a été dédié au travail expérimental de synthése, d'analyse et de validation des outils
chimiques envisagés. L'objectif de ce manuscrit estaussi de re placerces réalisations dans le contexte
de la (bio)chimie pourle développement de ligation chimiosélective, qui est aujourd'hui un domaine
en pleine expansion. Ainsi, la majorité des (bio)molécules synthétisées ont été congues avec une
volonté délibérée de fournir des stratégies hautement modulables et faciles a mettre en ceuvre, dans
le but de fournirdes solutions pertinentes etinnovantes aux problématiques associées a la synthése
et aux applications des réactions chimiosélectives. Nous espérons ainsi que ces travaux pourront
servirde pointde départ, mais aussi, de véritable "boite a outils" aux actuels et futurs membres de
notre équipe ainsi qu'aux nombreux chercheurs (des secteurs académiques et privés)travaillant dans
le domaine général de la bioconjuguaison.
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Introduction

|. Introduction a la ligation biocompatible

1. Concept général

Depuis quelques décennies, I’étude de systémes biologiques complexes est un domaine en plein
essor. Cherchanta poussertoujours plusloin leurcompréhension du vivant, les biologistes sont a la
recherche de nouvelles techniques afin d’avoir une visualisation toujours plus fine et précise de ces
systémes. C’'est pourquoi, dans leur quéte de savoir, un travail conjoint avec celui des chimistes a
donné naissance a une nouvelle discipline transfrontaliére appelée chémobiologie, de I’anglais
« chemical biology ». Cette discipline a pour objectif la création d’outils chimiques qui permettent
une observation des systémes biologiques a I’échelle moléculaire pour, in fine, avoir une meilleure
compréhension duvivant. Pourcela, les chimistes ont, entre autres, développés différentes réactions
compatibles avecles milieux imposés parles systemes biologiques (et donc, en particulier, avec des
milieux aqueux ades pHet des températures ne dénaturant pas les biomolécules). Ces réactions sont
généralement classées en deux catégories : les réactions de bioconjugaison et les réactions bio-
orthogonales. Cependant, il semble nécessaire de mettre en lumiére une troisieme classe de
réactions souvent confondue avec les réactions bio-orthogonales, il s’agit des réactions
chimiosélectives. Ainsi, ces réactions peuvent étre divisées en trois catégories :

- Les réactions de bioconjugaison : I'une des fonctions impliquées dans la ligation est
naturellement présente dans la biomolécule ou le systeme biologique étudié (exemple :
réaction entre le thiol d’un résidu cystéine et le maléimide)

- Les réactions bio-orthogonales : ces ligations sont réalisées dans les systemes biologiques
(cellulebiologique, bactérie, petit animal) a partir de fonctions généralement synthétiques,
non présentes dans les matrices biologiques. Cette caractéristique leur confere donc une
réactivité orthogonale aux systémes biologiques (exemple : réaction entre un azoture

organique et un cyclooctyne, ces deux fonctions d’origine synthétique ne peuvent, en
principe, pas réagiravecdes biomolécules). Elles nécessitent en revanche I’introduction d’un
reporteur chimique en amont sur la biomolécule a modifier.

- Les ligations chimiosélectives : ces réactions peuvent s’apparenter aux réactions bio-
orthogonales car elles se réalisent également entre deux partenaires synthétiques non
présents dans les matrices biologiques. Cependant, les ligations chimiosélectives se réalisent
préférentiellement in vitro car, bien que sélectives, elles présentent un certain nombre de
limitations qui ne leur permettent pas d’étre réalisées dans des systemes biologiques

complexes contrairement aux réactions bio-orthogonales. Les caractéristiques limitantes
peuvent étre de différentes natures: a) la réaction présente un caractére réversible
(exemples:ligation oxime et hydrazone dont les produits peuvent étre hydrolysés; réactions
de Diels-Alder réversibles, notamment entre le furane et le maléimide); b) la ligation
nécessite I’emploid’additifs ou catalyseurs cytotoxiques (exemple : la catalyse au Cu(l) de la
CuAAC);c)l'une des deux fonctions réactives peut également réagir avec les biomolécules
(exemple : cycloaddition de Diels-Alderimpliquantle maléimide en tant que diénophile, car
le maléimide est égalementun accepteurde Michael qui réagitaveclesthiols); d) la réaction
n’est pas réalisée dans des conditions strictement physiologiques de température, pH,
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pression etc...; e) les constantes cinétiques pas suffisamment élevées (<<1 M's™) pour
pouvoir étre utilisées dans les milieux biologiques, c’est-a-dire a faible concentration.

Ainsi, enfonction des besoins et du systeme a étudier, il convient de choisir |a catégorie de réaction
appropriée. En effet, les réactions de bioconjugaison permettent de modifier directement la
biomolécule native, toutefois avec un manque de sélectivité du site modifié (par exemple, si une
protéine présente plusieurs amines accessibles, une réaction de bioconjugaison utilisant un ester
activé aura lieu avec une répartition plus ou moins statistique sur chacune de ces amines -
I’environnement local pouvant avoir cependant une légere influence, notamment sur le pKa des
fonctions et donc leur réactivité-).

En revanche, les réactions bio-orthogonales sont compatibles avec les systemes biologiques et
caractérisées pardes constantes cinétiques élevées (entre 1et 10° M s™). Ellesn’ont lieu que sur un
site précis de labiomolécule qui a été modifiée au préalable pouryintroduire une des deux fonctions
réactives. Toutefois, la majorité des ligations bio-orthogonales manquent généralement de régio-,
stéréosélectivité. Elles sont donc faiblement adaptées pour la préparation de bioconjugués qui
nécessitent leur isolement par purification HPLC.

Enfin, les réactions chimiosélectives sont, comme les ligations bio-orthogonales, utilisées pour des
modifications spécifiques de sites biologiques préfonctionnalisés par un partenaire de réaction.
Néanmoins, contrairement aux ligations bio-orthogonales, les réactions chimiosélectives nécessitent
souvent I’'emploi d’un prétraitement de la biomolécule, afin de masquer les fonctions naturelles
pouvant interférer au bon déroulement de la réaction (par exemple, le masquage des résidus
cystéine par des iodo-acétamides). Certaines réactions chimiosélectives (la CuAAC ou la ligation
oxime par exemple) présentent I'avantage de ne générer qu’une seule molécule a l'issue de la
ligation. Cette particularité rend donc les ligations chimioséléctives complémentaires vis-a-vis des
ligations bio-orthogonales. De plus, cela en fait des outils particulierement adaptés pour la
modification de petites biomolécules (tels que des peptides par exemple), ou, pour des applications
en construction (bio)moléculaire complexe, impliquant plusieurs partenaires, via I’utilisation de

réactifs hétéromultifonctionnels™.

2. Principe de la bioconjugaison

Suite a I'abondance et a la diversité des fonctions réactives naturellement présentent sur les
biomolécules (peptides, protéines (enzymes, récepteurs, anticorps....), acides nucléiques, sucres),
différentes réactions de bioconjugaison ont été développées?. Les produits de bioconjugaison
peuventservir, parlasuite, 3 éluciderlastructure, étudier le réle des biomolécules ou suivre leur
devenirdansles milieux biologiques™*'. Par souci de cohérence avec les travaux présentés tout au
long de ce manuscrit, cette étude bibliographique serarestreinte alamodification de peptides et de
protéines.
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2. 1. Modification des chaines latérales des résidus d’acides aminés

Les réactions de bioconjugaison sont réalisées directement avec les fonctions naturellement
présententsurlabiomolécule étudiée. Les fonctions les plus utilisées des protéines sont celles des
chaines latérales des acides aminés'®. La grande variété de fonctions issues des acides aminés a
généré un grand nombre d’entités chimiques pouvant réagir spécifiquement avec un des acides
aminésen particulier. Parmiles acides aminés sollicités, nous retrouvons principalement : le résidu
cystéine etsafonctionthiol, le résidu lysine et safonction amine, le résidu tryptophane et sonindole,
la tyrosine etson phénol, le résidu arginine et sa guanidine, le résidu histidine et son imidazole, le
résidu méthionineetlafonction thio-éther, lesrésidus sérine et thréonine et leur fonction alcool et
enfinlesrésidus acides aspartique et glutamique et leur fonction acide carboxylique ( Figure 1). De
facon plus contrélé, mais impliquant en général une seconde réaction de bioconjugaison (voir
paragraphe suivant), les extrémités Cet N terminales de la chaine polypeptidique peuvent é galement
étre utilisées, ou modifiées, parlesréactions ciblantles acides aspartiques et glutamiques d’une part,
et les chaines latérales les lysines d’autre part. Quelques exemples de réacions de bioconjugaison
utilisent également les fonctionsissues des modifications post-synthétiques des protéines, comme
les oligosaccharides des glycoprotéines.

r .
ester activé
iso(thio)cyanate
amination réductrice
oxal NH, < chlorure de sulfonyle
g()jlione } 4 aza-Michael
H, ¢ fluorobenzéne
o-dérivation '™, \_imidoester
couplage oxydatif y Q’ (" malgimide
dlazon|gm v ; . a-halocarbonyle
. bMann.l((j:h [ ~ ~8H < vinyl sulfone
icar oxarr|1I| Ie pont disulfure
n-allyle |_ thiol-éne et thiol-yne

halogénation
N=\ { époxyde

njalondiald’ehy'de} ; : ~NH 1 addition de Michael
métallocarbénoide \ S complexe métallique
Y - { alkylation
R=HouMe R 1 23/ a pH acide (2,4)
0 i

Figure 1 : Résumé des réactions de bioconjugaison et fonctions chimiques cibles portées par les peptides et protéines

ester activé }

amine faiblement basique
apres activation

La cystéine est I'un des résidus les plus couramment ciblés en bioconjugaison. Le pKa du couple
thiol/thiolate de cet acide aminé étant d’environ 8, la forme thiolate est donc présente a hauteur
de 10% dans unmilieudontle pHse situe au voisinage de 7,ce qui en fait une des fonctions les plus
réactives dans ces conditions . Il réagit via différents processus chimiques, a savoir : a) par réaction
d’addition de Michael sur les maléimides et autres accepteurs de Michael®™ du type vinyl
sulfones™® ou aryl propiolonitriles™ ; b) par substitution nucléophile aromatique avec les méthyl
arylsulfones™; c) par substitution nucléophile sur les composés a-halocarbonylés™ ™ : d) par

réaction sur les ponts disulfures'* ; e) par réaction thiol-ene®® et thiol-yne™.
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Le résidu lysine est également une cible de choix de par la présence de sa fonction amine trés
réactive, mais également, par son abondance naturelle dans les protéines. En effet, la lysine
représente 5,9% des résidus dans les protéines humaines contre 1.9% pour lacystéine”’, laquelle est
fréguemment engagée dans un pont disulfure. Il faut ensuite le réduire en utilisant du DTT ou une
phosphine de type TCEP pour libérer le thiol réactif, au risque de perturber le repliement de la
protéine. De nombreuses réactions chimiosélectives des amines ont été développées. On peut ainsi
citerles esters activés comme les esters de N-hydroxysuccinimide par exemple,?*?* les isocyanates
et lesisothiocyanates,”” les chlorures de sulfonyles,'”* les fluorobenzénes,*?® |esimidoesters, ***"
la réaction d’amination réductrice®"** et la réaction d’aza-Michael®®. De plus, il est important de
noter que ces réactions doivent étre réalisées a un pH basique puisque le pKa des résidus lysine
présentsauseinde protéines est généralement compris entre 7,5 et 10. En effet, il faut déprotoner
lesammoniums non réactifs afin de générerdesamines nucléophiles. Ce domaine de pH prend tout
son intérét dans le cadre des réactions d’aza-Michael réalisées avec le 2-
((methylsulfonyl)methyl)acrylate d’éthyle ®*'. C’est pourquoi, pour des valeurs de pH comprises entre
7,5 et 8,5, on observe une compétition entre I’aza- et la thio-Michael. Malgré cela, la présence de
sulfone va stabiliser le produit issu de la réaction d’aza-Michael par liaisons hydrogénes, ce qui va
favoriserlabioconjugaison surlesrésidus lysines. Dans le cadre des réactions avec les esters activés,
la réaction de formation de laliaison amide esten compétition avec I’hydrolyse de I’ester activé par
les molécules d’eau présentes dans le milieu ; ceci limite la gamme de pH accessible, et peut
nécessiter|’utilisation d’un exces d’acide activé, ce qui ne permet pas de controler efficacement la
stoechiométrie de la réaction de bioconjugaison.

L'arginine est le résidu le plus basique de tous les acides aminés avec un pKa d’environ 12. Il est
généralement présent sous forme protonée ce qui en fait un mauvais nucléophile. Cependant, en
fonction de lanature des résidus voisins, il peut &tre partiellement déprotoné et donc étre réactif **.
Toutefois, peu de réactifs ont été mis au point pour réagir spé cifiquement avec ce résidu. En effet,
seuls les dérivés de 1,2-dione®’ et de glyoxal®®®*”!

guanidine.

permettent de réaliser une ligation avec la

Le résidutyrosine esttresréactif de parlaprésence de sa fonction phénol. Cette derniére lui permet
de réagirspontanément parréaction de substitution électrophile aromatique sur les d érivés de sel

de diazonium®*? ou les azodicarbonamides“” tels que le PTAD par exemple. Cette fonction phénol

41 des dérivations en position

[46-47]

peut également étre engagée dans d’autres réactions de S.Ar
ortho***" comme la réaction de Mannich,"*** des couplages oxydatifs
complexes de type m-allyles™®®. Enfin, on retrouve également des réactions d’halogénation en
position ortho de la fonction phénol du résidu tyrosine (tres utilisées pour les radiomarquages a

I’iode). Une foisintroduits par SAr, les halogenes peuvent ensuite étre engagés dans des réactions
[49]

ou encore viag des

pallado-catalysées en milieu aqueux. C’'est le cas, par exemple, du couplage de Suzuki-Miyaura

Le résidu histidine est le seul résidu dont la valeur du pKa de 6,8 se situe dans la gamme
physiologique. Celaveutdoncdire qu’il existe, a la fois, sous forme acide et basique % La capacité
de ce résidu a tranfererun proton a pH physiologique enfaitunrésidu trésimportantettres présent
dans les sites catalytiques des enzymes, en participant, entre autres, aux triades catalytiques des
hydrolases asérine ou cystéine. De plus, une modification de ce résidu entraine souvent une chute
de I'activité biologique de la protéine. Nonobstant, quelques partenaires de bioconjugaison ont été
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développés. C'estle cas de dérivés d’époxide qui nécessitent des conditions de ligations assez rudes
(T=80°C, pH=11-12)"*?. Les complexes de métaux de transition tels que les complexes d’iridium
ont été réalisé al’aide d’un résidu histidine (via lafonction amine etimidazole d’unehistidine située
en N-terminale), voire de deux résidus histidines d’'une méme séquence peptidique ou protéique ™.
De plus, I'utilisation de complexes de nickel afaitses preuves pourle marquage d’étiquettes de type
poly-histidine comportant 2, 4 ou 6 résidus ®*. Enfin, il est possible de réaliser des additions de
Michael sur des dérivés d’aldéhydes insaturés. Cependant, cette derniere approche n’est pas
sélectivedes résidus histidine puisqu’une réaction avecles résidus lysine a également été observée a
pH 7'4[55,56].

Le résidu tryptophane se distingue des autres par sa faible abondance (1%)"®

qui estproche de celle
du résidu cystéine, ainsi que par ces propriétés photophysiques. En effet, il posséde une absorbance
caractéristique a environ 280 nm qui s’accompagne d’un phénomene de fluorescence avec une
émission a environ 360 nm. Toutefois, ce résidu est peu sollicité dans les approches de
bioconjugaison, puisque, seul les malondialdéhydes®” et les metallocarbenoides”® peuvent réagir

avec lui.

Les résidus sérine et thréonine sont également peu sollicités pour la bioconjugaison suite a une
valeurtrop élevée du pKadu couple ROH/RO (supérieure a 13), ce quilesrend trés peu nucléophiles
a pH physiologique. Néanmoins, une fonctionnalisation est possible par des ester de N-
hydroxysuccinimides.”™ Ce réactif généralement utilisé avecles résidus lysine, peut étre utilisé pour
fonctionnaliser les résidus sérine et thréonine a condition que ces derniers se situent a coté (a
environ deux acides aminés d’écart) d’un résidu histidine ou arginine.®" En effet, ces résidus
basiques vont venir activer les fonctions alcools, probablement, par la mise en jeu d’une liaison
hydrogene entre les deuxrésidus d’acides aminés, et ainsi, augmenterlaréactivité des résidus sérine
et thréonine a un niveau proche des résidus lysine. Toutefois, la ligation ne sera pas sélective par
rapport aux lysines, etla fonction ester créée est plus fragile que la liaison amide obtenue avecles
amines.

Le résiduméthionineest également peusollicité parlesréactions de bioconjugaison. Pourtant, il est

le seul résidu nucléophile ne subissant pas de protonation jusqu’a des pH trés acides (2,4)

, ce qui
permeta de tellesvaleurs de pH, de procéder a des alkylations spécifiques de ce résidu’®’, mais les

sulfoniums, ainsi formés, sont également assez fragiles.

Enfin, les résidus acides aspartiques et glutamiques sont, de par leur faible réactivité, difficiles a
conjuguer. Latechnique utilisée ace jour, consiste a activerleur fonction acide carboxylique al’aide
d’agents de couplage comme les carbodiimides (surtout I’'EDCi pour sa bonne solubilité dans
I’eau)®?*¥ ou le N-éthyl-5-phénylisoxazolium-3’-sulfonate, appelé également réactif de Woodward ®¥
lui aussi hydrosoluble. Ensuite, il est important de réaliser le couplage peptidique avec des amines
faiblementbasiques afin que laréaction puisse étre réalisée a un pH inférieur a 8 et d’éviter ainsi la
réaction de couplage aveclesrésiduslysine de la protéine elle-méme. C’'est pour cette raison que ce

couplage est souvent réalisé avec des dérivés d’hydrazides faiblement basiques'®®’.
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2.2. Modification en position N-terminale et C-terminale
2.2.1. Modification en position N-terminale

Les modifications en position N-terminale reposent sur la réactivité de la seule amine primaire
présente auseinde lachaine principale d’un peptide ou d’une protéine. Cette particularité, fait que
la réactivité de cette amine sera conditionnée parlaprésence d’une liaison amide en position o, mais
dépendra également de la nature de la chaine latérale.

Tout d’abord, la présence d’une liaison amide en position o, a pour effet de diminuer le pKa (a
environ 8) de I’amine en position N-terminal par rapport a celui de I’'amine présent sur les chaines
latérales des résidus lysine (environ 10). Cette particularité, permet donc la fonctionnalisation
sélectivede I’'aminede la position N-terminale malgré un excés de réactif (5éqg.) aunpHde 6,5eta

basse température (4°C). Cette approche a notamment permis la modification de peptides®®
167]

oude
protéines

L'amine en position N-terminale peut également étre engagée dans des réactions de transamination.
Ces réactions se réalisent a I’aide d’un aldéhyde en milieu modérément acide (pH 5-6,5) et sous
activationthermique(65-100 °C). les transaminations se réalisent selon le mécanismes du Schéma 1,
c’est-a-dire, a partir d’aldéhydes activés par la présence d’ion métallique (Mn?**, Cu®* ou Ni*")"®®, ou
du pyridoxal™’. Al’issue de laréaction une cétone est générée. Dans le cas ou le résidu en position
N-terminale est une glycine, un aldéhyde est obtenu et ce dernier a notamment été utilisé dans le
cadre d’une ligation oxime'® (voir page 26).

o R i o RN o R o R

> : _0 >\ ,\;H o >\ i
Protéine oul_\({, iy ~ Protéine ou ¢, K‘)[\ ® B Protéine oul \N Hydrolyse Protéine ou NjH \/\O
peptide 2 peptide ‘\RZH peptide ‘\Rz Y peptide
P

HoN™ TR2?
~  0POZO
o) HO _
R2 = S )k ou fj)
Mn2® O :f

N®
Schéma 1 : Mécanisme de la réaction de transamination en position N-terminale.

Un aldéhyde peut également étre obtenu en position N-terminale par oxydation d’un résidu sérine
ou thréonine, al’aide du periodate de sodium (NalO,). L'aldéhyde ainsi généré peut alors étre utilisé

)7% ou de formation de thiazolidine”". Cette méthode a

enligation oxime ou hydrazone (voir page 26
été utilisée pour de lamodification de peptides etde protéines (Schéma 2). Cependant, |'utilisation
d’un oxydant puissant (NalO,;) peut induire des réactions d’oxydation sur d’autres résidus
(méthionine, tryptophane, histidine). Ces réactions parasites peuvent étre évitées en diminuant le
ratio molaire oxydant/protéine””® ou en réalisant la réaction a pH neutre”". En revanche, cette
méthode fournit un aldéhyde particulierement réactif, lié a I’effet électroattracteur du carbonyle

voisin, les ligations oximes ou hydrazones sont donc plus rapides.

R!

> o
. O>\ S OH NalO, - >\ ligation oxime
Protéine oul 4,y Protéine ou| 1, \O [ ou
peptide 2 peptide formation de
thiazolidine
R'=H ou Me

Schéma 2 : Oxydation de la position N-terminale au periodate de sodium
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Les résidussérines et thréonines en position N-terminale peuvent également étre impliqués dans
une autre bioconjugaison. En effet, en présence d’'un aldéhyde en milieu acide (pH 4-5) la formation
d’une oxazolidine est observée. Cette approche a été utilisée pour de la modification de peptides!’”
ou pour la ligation de deux peptides entre eux”®. Le méme type de réaction peut étre réalisé en
présence d’une cystéine toujours en position N-terminale et dans la méme gamme de pH. La

74 .
741 ou la formation

formation de lathiazolidine, ainsi obtenue, a permis la modification de peptides
de conjugués médicament-anticorps””®' (Schéma 3). De plus, il est important de noter que la
formation de thiazolidines, via une cystéine en position N-terminale, peut également étre réalisée
avecles 2-cyanobenzothiazoles a un pH de 7,4, a température ambiante en 30 min. Cette approche
qui permet de former in situ un analogue de Luciférine, a notamment permis le marquage de

protéine!’®.

R! R
0 “XH ) o)
R\70

; <X
Protéine ou NSH \h, —— . [Protine ou N5H \N,A\ ,
peptide 2 ou peptide R
N
NC—
X=0ous 4<S]©

12
R"=H ou Me SiX=Ss
etR'=H

Schéma 3 : Principe de la formation d’oxazolidines et de thiazolidines en position N-terminale

Les résidus cystéine présents en position N-terminale peuvent également étre utilisés dans des
approches NCL(de I’anglais « Native Chemical Ligation »). La NCL a été découverte par Kent dans les
années 1990 et le principe en estle suivant :il s’agitde générerunlien covalent entre deux peptides
non protégés par le biais de fonctions réagissant spécifiquement|’une avecl’autre sans interférences
desautresfonctions portées parles peptides”’”). Ainsi en 1994, |e groupe de Kent rapporte une NCL
entre un peptide comportant une fonction thioester en C-terminal et, un autre comportant un résidu
cystéine présent en position N-terminale. A la suite d’une trans-thioestérification, un transfert
intramoléculaire S->N se réalise, permettant la formation d’un lien peptidique naturel et stable "®!
(Schéma 4). De plus, la méme réaction peut également étre réalisée avec un résidu histidine en

position N-terminale!?.

De nombreuses optimisations de ce procédé ont été répertoriées,
notamment en utilisant un rapporteur chimique en lieu et place du peptide porteur de la fontion
thioester. Cependant, cette stratégie de bioconjugaison nécessite la présence d’une cystéine

accessible en N-terminale de la protéine a bio-conjuguer, ce qui limite son utilisation.

(0]
; >\ Protéine ou
— S peptide
le) <~—SH Protéine ou O —S o) ~—SH
>_~\‘ peptide >_\ Transfert S -> N >_\ o
Protéine ou NH NH o Protéine ou NH NH - - |Protéineou NH HN
peptide 2 Y peptide 2 peptide

HS/\© peptide

Schéma 4 : Principe de la NCL.

2.2.2. Modification en position C-terminale

Contrairementalaposition N-terminale, les techniques de modifications de la position C-terminale
sont peunombreuses. Onretrouve essentiellement les méthodes utilisées avecles résidus d’acide
aspartique et glutamique, a savoir un couplage peptidique a la suite de |’activation de la fonction
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acide carboxylique (voir page 23). Néanmoins, cette méthode ne se révele pas sélective de I'acide
carboxylique en position C-terminale.

Avec le plein essor de la NCL, des méthodes sélectives permettant de générer un thioester en
position C-terminale ont été développées, permettant ainsi de réaliser une ligation avec un résidu
cystéine terminal ou une hydroxylamine®.

En conclusion de ce paragraphe sur les réactions de bioconjugaison, on peut dire que bien que ces
réactions soient trés utilisées, il est toutefois difficile de controler parfaitement le marquage d’une
protéine parexemple. En effet, les réactions de bioconjugaison manquent de sélectivité s par rapport
au site a modifier, I'acide aminéciblé étant présent en plusieurs exemplaires dans la protéine. C'est
pourquoi, une nouvelleclasse de réactions, appelée conjugaison chimiosélective, a été développée
pour réaliser de telles modifications ciblées.

3. Principe de la conjugaison chimiosélective
3.1. Definition

Les réactions de conjugaison chimiosélective impliquent I'utilisation de deux fonctions réactives
complémentaires, dont I’'une des deux au moins est présente sur une biomolécule. Cette derniére
fonction est préalablement introduite sur le biopolymére par voie chimique, enzymatique,
métabolique (méme si cette introduction est principalement réservée aux dérivés de
polysaccharides), ou encore génétique ®#?. Ces réactions ont bien sir pour vocation de modifier des
protéines mais aussi et surtout d’autres biomacromolécules comme les polysaccharides et les acides
nucléiques qui ne possedent pas de fonctions chimiques réactives permettant de faire des réactions
de bioconjugaison sélectives. C'est notamment le cas pour les protéines, mis a part quelques rares
exceptions (extrémités 5" et 3’ des acides nucléiques, diols syn présents sur certains sucres en
utilisant des acides boroniques ou des carbonyles pour former des acétals cycliques ®®). Les réactions
qguiserontabordées ci-apres rentrent bien souvent dans le répertoire des réactions de la chimie click.
De plus, les applications présentées parlasuite seront restreintes aux peptides et aux protéines, sauf
guelques cas présentant un intérét sur d’autre bio-molécules. Contrairement aux réactions bio-
othogonales qui seront développées dans le paragraphe suivant, ces réactions chimiosélectives
présententenrevanche, quelques limitations ne permettant pas de les utiliser systématiquement
dans des milieux biologiques complexes.

3.2. Exemples de ligations chimiosélectives
3.2.1. Les réactions de condensation sur les carbonyles

La premiére réaction de condensation, estlaformation d’imines a partird’amines surdes carbonyles
(Schéma 5 A). Or, cette condensation se révele particulierement réversible en milieu agueux a pH
physiologique, ce qui rend difficile son utilisation pour des applications en ligation ®*. Pour pallier
cette limitation, une méthode d’amination réductrice peut étre utilisée, mais elle nécessite
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’utilisation de réducteurs externes™' (NaBH, ou NaBH;CN par exemple). Dans ce contexte, I’'une des
premiéres réactions développées a été la réaction de condensation d’hydrazines, d’hydrazides ou
d’alkoxyamines, sur des dérivés carbonylés pour conduire aux hydrazones ou oximes
correspondantes, qui sont plus stables que les imines en conditions physiologiques ®*® (Schéma 5
B). Toutefois, les dérivés d’aldéhydes et de cétones utilisés pour ce genre de réaction se révelent
sensibles aux amines. Ceci peut étre limité enréalisant cette ligation a pH acide. De méme, la faible
cinétique de la réaction (10* M* s*)®% et sa réversibilité font que cette ligation n’est pas bio-
orthogonale. Cette approche a notamment permis d’introduire la fluorescéine hydrazine,
spécifiguement, surle lysozyme pré-fonctionnalisé par un acide aminé, non naturel, comportant une
fonction cétone, obtenue par mutagénése dirigée®”’. D’autres approches permettant de générer une
fonction aldéhyde (ou cétone) en position N-terminale par oxydation ou transamination ont

également été développées (voir page 24).

Alternativement, des réactions tandems condensation-cyclisation intramoléculaire de type Pictet-
Spengleront été, parla suite, développées afin d’éviter les réactions d’hydrolyse observées avec les
conjugués hydrazone ou oxime (Schéma 5 C). Ces réactions sont réalisées avec des dérivés de

Bl ou encore hydrazine®. Elles

tryptophane®®, oud’indole comportant une fonction alkoxyamine
ont été utilisées pour la modification de protéines et d’anticorps, ainsi que le marquage de
bactéries®®. Plus récemment, d’autres partenaires réactifs vis-a-vis des aldéhydes ont été utilisés,
comme les pyrazolones, afin de substituer les indoles peu réactifs. Ces hétérocycles réagissent via
une premiere réaction de condensation de Knoevenagel avec les aldéhydes pour conduire a des
accepteurs de Michael qui peuvent alors réagir soit: a) par addition de Michael intermoléculaire en
présence d’un deuxieme équivalent de pyrazolone, permettant finalement I'introduction de deux
motifsidentiques® (Schéma 5 D); b) par une réaction de thio-Michael intramoléculaire dans le cas
de pyrazolones fonctionnalisées par un groupement thiol®*?*! (Schéma 5 E). Cette approche a été
utilisée pour la préparation de protéines et d’anticorps modifiés par une fonction aldéhyde

incorporée grace a la formylglycine, afin d’obtenir des conjugués d’anticorps-médicaments.

B) R
X
N
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R" "H
Ligationl X
oxime/ \| HN"""R?
N hydrazone| y - 5 o, NH C) R'
i HZN\RQ I,-------(; """ N Ligation N,
N : : Pictet-Spengler A
JI\ H J]\ E >

1 —
R H R" H NEARS N
HS_‘------------- ’ ‘Rz
N x=0

o%) § R2 ouNH

Schéma 5 : Résumé des ligations chimiosélectives par condensation avec des carbonyles
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Les partenaires carbonylés sont susceptibles de subir également des réactions de condensation avec
les nombreuses fonctions amines présentes dans les protéines, comme les résidus lysines®®. Ces
réactions doivent préférentiellement étre menées a des pH légérement acides, pour conserver les
amines des lysines sous forme majoritairement protonnées. Par conséquent, d’autres classes de
réactions chimiosélectives ont été développées.

3.2.2. La réaction entre les nitrosos aromatiques et les
acides sulfiniques

Une autre classe de réactions chimiosélectives peut étre représentée par les réactions d’additions
nucléophiles des acides sulfiniques sur des dérives de nitrosos aromatiques. En effet, le groupe de
Carroll a montré que les acides sulfiniques présentent un caractére nucléophile, et peuvent
s’additionner sur les fonctions nitrosos. Il s’avére cependant, que cette addition est réversible. Ce
probleme de réversibilité peut étre pallié parla présence d’une fonction esteren ortho de lafonction
nitroso, qui permet de rendre la réaction irréversible par cyclisation intramoléculaire (Schéma 6).
Ensuite, la biocompatibilité de la réaction a été établie en présence de divers bio-analytes comme
des acidesaminés, ou des espéces nucléophiles comme le glutathion parexemple®”. Cette réaction a
ensuite été utilisée afin d’identifier la sulfinylation de protéines par spectrométrie de masse“®.. Les
acides sulfiniques sont obtenus par oxydation d’une fonction thiol avec H,0,. Malgré cela, le stress
oxydatif présent au sein des cellules peut également générer ce type de fonction au sein des
protéines limitant la bio-orthogonalité de la réaction.

o’/N o}
H \/,O
OT&N\RZ RS
0 0 o) o N H
S 98 ° N
Sipt <~—— ZS~ 1 “R2
0" R 0" R PBS 7,0, t. a., 10 min d R

(e}

Schéma 6 : Réaction chimiosélective entre les acides sulifiniques et les nitroso aromatiques

3.2.3. Les reactions de cycloaddition [4+2] et [3+2].

3.2.3.1. Les réactions de cycloaddition [4+2]

Les réactions de Diels-Alder, ont été découvertes en 1928 par deux chimistes allemands, Otto Diels et
Kurt Alder. Ces réactions sont également appelées cycloaddition [4+2] car elles s’effectuent entre un
diene, comportant 4 électrons w, et un dienophile comportant, lui, 2 électrons m. De plus, elles
permettentde générer un cycle carboné a 6 chainons. De plus, ce sont des réactions présentant une
économie atomique parfaite (Schéma 7).

2 — O
NG

Diene  Dienophile
den 2en

Schéma 7 : Principe général des cycloaddition [4+2]
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Ces réactions de cycloaddition [4+2] sont soumisent a un controle orbitalaire, ce qui entraine
généralementlaformation majoritaire du stéréoisomére endo lorsque le diene est cyclique, méme si
des mélanges sont souvent observés. On justifie fréquemment cette sélectivité par des
considérations frontaliéres secondaires stabilisant |'approche endo. Les cycloadditions |4+2] se font
de fagon plus spontanées lorsqu’un rapporchement des niveaux énergétiques des HOMO et LUMO
desdeux partenaires est observé. Ainsi, il est possible de les classer en deux catégories. On retrouve
donclescycloadditions|4+2] ademande électronique normale etinverse. Les cycloadditions |4+2] a
demande électronique normale se réalisent entre des diénes riches en électrons et des diénophiles
pauvres en électrons. On observe donc une augmentation du niveau énergétique de la HOMO du
diene électroniquement enrichis et une diminution du niveau énergétique de laLUMO du dienophile
électroniquement appauvris, ce qui permet de faciliter la réaction par rapprochement des niveaux
énergétiques HOMO du diéne et la LUMO du diénophile. A I'inverse, Les cycloadditions |4+2] a
demande électronique inverse se réalisententre des diénes électroniquement pauvres en électrons
et des dienophiles électroniquement riches en électrons. On observe donc une augmentation du
niveau énergétique de la LUMO du diene appauvris et une augmentation du niveau énergétique de la
HOMO du dieénophile enrichis, ce qui permet de faciliter la réaction par rapprochement des niveaux
énergétiques LUMO du diéne et la HOMO du diénophile (Figure 2).

Cycloaddtion[4+2] a demande  Cycloaddition[4+2] a demande

électronique normale électronique inverse
OMe CN
CN P | OMe
L 4
16280 1LOM0 +1.41
451
+0.05
~
S
A
Homo | =£ 10.86

Figure 2 : Principe général des cycloadditions [4+2] a demande électronique normale et inverse

La réaction de Diels-Alder a demande électronique normale (c’'est-a-dire, entre un diéne riche en
électrons etun diénophile appauvri en électrons) estI’une des premiéres réactions développées en
ligation chimiosélective. Il est important de noter que les dienophiles appauvris utilisés sont
égalementdes accepteurs de Michael sensibles al’addition de thiols, ce qui rend cette réaction non
bio-orthogonale. Elle peut cependant étre chimiosélective si la cinétique de la réaction de
cycloaddition estsuppérieure acelle de |I’addition de Michael. Le maléimide est un des diénophiles
les plus utilisés. En effet, les travaux pionniers du groupe de Jaschke en 1997, ont montré une
premiére utilisation de cycloaddition [4+2] pour la modification site-spécifique d’ARN . Cette
réaction entre I’anthracéne et le maléimide s’est méme révélée compatible avecle s conditions de
SPOS (de I’anglais « solid-phase oligonucleotide synthesis »). Le maléimide' est devenu, par la suite,
le dienophile le plus utilisé pour sagrande réactivité avec des dienes de différentes natures, malgré
sa sensibilité vis-a-vis des thiols, qui ne permet pas d’effectuer des réactions a proprement parler
bio-orthogonales. Par ordre chronologique d’utilisation, on trouve les diénes suivants:
I’anthracene, le butadiene™ ' |e cyclohexadiéne!®?, le furane™®™* |e cyclopentadiene® et le
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5-éthoxyoxazole™™’. De plus, |a réaction avec les 5-éthoxyoxazoles est la seule qui soit irréversible
puisque laréaction de retro [4+2], possible dans tous les autress cas, se révéle impossible suite a une
étape d’élimination-aromatisation. D’autres dérivés plus spécifiques ont également été développés
comme une guanine modifiée pour une utilisation en SPOS"%® ou encore des aldéhydes
photoénolisables™®*'% (Schéma 8).
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Schéma 8 : Résumé des ligations chimiosélectives de type [4+2] décrites avec le maléimide.

En 2014, Samoshin et al. ont également développé une réaction chimiosélective entre le
cyclopentadiéne et un dérivé nitroso comme diénophile, généré in situ'". Cette réaction a été
utilisée afin de lier, de maniére site spécifique, deux polyméres, de nature différente, entre eux.

3.2.3.2. Les reactions cycloaddition [3+2]

Les réactions de cycloaddition 1,3-dipolaire sont également beaucoup utilisées en ligation
chimiosélective, laplus connue étant laréaction de Huisgen découverte par Michael a la fin du 19°™
siecle™™. Al’origine, cette réaction qui meten jeu unalcyne terminal avecun azoture, était réalisée
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sous activation thermique pourconduireaun mélange de 1, 2, 3-triazoles syn/anti. Le mécanisme de
cette réaction péricycliquea été établi bien plus tard par Huisgen™**\. " utilisation d’un catalyseur au
cuivre (I) conduisant, atempérature ambiante et avecdes cinétiques acceptables, régiosélectivement
au triazole anti, a ensuite été proposé indépendamment par Meldal'™** et Sharpless****** au début
des années 2000. Cette réaction est plus connue sous le nom de CUAAC (Copper catalyzed Alkyne
Azide Cycloaddition). Bien que celle-cisoit utilisée pour de la modification de protéines'™*”, &’ ARN™#
ou méme d’ADN™? "utilisation du cuivre qui se révéle étre particulierement cytotoxique a forte
dose pour les cellules bactériennes et mammiféres. Cela limite donc son utilisation au sein de
systémes biologiques complexes™® (Schéma 10), et, par la méme occasion, sa bio-orthogonalité
stricto sensu. Cependant, il estimportant de noter que le cuivre est naturellement présent dans les
cellules, étant donné qu’il s’agit d’un oligoélément essentiel pour I’homme. La dose journaliére
admissible (DJA) pour ’homme est de 0,15 mg/kg de poids corporel/jour (Valeurs données par
I’ANSES « Agence Nationale de Sécurité Sanitaire de I’Alimentation, de I'Environnement et du
Travail »)
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Schéma 9 : Réaction CUAAC sur un double brin d’ADN développée par le groupe de Van Kasteren en 20169

Plus récemment, une réaction de cycloaddition 1,3-dipolaire photoinduite entre des dérivés
tétrazoles et différentes oléfines conduisant aux pyrazolines correspondantes, a été rapportée
(Schéma 10). Cette réaction met en jeu la formation d’un nitrile imine intermédiaire capable de
réagir indifféremment avec des alcénes riches*" ou pauvres™**?* en électrons. Néanmoins, une
étude récente a mis en évidence que le nitrile imine, formé aprés activation photochimique, est
également capable de réagir avec de nombreux nucléophiles présents au sein des systemes
biologiques tels que : les thiols, les amines, ou les carboxylates *?*). La cinétique de la réaction avec
I’alcéne doit donc étre plus rapide, pour que cette réaction de bio-conjugaison puisse étre utilisée

dans des milieux biologiques complexes, ce qui limite son utilisation et sa bio-orthogonalité.
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Schéma 10 : Cycloaddition photoinduite entre les tétrazoles et alcenes™.
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Les réactions de bioconjugaison et de conjugaison chimiosélective, susmentionnées, sont
généralement limitées a des applications de fonctionnalisation in vitro ou a I’élaboration de réactifs
hétérotrifonctionnels aux applications multiples™. Toutefois, pour des applications en milieu
biologiquecomplexe, comme les cellules ou les organismes vivants parexemple, il faut travailler avec
desréactions dites « bio-orthogonales » ; c’est-a-dire, des réactions qui n’interferent pas de maniere
significative avec le systéme biologique considéré.

4. Principe de la ligation bio-orthogonale

4.1. Définition

Comme leursnomsl’indique, les réactions bio-orthogonales sont des réactions qui ne doivent pas,
autant que possible, interférer avec les fonctions réactives contenues dans les milieux biologiques
telles que les amines, les thiols, ni méme avec les processus biologiques comme par exemple les
cycles catalytiques des différentes enzymes. De plus, il est préférable que les partenaires de réaction
soient de petites tailles, faciles a synthétiser, et que la réaction de conjugaison ne dégage pas de
sous-produits toxiques. Enfin, la réaction doit-étre rapide a I’échelle des processus biologiques. Le

développement des telles réactions™*”

a permis une meilleure compréhension des systemes
biologiques au cours des derniéres années grace au marquage de biomolécules réalisé in vitro, in

cellulo et in vivo.

Le marquage bio-orthogonal procede endeux temps. Il y a tout d’abord I'introduction d’un reporter
chimique dans le milieu biologique, qui peut se faire par une réaction de bioconjugaison
chimigue. Néanmoins, ce reporter est, préférentiellement, introduit par une autre méthode de type
enzymatique, métabolique ou encore génétique (vide infra). Cette introduction du reporter est
suivie, dans un deuxiéme temps, de I'ajout du deuxiéme partenaire qui réalise alors la ligation
spécifiquedu marqueur souhaité; celle-ci étantréalisée avec la fonction introduite précédemment,
sans que les autres constituants de la cellule n’interférent.

4.2. Introduction du reporter chimique

Le marquage sélectif et site spécifique des protéines est essentiel pour étudierlastructure, I'activité,
la localisation et le trafic des protéines. Au cours de la derniere décennie, une grande variété de
rapporteurs bio-orthogonaux ont été incorporés dans des biomolécules, voire des cellules, par voie
chimique ou biologique*®.

La premiere approche pour I'introduction d’un reporter consiste a modifier chimiquement la
molécule, ou biomolécule d’intérét. Cette stratégie se divise en trois techniques :

- La premiére utilise une réaction de bioconjugaison permettant d’introduire un reporter sur
la biomolécule cible. Cette méthode a, par exemple, été utilisée par le groupe Weissleder en 2009,
enintroduisant un trans-cyclooctene (TCO) surles résidus lysined’un anticorps via une fonction ester
de NHS™”' (Schéma 10 A).
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- La deuxiemetechnique consiste a introduire le reporter sur une entité moléculaire ciblant
spécifiquement 'analyte biologique visé. Cette approche a été, entre autres, appliquée a des
phospholipides modifiés parun cyclopropéene, préparés chimiquement en vue d’imagerla membrane
de cellules vivantes™®® (Schéma 10 B).

- La troisiéme technigue consiste a générerchimiquement des oligonucléotides, des peptides
ou encore des protéines comportantle reporter. Ces biopolymeéres ont été respectivement préparés
par synthese sur support solide SPOS et SPPS. Des oligonucléotides ont été modifiés par des
fonctions norbornéne™®, TCO"*% ou tétrazine!"*" et ont permis le marquage par fluorescence de
brin d’ADN (Schéma 10 C). La SPPS repose, quant a elle, sur des acides aminés non-canoniques
(ncAAs) comportant le reporter (Schéma 11 D), ce qui a permis, par exemple, l'inhibition de la

dimérisation de la protéine EGF. ***
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Schéma 11 : Approche générale d’un reporter par voie chimique

D’autres stratégies alternatives aux modifications chimiques ont été rapportées pour pallier les
limites de cette approche. Ainsi I’incorporation par voie biologique permet une modification de la
biomolécule étudiée, bien plus ciblée que dans le cas d’une approche par voie chimique. L'approche
par voie biologique peut permettredoncun marquage « site spécifique », ce qui est difficile a obtenir
avec |"approche chimique (hormis pour les approches supportées). On retrouve ainsi par ordre
chronologique, les techniques d’expansion du code génétique utilisant aussi les ncAAs,
I’incorporation métabolique de glycans modifiés et |’insertion par voie enzymatique.

- LU'expansion du code génétique consiste en l'utilisation d’une paire aminoacyl-ARNt
synthétase (aaRS)/ARN de transfert (ARNt) pour insérer un ncAA dans la chaine protéique en
croissance enréponse aun codon stop (principalement le codon ambre UAG) sur 'ARNm ( Figure 3).
Cette stratégie apermis|’introduction de ncAAs possédant des azotures, des alcynes ou encore des
tétrazines, au sein de cellules vivantes, de bactéries E. Coli, ou d’animaux™**34,
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Figure 3 : Structure de quelques ncAAs utilisés pour I’expansion du code génétique[m]

- 'incorporation métabolique, par exemple d’un glycane, consiste a utiliser la biosynthese
endogene des cellules afin d’incorporer un monosaccharide modifié avec une fonction bio-
orthogonale danslesglycanes présents sur la surface des cellules mammiféres™*® (Figure 4). Cette
stratégie apermis|’introduction de fonctions azoture bicyclononyne (BCN) ou encore norbornéne a
la surface des cellules. Une des limitations de cette méthode est de s’assurer que le sucre modifié
pénetre biendanslacellule, et soit bien pris en charge parla machinerie de glycosylation. De plus, il
faut que cette modification n’interfére pas dans |'adressage. Malgré toutes ces contraintes, de
nombreuses applications ont pu étre mises en ceuvre avec succes comme I’étude dynamique de
lignification au sein de plantes*® ou encore I'identification de bactéries vivantes™’.

Input Output

’>

Figure 4 : Principe de I'incorporation de monosaccharides sur les glycanes présents sur la surface cellulaire (Figure
. »_ a: 1. [135]
extraite de l'article’™™)

- Enfin, I'insertion parvoie enzymatique consiste a utiliser|’action d’une enzyme modifiée , ou
non, afind’incorporer une fonction bio-orthogonale sur une protéineciblée. Ainsi en 2016, le groupe
de Bordusa a utilisé la Trypsiligase afin d’incorporer un norbornéne sur une protéine d’intérét**®.
Cette étude apermis d’introduire spécifiquement un norbornéne ou une tétrazine sur des protéines
ou des anticorps. Il a ensuite été possible d’introduire par iEDDA (de I’anglais « inverse electron
demand Diels-Alder »), une chaine PEG, un fluorophore ou encore un médicament sur les protéines
et anticorps préalablement modifiés par I’enzyme.
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4.3. Lesréactions bio-orthogonales
4.3.1. La ligation de Staudinger

La premiére réaction de conjugaison bio-orthogonale aavoir été développée est basée surla
réaction entre un azoture et une phosphine. Il s’agit de la ligation de Staudinger, inspirée de la
réaction de réduction des azotures par les phosphines, initialement rapportée par Meyer et
Staudinger!**?. Cette réaction repose surlaformation d’un iminophosphoraneintermédiaire, qui est
suivie parson hydrolyse pourformerl’amine correspondante (Schéma 12). Dans le cas de la ligation
Staudinger, un ester est placé en ortho sur un des aromatiques de la phosphine. Ceci a pour
conséquence d’empécher I'hydrolyse de l'iminophosphorane intermédiaire via la formation
spontanée d’un lactame. Ce lactame sera ensuite hydrolysé a son tour, pour générer un oxyde de
phosphine et une liaison amide, créant ainsi un lien covalent et irréversible (Schéma 12).

Réaction de Staudinger

@ 3 @L R0 @L " R-NH
; —_— = - 2
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Schéma 12: Ligation de Staudinger

Cette réaction chimiosélective a notamment été utilisée par Bertozzi; cela en but de lier un
polypeptide portant le partenaire phosphineavecune cellule modifiée a sa surface par une fonction
azoture suite a la métabolisation d’un monosaccharide non naturel™****°**! Bjen qu’efficace en
milieu biologique complexe, laligation de Staudinger posséde quelques limites. En effet, que ce soit

. 142
sous sa forme classique ou « traceless »***

, cette réaction conduit toujours a un relargage de sous-
produit. Effectivement, un alcool primaireest généré dans le cas de la ligation Staudinger, tandis que
I’extrusion d’une phosphine oxydée est observée dans saversion « traceless ». De plus, les cinétiques
observées pourcette réaction se révelent particulierement lentes puisqu’elles sont de I’ordre de 2,2
x 10° M™ s™. Nonobstant, a cause de ses limitations, il est apparu nécessaire de développer des

réactions plus rapides, ne générant pas de produit secondaire.

4.3.2. La ligation SPAAC

Une variante bio-orthogonale de la célebre CuAAC a été développée afin de s’affranchir de
I’utilisation du cuivre cytotoxique, méme si des alternatives ont été développées comme |’utilisation
de ligands rendant le cuivre inerte dans les cellules vivantes par exemple *****¥), Cette variante de la
réaction CUAAC qui a été découverte par Wittig et Krebs™™**!, repose sur I’ utilisation des cyclooctynes,
alcynesrendus plus réactives par la tension de cycle; elle a d’ailleurs été récemment utilisée par C.
Bertozzi™**'*”' en conjugaison bio-orthogonale. Cette nouvelle réaction bio-orthogonale porte le nom

de SPAACde I’anglais « strained promoted alkyne azide cycloaddition ». De plus, les fonctions alcynes
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et azotures ne réagissent pasavecle milieu biologique dans les conditions physiologiques. Cela en
fait d’excellents candidats pour la conjugaison bio-orthogonale (a noter qu’il a été démontré que
certains alcynes tendus peuvent présenter des réactivités indésirables avec les thiols?*****9 |es
persulfides™® ou les acide sulféniques™"). De plus, de nombreuses cyclooctynes ont été
développées entre 2004 et 2015. Ainsi, il est possible de moduler la cinétique de la SPAAC en
fonction de lanature de lacyclooctyne. En effet, les cyclooctynes possédant, dans leur structure, des
élémentsaugmentantleurtension de cycle comme des benzénes (BARAC) ou un cyclopropane (BCN),
présentent une cinétique de réaction plus élevée vis-a-vis des azotures™** (Figure 5). Néanmoins, au
vu des acces synthetiques de ces composés, de leur fonctionnalisation, de leur réactivité et de leur
stabilité, il apparait que le BCN offre le meilleur compromis, ainsi qu’une large gamme d’utilisation
pour des applications diverses, allant de la construction moléculaire a la ligation réalisée in vivo.
Réactivite (M s
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Figure 5 : Cinétique de réaction de différents cyclooctynes avec I’azoture de benzyle“sz].

Récemment, les groupes de Chin et Taran ont utilisés les alcynes sous contrainte de cycle dans une
autre réaction de cycloaddition 1,3-dipolaire, qui repose sur l'utilisation d’un partenaire
sydnone!™****¥ D’autre part, 'incorporation d’un atome de fluor en position 4 de la sydnone, a
permis d’accélérerd’un facteur 10 000 |a réaction avecles cyclooctynes™™). De méme, la présence de
cet atome de fluor peut permettre I'introduction d’un fluor radioactif utile pour de I’'imagerie de type

TEP (Schéma 13).

Schéma 13 : Réaction de SPAAC avec les azotures et les fluorosydnones.

4.3.3. La ligation iEDDA

La réaction de conjugaison entre les tétrazines et les alcénes contraints a suscité beaucoup d’intérét
de par son caractere bio-orthogonal et ses cinétiques généralement élevées. Cette conjugaison
repose surune premiere réaction [4+2] a demande électronique inverse (iEDDA), suivie par une retro
[4+2] avec extrusion de diazote rendant la réaction irréversible. Enfin, une isomérisation d’une des
doubles liaisons carbone-azote peut étre observée dans un solvant polaire. Cette ligation a été
décrite de maniere indépendante par les groupes de Weissleder et Fox en 2008 en utilisant le
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)[156—158]

norbornéne ou le trans cycloocténe (TCO , respectivement et conjointement avec le motif

tétrazine (Schéma 14). Ces deux réactions sont couramment utilisées pour le marquage en milieu
biologique™?®. Par la suite, en 2012, le groupe de Devaraj rapporte le cyclopropéne comme
partenaire d’iEDDA, dans le but de diversifierlagamme des diénophiles utilisables avec la tétrazine.
Ce nouveau partenaire a été utilisé afin d’imager lamembrane de cellules par fluorescence **®'. Bien
qgue le TCO, le cyclopropéne et le norbornéne soient largement utilisés il existe d’autres alcénes

contraints, pouvant réagir avec la tétrazine (voir page 98).

NH, _ _
N~ COH N7 COH
|
Rétro Nx isomérisation HN__~
Cycloaddtion [4+2] spontanée
Y COH ——— > + isomeres
NN [4+2] en solvant
I\‘lv‘l\‘l -N protique
N L _ NH, NH,
‘ _N
2-pyr 2-pyr
N“ N : Rétro isomérisation
'\u - Kj Cycloaddtion [4+2] N spontanee
N HN._
N en solvant
= ‘N -2 2-pyr protique 2-pyr
X

Schéma 14 : Mécanisme de la réaction entre la tétrazine et des alcénes contraints (le norbornéne développé par
Weissleder™® et le trans-cycloocténe développé par Fox[m])

Par ailleurs, la ligation entre les tétrazines et les TCO est |la réaction bio-orthogonale la plus rapide
rapportée a ce jour™®”. Les cinétiques des différentes réactions sont résumées dans le Tableau 1. Il
esta noterque lesréactions SPAAC et iEDDA conduisent toutes les deux a la formation de produits
sousforme d’isomeéres. Ces réactions se révélent trés intéressantes pour des applications in cellulo
ou in vivo, mais leur utilisation est difficile pourla modification d’objets moléculaires de plus petites
tailles tels que des peptides par exemple“ss], puisque la formation d’un mélange de produits sous
forme d’isoméres est obtenu a I’issue de ces réactions.

Réaction Vitesse [M'1 s'l]
Azoture + Phosphine 2,2 x 107
Alcyne terminal + Azoture (CuAAC) 1010
Difluorocyclooctyne + Azoture 8x 107
Biarylazacyclooctynone + Azoture 1
Norbornéne + Tétrazine 1-10°
Cyclopropéne + Tétrazine 10"
Fluorosydnone + BCN 10°-10*
TCO + Tétrazine 3,8x10°

Tableau 1 : Vitesses de réaction de différentes réactions de conjugaison bio-orthogonaIe[m’lss'm]

Malgré tout, le nombre de réactions chimiosélectives et bio-orthogonale reste assez restreint.
L'ensembledes ligations repose doncsurun nombre limité de réactions. Ainsi, afin de diversifier le
plus possible lesapplications réalisées avecces réactions, il fauten créer de nouvelles permettant de
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pallier leurs faiblesses, afin d’ouvrir le champ des possibles. Une partie de cette these a donc été
consacrée au développement de ce type de réaction.

Les réactions de conjugaison au sens large (bioconjugaison, ligation chimiosélective ou bio-
orthogonale) sonttres souvent associées a une technique d’imagerie. L'incorporation d’une sonde
sur I'une des fonctions chimiques impliquées dans ces réactions permet de visualiser, mais aussi, de
comprendre le systéme étudié. Parmiles différentes techniques de visualisation, I'imagerie optique
moléculaire eten particulier lafluorescence estI’une des plus utilisées pour sasimplicité et safacilité
d’acces et d’utilisation. Une introduction surles grands principes de la fluorescence fait I'objet de la
partie suivante.

Il. Introduction a la fluorescence

L'imagerie optique et, plus particulierement, lafluorescence, est tres utilisée puisque cette derniére
posseéde de nombreux avantages. En effet, en comparaison avec les autres méthodes d’imagerie
(écographie, radiographie, IRM et imagerie nucléaire), I'imagerie optique est une technique de
détection peu colteuse, trés rapide (entre une seconde et cing minutes), et elle possede une
sensibilitétrés élevée. Les points faibles de I'imagerie optique sont sa faible résolution et la faible
pénétrabilité des tissus biologiques (au maximum jusqu’a quelques mm) ™¢**¢?! Toutefois, de par sa
simplicité d’utilisation, la fluorescence est trés largement représentée dans la littérature pour des
études biologiques réalisées in vitro, in cellulo, et parfois méme in vivo.

1. Concept général

Les chromophores sont des composés constitués de groupements leur permettant d’absorber la
lumiére tels que des enchainements de doubles liaisons ou d’aromatiques par exemple. Lorsqu’un
chromophore est soumis a une excitation photonique, il va passer de I’état fondamental Sy a un état
de plus haute énergie S,.;, dit état excité. Une fois la molécule portée a son état excité, suite a
I’absorption d’un photon, un rapide retoural’étatfondamental va étre observé selon plusieurs voies
possibles résumées dans la Figure 6. Parmi ces processus de désexcitation, il en existe un en
particulier dont le retour a I’état fondamental s’accompagne par une émission lumineuse. Ce
phénomeéne est appelé fluorescence™. Dans ce cas précis, le chromophore estappelé fluorophore.
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Figure 6 : Voies de désexcitation possibles d’'un chromophore aprés irradiation.

La luminescence est I’émission d’un photon suite au retour de la molécule d’un état excité al’état
fondamental. On parle de fluorescence si le passage initial de la molécule de I’état fondamental a
I’état excité fait suite a une excitation lumineuse. Effectivement, lorsque qu’une molécule aux
propriétésfluorescentes, appelée fluorophore, absorbe un photon, un de ses électrons passe a un
état d’énergie supérieure. La fluorescence se caractérise par un retour de la molécule a son état
fondamental, via une émission de photon, comme on peut le voir sur le diagramme de Perrin-

Jablonski (Figure 7).
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Figure 7: Diagramme de Perrin-Jablonski
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Chaque fluorophore est caractérisé par un spectre d’absorption et d’émission donnant lieu a des
valeurs maxima dépendantes a la fois du solvant,"® du pH et de la température a laquelle on
effectue lamesure. Une émission de lumiéere, dontle retoural’état fondamental estissu d’un niveau
d’énergie inférieur a celui du niveau du fluorophore a I’état excité, se caractérise par un spectre

d’émission dont le maximum se situe a une longueur d’onde supérieure a celui du spectre
d’absorption. L’écart entre lalongueurd’onde maximale du spectre d’absorption et le maximum du
spectre d’émission estappelé déplacement de Stokes (Figure 8). Il correspond ala conversioninteme
précédant le retour a |’état fondamental.

Déplacement de Stokes
<« >

AMax(Abs) |

Spectre d’absorption

\./\

T T T T T T 1

Longueur d'onde
— Absorbance Emission

Figure 8 : Exemple de spectre d’absorption et d’émission d’un fluorophore

La fluorescence d’une molécule est caractérisée par plusieurs grandeurs comme le
rendement quantique, le coefficient d'absorption molaire et la brillance. Le rendement quantique,
noté @, estdéfini parle rapport du nombre de photons émis sur le nombre de photons absorbés et
s’exprime en pourcentage. En général, il est mesuré par comparaison avec un fluorophore de
référence dont le rendement quantique est parfaitement connu. Il caractérise I'efficacité du
processus de fluorescence. En effet, le phénomene de fluorescence peut rentrer en compétition avec
des interactions entrainant une désexcitation non radiative de la molécule, limitant ainsi sa
fluorescence.

Le coefficient d'absorption molaire, noté € et exprimé en M*em™, caractérise I'efficacité
d’absorption de lalumiéere par un composé. Plus un composé a un coefficient d’extinction molaire
élevé, plus lalumiéere incidente sera absorbée.

La brillance est un parameéetre également important. En effet, c’est la valeur qui donne au
biochimiste I'information la plus pertinente concernant un fluorophore, puisqu’elle tient compte,
nonseulement, de |’efficacité de fluorescence mais également de sa capacité a absorber la lumieére.
Cette grandeur est proportionnelle au rendement quantique @. Selon la formule suivante : B=®¢
« €.

Il existe de nombreuses familles de fluorophores, comme les xanthenes réputés pour leur
stabilité thermique aux variations pH, mais également au photoblanchiment. Il y a également Les
coumarines, les cyanines qui peuvent émettre dans le proche infra-rouge et possedent des valeurs
d’e tres élevées, et les BODIPYS qui sont quant a eux caractérisés par leur bande d’absorbption et
d’émission trés fines!*®>**®! (Figure 9). Tous ces fluorophores sont dit de types « push-pull » ¢’ est-a-
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dire, que leurfaculté de fluorescence est due a une délocalisation d’électrons m allant d’une fonction
électrodonneuse (le push) vers une fonction électroacceptrice (le pull). Ala suite de la délocalisation
électronique, le donneur devient accepteur et I’accepteur devient donneur et ainsi de suite.
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Figure 9: Différentes familles de fluorophores

Le choix d’un fluorophore dépend essentiellement de I’application que |I’on souhaiteréaliser. Pourde
I’'imagerie de surface, des fluorophores émettant dans le vert, c’est-a-dire vers 520 nm, peuvent
convenir. En revanche, I'imagerie in vivo nécessite, quant a elle, |'utilisation de fluorophores plus
performants, ayant de hautes valeurs de brillance, et émettant dans le proche infra-rouge, afin de
limiterlesinterférences aveclafluorescence intrinseque des tissus biologiques (auto-fluorescence),
et I’absorbance des tissus biologiques. Les tissus biologiques sont des milieux tres diffusant et tres
peu absorbant entre 600 et 1000 nm. Peu de fluorophores présents naturellement dans les milieux

biologiques absorbent et émettent dans cette gamme. On parle ainsi de « fenétre thérapeutique »
(Figure 10).
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Figure 10 : Courbes mettant en évidence les fenétres thérapeutique et d'imagerie de surface, et les spectres d’absorption
de I’lhémoglobine (Hb) oxygénée ou non, principale biomolécule interférant au-dela de 500 nm 11e7]
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2. Détection fluorogénique

L’étude et les modifications chimiques apportées aux fluorophores depuis les années 1990, a permis
le développement de nouveaux outils appelés, de fagcon générique, sondes. Ces sondes, via des
modifications de leurs propriétés de fluorescence en présence d’analytes d’intérét biologique, ont
permis la détection et I'analyse d’'une multitude de ces analytes. Parmi les approches les plus
utilisées on retrouve I’approche ratiométrique et celle de type OFF-ON. Usuellement, I'approche
ratiométrique repose sur |'utilisation de sondes présentant un changement dans leur spectre
d’excitation et/ou d’émission en présence de I’analyte a cibler. De plus, cette méthode permet une
caractérisation quantitative qui peut étre suivie sur deux longueurs d’ondes différentes!®®.
L"approche OFF-ON repose surune différence d’intensité de fluorescence en présence de |I'analyte,
dans I'idéal, une forte exaltation de cette fluorescence doit étre observée. Ayant été laseule utilisée
dans le cadre de cette thése, et par souci de concision, I'approche OFF-ON sera la seule a étre
développée par la suite. L'approche de type OFF-ON signifie que la sonde sera « éteinte » et
n’émettra pas de lumiére sous sa forme native. Aprés interaction avec I’analyte souhaité, la sonde
sera « allumée » et une émission de lumiére caractérisera la présence de |I'analyte dans le milieu
étudié. L'approche OFF-ON nécessite de modifier chimiquement un fluorophore afin de masquer sa
fluorescence, on parle de désactivation, d’extinction, ou plus fréquemment de « quenching » de la
fluorescence. Différentes approches ont été utilisées au fil des années. Il est ainsi possible de
guencherunfluorophore parl’incorporation d’un motif avec lequel le fluorophore va échanger ses
électronsvia un phénomeéne de transfert d’électrons photo-induit (TeP). Il est également possible
d’absorber I’énergie émise par le fluorophore par rapprochement spatial d’'une entité chimique
capable de dissiper de maniére non-radiative cette énergie. Sont regroupés dans ces transfert
d’énergie, les phénomenes de quenching statique (formations d’eximéres et d’exiplexes™*°"’%), de
quenching parinteraction collisionnelle (quenching de Dexter™") ou de quenching dynamique, par
transfert d’énergie de type dipble-dipole (on parle alors de FRET ou Forster resonance energy
transfer). Enfin une modification directe de la structure du fluorophore, qui sera restaurée apres
réaction avecl’analyte, peut conduireal’extinction du fluorophore. Parsouci de concision, seules les
guatre principales stratégies utilisées (TeP, FRET, ESIPT et modification structurale du fluorophore)
seront exposées plus en détails dans ce manuscrit.

2.1. Principe d’une sonde de type TeP

Le phénomene de TeP est caractérisé par un transfert mono-électronique du fluorophore a I’état
excité vers 'orbitale la plus basse vacante LUMO (TeP oxydatif), ou vers I'orbitale la plus haute
occupée HOMO (TeP réductif) d’un récepteur spatialement proche (Figure 11). La relaxation indirecte
de I'électron excité du fluorophorevers|'état fondamental empécheainsil'émission de fluorescence.
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fluorophore groupement fluorophore
a l'état excité électro- a l'état excité
attracteur
PeT Oxydatif
Non fluorescent

fluorophore  groupement
a l'état excité électro-
donneur
PeT Réductif

Fluorescent Non fluorescent

~4H~Howmo HOMO—4—

1 et 2 correspondent a la chronolgie du transfert d'électrons

Figure 11 : Principe du phénomeéne de TeP

Les approches de type TeP réductifimpliqguent généralement des récepteurs avec des groupements

1721 5u les phénolates™?, tandis que les mécanismes TeP

[174]

riches en électrons tels que les anilines
oxydatif utilisent des fonctions pauvres en électrons telles que les nitroaryles ou les
maléimides™®'. Ainsi, en modifiant la structure du récepteur au moyen d'une réaction chimique, le
mécanisme de TeP peut étre interrompu, rétablissant ainsi lafluorescence attendue. Cette stratégie
a été utilisée en particulier dans laconception de récepteurs a base de maléimides pour la détection
spécifique de thiols'”.. En effet, aprés une addition conjuguée d’un thiol sur le maléimide, le niveau
énergétique de sa LUMO ne se trouve plus entre la HOMO et la LUMO du fluorophore, ainsi la
fluorescence peut étre restaurée, attestant de la présence de thiols dans le milieu étudié. Surle
principe du TeP réductif, les anilines sont particulierement utilisées et notamment pour le
développement de sonde a pH. A pH basique les électrons présents dans le doublet non liant de
I’anilinesontdans un niveau énergétique leur permettant de « quencher » le fluorophore aveclequel
elle est rattachée. En milieu acide, I’aniline sera sous sa forme protonée et perdra sa capacité a
échanger ses électrons avec le fluorophore, qui retrouvera ainsi sa fluorescence. Ce principe été
utilisé par le groupe de Wu en 2014 pour de développement d’une sonde a pH dont le pKa a été
mesuré a 3, présentant une exaltation de fluorescence de 505"7% (Schéma 15).

NH3®
pKa=3 Aabs = 500 nm
> hem =515 nm
exaltation = x 505
Non-fluorescent Fluorescent

Schéma 15 : Principe d’'une sonde a pH de type TeP réductif.
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2.2. Principe d’une sonde de type FRET

Le FRET, ou « Forsterresonance energy transfer »*”7’® estun transfert d’énergie non radiatif entre

une molécule dite donneuse, qui sera un fluorophore, et une molécule dite acceptrice, qui pourra
étre un autre fluorophore, qui réémet I’énergie sous forme de fluorescence, ou une molécule
capable de dissiper cette énergie de fagcon non radiative, appelée quencher.

Il existe deux conditions au bon déroulement d’un FRET : premiérement, il faut qu’il y ait un
recouvrement entre le spectre d’émission du donneur et le spectre d’absorption de I’accepteur.
Deuxiéemement, il faut que les deux partenaires soient a une distance maximale de 100 A I’'un de
I’autre. En effet, Forster a démontré que I’efficacité du transfert était proportionnelle a 1/d®, ou d
représente ladistance entreles deux partenaires (Figure 12). De plus, un alignement des moments
dipolaires est également un élément limitant dans ce phénomene de FRET.

Donneur Accepteur

Excitation Ex Em Em
*\ FRET -
T b~
rd Y g
Accepteur ]
c
10<d<100 A -
I
A

Ie.xongueur d’onde (nm)

Figure 12 : Représentation des conditions sine qua non a la réalisation d’un systéeme FRET.

Ainsile bonfonctionnement d’un systeme FRET repose sur un choix judicieux des deux partenaires.
C’estpourquoi, il fautun bon recouvrement spectral entre les deux entités mises en jeu, qu’il s’agisse
de deux fluorophores oud’un couple fluorophore-quencher. L'approche a deux fluorophores a, par
exemple, été utilisée pourladétection simultanée de deux peptidases.’® ’approche fluorophore-
guencher (oufluorophore-extincteur de fluorescence) reposesurl’utilisation d’une molécule capable
d’absorberl’énergie émise par le fluorophore pour ensuite la dissiper de maniere non-radiative. Il
existe différents types de quenchers, mais nous ne nous attarderons ici que sur la famille des
guenchers diazoiques. Ils comportent un pont diazo qui esta I’origine de I’extinction de fluorescence
par une réaction de photo-isomérisation E/Z!**°". Ces quenchers sont trés populaires. En effet, leur
mécanisme d’extinction est efficace, il posséde desvaleurs d’e élevées leur garantissant une bonne
absorptionde lalumiére et donc de I’énergie transmise par le donneur, il couvre une large gamme
d’absorbance (supérieure ou égale a 100 nm) ce qui leurassure une utilisation avecun large panel de
fluorophores. Enfin, un certain nombre de ces quenchers sont disponibles commercialement. Parmi
ces quenchers, on retrouve le DABCYL (de 4-(DimethylAminoazo) Benzene-4-CarboxYLic acid),
I’ECLIPSE, lagamme des BHQ (pour Black Hole Quencher), etle BBQ-650 (pour BlackBerry Quencher)
dont les caractéristiques sont résumées dans la Figure 13.
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Figure 13 : Structures et propriétés optiques des quenchers diazoiques commerciaux, au regard des spectres d’émission
des fluorophores les plus utilisés (FAM = carboxyfluorescéine, TET = tetrachlorofluorescéine, HEX =
hexachlorofluorescéine, TMR = tétraméthylrhodamine (TAMRA)).

Ces quenchers sont utilisés pour |’élaboration de sondes FRET permettant la détection de

181-183] . \ 184 . 185,186
[ | oubioanalytes comme le peroxyde d’hydrogene™®* ou les thiols"*®® ou encore

(1871 Bjen qu’il soit admit que ces quenchers

protéases
pour |'étude de I'appareillement des brins d’ADN
diazoiques reposent sur un phénomeéne de FRET, des études ont montré que leur mécanisme de

quenching de fluorescence pouvait également reposer sur un phénomeéne de type Tep ",

2.3. Principe d’une détection de type ESIPT

L’ESIPT (de I’'anglais « excited state intramolecular proton transfer ») est un processus dans lequelles
molécules photo-excitées réalisent un transfert de protons d'un hétéroatome a un autre
hétéroatome spatialement proche. La tautomérisation prend souvent la forme d'un équilibre céto-
énolique. Les molécules qui présentent un phénomeéne d'ESIPT dans |'état fondamental existent
principalement sous forme d'énol (E). Cependant, lors de la photoexcitation, ils subissent une
tautomérisation enformes cétone (E* ->K*) via un processus ESIPT ultra-rapide etirréversible. Parla
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suite, le retour de la forme cétone excitée a son état fondamental (K *-> K) s’accompagne d’une
émission de lumiére. Enfin, un retour a la forme énol est observé (K ->E) (Figure 14)"*. Une des

caractéristiques des fluorophores de type ESIPT est leurs déplacements de Stokes particulierement
grands (jusqu’a 200 nm)™.

s K (S 1)

Energy level
Absorption
Enol emission
Keto emission

r».ms\' er

Reverse prote? : o
'ons 0wH

% / =
Ye .
Keto form

Enol form

Gecccccccas

E (Sp)

o
x
|

Figure 14 : Principe du phénoméne d’ESIPT (Figure extraite de I'article“sg])

Le principe d’une détection par ESIPT est plutét simple. Effectivement, le phénoméne de
fluorescence étantd(ia untransfertde proton d’un énol (souvent un phénol) vers une imine (le plus
souvent). Ainsi, masquer ce proton permetde rendre I’'ESIPT inactif. Laméthode la plus employée est
une acylation de cet énol rendant le fluorophore non émissif. Ensuite, en présence de |'analyte
souhaité, lafonction masquant|’énol est éliminée permettant le retour du phénomeéne d’ESIPT, avec
une émission concomitante de lumiére. Ce principe a notamment été utilisé par le groupe
d’Hasserodt en 2014, pour la détection d’une peptidase (LAP) au sein de cellules vivantes, via
I’utilisation d’un bras auto-immolable libérant I’énol (ici un phénol)”g” (Schéma 16).

NH Cl
Of 2
QJLN o Aabs = 355 nm
| Aem = 530 nm
HN (¢) H exaltation = x 40
o=
Cl Cl

ESIPT OFF ESIPT ON
non fluorescent Fluorescent

Schéma 16 : Sonde de type ESIPT pour la détection de protéase développée par le groupe d’Hasserodt en 201414,

2.4. Principe d’une détection par modification structurelle du
fluorophore

Alternativement aux approches de transferts d’énergies (FRET) ou d’électrons (TeP), il est possible
d’obtenirune sonde OFF-ON par modification directde la structure du fluorophore. Pour ce faire, la
modification doit entrainer une chute des propriétés de fluorescence du chromophore étudié, pour
gu’ensuiteune entité de nature biologique, chimique ou photo-chimique joue le réle de déclencheur
pour redonner le fluorophore natif avec ses pleines propriétés optiques. Les fluorophores de type
xantheéne, tels que lesrhodamines, sont couramment utilisés pour ce type d’approche. En effet, les
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rhodamines existent sous deux formes : une forme ouverte et fluorescenteet une forme fermée dite
spirolactonisée pour laquelle il nexiste plus de conjugaison au systeme polyaromatique ; cela
entraine une disparition totale de la fluorescence. L'exemple présenté dans le Schéma 17, montre
une rhodamine dontl’aniline primaire estengagée dans une liaison peptidique. Cela a pour effet, de
diminuer I’effet donneur de I’aniline et génére donc la rhodamine sous sa forme fe rmée. Suite a
I’hydrolysede laliaison peptide par un stimulus enzymatique, on observe la formation de laforme
ouverte avecun retour concomitant de la fluorescence™?. De plus, des phénoménes de dissipations
par rotation™®!, photo-isomérisation™* ou par ICT (de I’anglais « Intramolecular Charge Transfer
»)1%) ont été utilisées pour la conception de sondes fluorogéniques.

NH,

\ / H =
N Si N -
1 WCOZH
o a-glutamyltransferase
-

Aabs = 637 nm
hem = 662 nm
exaltation = x 145

non-fluorescent flluorescent

Schéma 17 : Exemple d’une sonde profluorescente par modification de structure développée par T. Urano en 2018'"%%

Plus récemment, cette approche s’est étendue a la formation de fluorophores par réaction domino.
C'est-a-direque l’activité de I’analyte sur la sonde déclenche une réaction chimique spontanée qui
conduit a la synthese d’un fluorophore. La sonde de départ étant non émissive, cette approche
permet d’accroitre grandement les exaltations de fluorescences post déclenchement, mais
égalementde diminuerle bruit de fond résiduel. Cetteapproche a notamment permis la génération

[196]

in situ d’iminocoumarine™® et de xanthéne (pyronine)™” utilisés respectivement pour la détection

de la phosphatase alkaline et de la LAP (Schéma 18).

oY )

X ~, Aabs = 493 nm

X N Phosphatase B N e 525 nm

CN Alkaline e

N 0 ~ N 0" NH exaltation = x 90
P O=P-ONa P

ONa
Non fluorescent Fluorescent

Schéma 18 : Pro-coumarine développée par le groupe de Kim en 201119

I11. Présentation du sujet de these

Les réactions chimiosélectives développées a ce jour comportent un certain nombre de limites
comme, par exemple, laréversibilité des processus chimiques mis en jeu (alkoxyamine/carbonyle), la
formation d’isomeres (réactions de Diels-Alder), la présence d’une catalyse métallique (CuAAC), ou
d’additifs (NaBHs;CN) pas toujours compatibles avecles biomolécules manipulées. Ainsi, cette thése
porte sur le développement de nouvelles réactions de ligations chimiosélectives, flexibles, et d’un
emploifacile envue de simplifier la construction biomoléculaire, tant au niveau de la synthese que
del'isolement du produit de ligation. L'efficacité des transformations développées sera évaluée par
la préparation de sondes pour I'imagerie moléculaire optique. Une partie de la these sera donc
consacrée au développement et a I’étude de nouveaux fluorophores.
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Nous aborderons donc successivement dans cette thése la mise au point de plusieurs nouvelles
réactions chimiosélectives. En effet, le premier chapitre portera sur I’étude photophysique de la
ligation de Kondrat’eva qui met en jeu le motif 5-alkoxyoxazole et maléimide, une réaction
développéeau préalable au laboratoire. En effet, cette partie de mathese s’inscrit dansla continuité
de lathése du Dr. Laurie-Anne Jouanno (2011-2014, these intitulée Préparation et réactivité des 5-
alkoxyoxazoles : application en synthése organique et bio-organique), dans laquelle est décrite la
découverte et |’utilisation d’'une nouvelleréaction de ligation chimiosélective basée sur une réaction
de Kondrat’eva. Ainsi, la stratégie développée dans le cadre de ma thése sera illustrée par
différentes applications fluorogéniques utilisées pour la détection de protéines, ou encore pour le
criblage de partenaires potentiels de tétrazines. Cette derniére application sera développée plus en
détail dans le chapitre 2, qui seraconsacré a l'identification d’un partenaire énolisable des tétrazines,
les pyrazolones. Cette étude permettra d’explorer une nouvelle réactivité inattendue de la tétrazine,
qui sera mis a profit dans le marquage de peptides et d’une protéine.

Le chapitre 3 sera consacré a I’étude de la réactivité des pyrazolones vis-a-vis d’accepteurs de
Michael ou aldéhydes masqués en ligation chimiosélective. Les résultats indirects de cette étude
conduironta lamise au pointd’une sonde profluorescente hydrosoluble originale pour la détection
de biothiols.

Enfin le chapitre 4, sera consacré a la mise au point d’'une méthodologie d’accés aux 3-
benzoylquinoxalin-2-ones, ainsi qu’a I’étude des propriétés photophysiques de leurs dérivés. Ces
travaux seront cloturés par I’élaboration et |’évaluation in vitro d’une nouvelle sonde fluorogénique
pour la détection du gasotransmetteur sulfure d’hydrogene.
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|. Etat de P’art

Depuis le début des années 2000, le développement de réactions chimiosélectives et bio-
orthogonales est en pleine expansion. De plus, I’utilisation de ces outils va souvent de pair avecla
microscopie de fluorescence. Cette instrumentation nécessite |’utilisation de fluorophores dont les
modifications synthétiques peuvent se révéler délicates et fastidieuses. De plus, |'utilisation de
fluorophoresrend obligatoire les étapes de lavages post-marquages, puisque les fluorophores non
grefféssonteux aussi fluorescents. Cesraisons ont poussés les chimistes a développer des réactions
quisoientfluorogéniques. Ces ligations évitent surtout le bruit de fond qui serait d(i a un marquage
non spécifique résiduel et ce, en dépit de multiples lavages afin d’éliminer le fluorophore en exces.
De plus, lors de la ligation, le retour de fluorescence observé permet d’avoir un point de contréle
supplémentaire quant a la réussite et au rendement de la réaction. Les réactions de conjugaison a
proprement parler fluorogéniques sont tres rares dans la littérature, pour élargir le propos, et
proposer des pistes potentielles pour le développement de telles réactions, nous avons choisi
d’exemplifier les réactions fluorogéniques mettant en jeu des réactions de conjugaisons
chimioséléctives et bio-orthogonales. Le principe de ces réactions repose sur des mécanismes
habituellement utilisés dans le cadre du développement de sondes profluorescentes. On retrouve
donc dessystémes dontlaréaction chimiosélective permetsoit : 1) la libération du fluorophore ; 2) la
disparition du phénomene FRET ou TeP responsable de |’extinction de fluorescence ; 3) la formation

d’un motif fluorescent!.

1. Les ligations fluorogéniques par libération de fluorophores.

La premiére approche présentéeici repose surlalibération du fluorophore au cours de la réaction de
ligation, dontlafluorescence estinitialement masquée. Cette approche esttrés utilisée dans la mise
au point de sondes a bras auto-immolable, dont le fluorophore est libéré spécifiquement en
présence de bioanalytes (exemple de la détection de nitroréductase”') (Schéma 19). Cependant, le
fluorophore n’étant plus greffé sur la biomolécule bioconjugué, la localisation de la molécule
bioconjuguéen’est pas précise, puisque le fluorophore (oule bioluminophore) peut diffuser dans le
milieu. Cesréactions fluorogéniques permettent toutefois de quantifier I’efficacité des réactions de
bioconjugaison.

a .
RI— ___ Fluorophore R
. hon emissif \_,
Fluorophore |
émissif
Schéma 19 : Principe de la ligation fluorogénique par libération de fluorophores

Ainsi, en 2004 I’équipe de Taylor a utilisé la ligation Staudinger afin de controler la libération d’un
fluorophore. En effet, une phosphine reliée a un fluorophore a phénol (la fluorescéine) via une
fonction ester a été préparée. Sous cette forme, le composé n’est pas fluorescent mais lors de la
réaction avec un azoture, le fluorophore est libéré et un retour concomitant de fluorescence est
observé. Cette approche a été utilisée pourladétection spécifique de séquences d’ARN. Ainsi, deux
brins d’ARN complémentaires alaséquence cible ont été synthétisés respectivement avecun azoture
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et le conjugué fluorescéine-phosphine. Ensuite, en présence de la séquence cible, un appariement
desbrinsse réalise, ce qui rapproche spacialement|’azoture et laphosphine. Laligation se réalise, et
la libération du fluorophores permet ainsi ladétection de laséquence d’ARN souhaitée (Schéma 20).
De plus, le rapprochement spatial entre les deux partenaires de réaction a permis une accélération
de la cinétique de la réaction d’un facteur 188"

PPh,

¢ I
2 @
1l
o
COM Labs = 454 nm

PPh,
Ng |
M o Qfo O O hem = 514 nm
N\ appariement NH O
Non fluorescent - > ’
et ligation

Staudinger Fluorescent

Brins d'ARN cible
Schéma 20 : Détection spécifique de brin d’ARN par formation d’un fluorophore

Plustard, en 2010 le groupe de Bertozzi a montré que cette approche peut également s’appliquer a
la détection par bioluminescence. Pour cela, une ligation de Staudinger a été réalisée a partir d’'un
azoture incorporé surdes glycanes de lamembrane cellulaire parvoie métabolique. Ce dernier réagit
dans laréaction de ligation de Staudingeravecun partenaire phosphine lié a la luciférine. Lors de la
réaction, le bio-luminophore expulsé peutréagiraveclaluciférase, ce qui provoque alors I’émission
de photons par bioluminescence permettant de quantifier et de détecter les glycanes dans les
cellules vivantes observées™ (Schéma 21).

Ne-T~_ 0

CGzH Lucll‘erase
Hoﬁ ATP, O, Mg? ,@ L j/ hv

Luciferin Oxyluciferin

Schéma 21 : Imagerie de membranes cellulaires par libération d’un bio-luminophore (figure extraite de I’articlew)

2. Les ligations fluorogéniques par effet FRET.

Une seconde approche repose sur l'utilisation d’un effet FRET entre un fluorophore et un
« quencher ». La présence d’un « quencher » a proximité d’un fluorophore, permet au « quencher »
d’absorberl’énergie émise par le fluorophore, le rendant ainsi non émissif. Ainsi, ce principe a été
utilisé de pair avec les réactions de ligation qui conduisent soit : 1) a la rupture de lien covalent
unissant le « quencher » au fluorophore (Schéma 22 A), soit 2) a la transformation chimique du
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« quencher » en un motif n’absorbant plus aussi efficacement I’énergie émise par le fluorophore
(Schéma 22 B).

A) _ FRET
[Quencher

RI— __ " Fluorophore R “ Fluorophore "
. hon emissif i . émissif

p .
Quencher

B) FRET %
N

- .
 Fluorophore Fluorophore
. non emissif émissif

Schéma 22 : Principe de la ligation fluorogénique via un processus FRET

La premiére approche a été utilisée parle groupe de Bertozzi en 2008 afin de rendre fluorogéniquela
ligation Staudinger. En effet, au cours de cette réaction, I’addition de I’azoture sur la phosphine
conduita l’aminolyse intramoléculaire de I’ester libérant ainsi le fluorophore du quencher. Le retour
de fluorescence alors observé a permis d’imager des membranes cellulaires par insertion
métabolique d’un mannose modifié par la fonction azoture®™ (Schéma 23). La gamme de
fluorophores en principe éligible a cette stratégie est large, mais elle est limitée par I’efficacité du
phénomeéne de FRET et/ou TeP ®, liée aux propriétés photophysiques du quencher qui doivent
coincider avec celle du fluorophore (Voir page 44).
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Schéma 23 : Ligation Staudinger fluorogénique.

La seconde approche a été proposée en 2010 par Weissleder, qui a développé une ligation
fluorogéniquebasée surlapaire tétrazine/TCO. Les tétrazines possédent une bande d’absorption a
520 nm quileurpermetde « quencher » lafluorescence des fluorophores émettant dans cette zone
par processus FRET. Ces premiéres tétrazines fluorogéniques ont permis au groupe de Weissleder de
réaliser le suivi de petites molécules, notamment le Taxol, afin d’imagerle réseau de microtubules au
seinde cellulesvivantes " (Schéma 24). L utilisation de ces propriétés photophysiques particuliéres
destétrazines seraabordée plus en détaildansle chapitre 3. Cette approche est toutefois limitée aux
fluorophores ayant une gamme d’émission compatible avec le spectre d’absorption des tétrazines
(environ 520 nm).
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Schéma 24 : iEDDA fluorogénique

En 2014, les groupes de Weissleder et Devaraj ont développés, indépendamment, des tétrazines
« ultra» fluorogéniques basées sur un mécanisme de type TBET (voir page 106). Ces nouveaux outils
ont permis de réaliser le marquage de biomolécules en milieu biologique, comme le marquage

spécifique d’anticorps au sein de cellules vivantes®?'.

3. Les ligations fluorogéniques par TeP

Cette stratégie met en ceuvre un transfert d’électrons photoinduits entre le fluorophore a I’état
excité et une entité chimique spatialement proche, qui a pour conséquence de rendre le fluorophore
non émissif. En revanche, lorsquel’entité subit une modification chimique, elle perd cette capacité a
échanger des électrons avec le fluorophore, ce qui conduit a une restauration de fluorescence.
L'azoture est un bon exemple d’une telle entité chimique, car lorsqu’il réagit avec un alcyne via
CuAACou SPACC, il conduita laformation d’une nouvelle entité chimique, le triazole, qui n’a plus la
capacité d’induire un phénoméne de TeP avec le fluorophore. La fluorescence est alors restaurée

(Schéma 25).
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S . émissif . hon emissif S . émissif

Ry

R <

Schéma 25 : Principe des ligations CUAAC et SPAAC fluorogéniques par effet TeP.

Ainsi plusieurs azotures fluorogéniques ont été développés dans les années 2010. Ces dérivés
profluorescents basés sur les structures d’anthracene, de fluorescéine, de BODIPY, ou encore de
silico-rhodamine ont permis le marquage d’une protéine (BSA), ou encore le marquage de
peptidoglycanes présents sur les membranes de cellules ou de bactéries par métabolisation de
saccharides modifiés avec une fonction alcyne*™*! (Figure 15).

HO o o]
. 900

N3

Figure 15 : Structures de quelques azotures fluorogéniques

Toutefois, le motif azoture n’est pas le seul a avoir la capacité de réalisé du TeP oxydatif. En effet,
c'est également le cas du motif maléimide qui a la capacité de « quencher » les fluorophores
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auxquels il est rattaché. Ainsi, en présence de thiols, et suite a une réaction de thio-Michael, le
maléimideva perdre sacapacité a réaliserde TeP oxydatif etunretourde fluorescenceseraobservé.
Cette particularité anotamment été utilisée parle groupe de Keillor pourle marquage spécifique de
protéines présentantdes thiols vicinaux. Ce marquage a pu étre réalisé par le développement d’une
sonde présentant deux motifs maléimide en son sein™ (Schéma 26).
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Schéma 26 : Marquage d’un protéine par utilisation d’une sonde TeP oxydatif basée sur le motif tétrazine.
quag p p y

Cette stratégie permet d’utiliser une large variété de fluorophores, avec des longueurs d’ondes
d’excitations etd’émissions variées. Or, elle nécessite un « quenching » par TeP tres efficace, ce qui
n’est pastoujoursle cas. De plus, elle est limitée aux réactions de bioconjugaison mettant en jeu des

fonctions chimiques éligibles aux phénomenes de TeP, directement greffées sur les fluorophores
(principalement azotures et maléimides).

4. Les ligations fluorogéniques par formation d’un motif
fluorescent.

La derniére approche présentéeici repose sur un principe plutétsimple. En effet, il s’agit de réaliser
une ligation générant un motif présentant des propriétés de fluorescence a partir de partenaires qui
en sont dépourvus (Schéma 27). Cette approche présente |'avantage de mettre en ceuvre des
structures chimiques plus compactes que les approches précédentes, ainsi qu’un caractere « off-on »
de la fluorescence trés marqué.

R'— —R2 — R'— _R?

Partenaires Produit
non fluorescents fluorescent

Schéma 27 : Principe de la ligation fluorogénique par formation d’un motif fluorescent

Ce principe plutétsimple présente enréalité un véritable potentiel. En effet, en plus de réaliser un
marquage profluorescent, cette approche permet de réaliser une ligation entre deux groupements
différents R' et R? dont I'un n’est pas nécessairement un fluorophores (éteint ou non),
contrairemental’approche FRET ou libération de fluorophore. De plus, ces réactions sont tres utiles
puisqu’elles évitent I’utilisation de fluorophores externes dont la synthese et la fonctionnalisation
sont parfois fastidieuses et augmentent la taille des conjugués. La principale limitation que I'on
pourraittrouver a cette stratégie réside dans les propriétés photophysiques du fluorophore formé
(longueurs d’ondes d’excitation et d’émission, rendement quantique et brillance), qui sont décrites
dans les exemples, comme peu compétitifs avec les fluorophores organiques couramment utilisés.
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Parmi ce type de réaction on peutciterla réaction « photo-click », laplus représentée, qui se réalise
entre les tétrazoles et les alcénes sous irradiation lumineuse (cf. chapitre introduction). En 2010
I’équipede Qing utilise pourlapremiére fois les propriétés de fluorescence de la pyrazolineformée a
I’issue de laréaction pour marquer des biomolécules modifiées avec un alcéne parvoie métabolique
et réaliser de 'imagerie in cellulo™. En 2013, la méme équipe a réalisé un allongement de la
conjugaison du tétrazole, ce qui apermis d’avoirun effet batochrome surl’émission de la pyrazoline
obtenue, passant ainsi de 520 nm a une émission supérieure 3 600 nm™® (Schéma 28).
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Schéma 28 : Réaction de « photo-click » fluorogénique entre les tétrazoles et les alcénes, structure de quelques
tétrazoles utilisés et propriétés photophysiques des pyrazolines obtenues.

La SPAACaégalement été utilisée afin de formerun motif fluorescent. En effet, en 2012 I’équipe de
Boons a développé un cyclooctyne dont le produit de cycloaddition avec un azoture d’alkyle est
fluorescent. Cette réaction a permis 'introduction d’un tag fluorescent sur la BSA ™" (Schéma 29).
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Schéma 29 : SPAAC profluorescente développée par I’équipe de Boons en 2012

1. Résultats et discussions

1. Développement d’une nouvelle réaction chimiosélective et
fluorogénique basée sur la ligation Kondrat’eva

1.1. Présentation de la stratégie mise en ceuvre

En 2014, il a été développé dans I’équipe par mon prédécesseur le Dr. Laurie-Anne Jouanno, une
nouvelleligation chimiosélective!™® entre les 5-alkoxyoxazoles™ et les maléimides™.. Cette ligation
est décrite en détail dans les articles cités, nous ne reviendrons ici que sur ces principales
caractéristiques. Elles’effectue en deux étapes. La premiéere est une cycloaddition de Diels-Alder a
demande électronique normale, conduisant a un oxabicyle intermédiaire sous forme d’'un mélange
de stéréoisomeéres. Si la réaction est effectuée dans des conditions réactionnelles neutres ou
légeérement basiques, cette derniére est stoppée a cette premiére étape. En revanche, si la réaction
est conduite en milieu acide, une réaction d’élimination favorisée par une réaromatisation est
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observée. Cettederniere permet ainsi de former un azaphtalimide souslaforme d’un seul et unique
stéréoisomere. Le milieu acide (tampon acétate, pH 5,0 37°C, ou H,O -éventuellement avec un
solvantorganique miscibles’il yades problemes de solubilisation des substrats-, avec une quantité
catalytique d’acide comme [I'acide trifluoroacétique (pH environ 2)) nécessaire a cette
réaromatisation peut étre une limitation dans certaines applications. Toutefois, il posséde I’avantage
d’augmenter considérablement la chimiosélectivité de la réaction, en limitant la cinétique de
I’addition des nucléophiles (thiols ou amines) surle maléimide. Cependant, une compétition avec les
thiols a toutefois été observée lorsque la réaction est réalisée a pH 5,0"%. De plus, Le motif
azaphtalimide se révéle étre structurellement proche des 4-hydroxyphthalimides fluorescents
développés parle groupe de Songen 2015%" (Schéma 30 A). Ainsi aprés une étude photophysique, il
s'est avéré que le motif azaphthtalimide présentait lui aussi des propriétés de fluorescence
intéressantes (Schéma 30 B).
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Schéma 30 : A) 4-hydroxyphthalimide développé par Song en 20152 B) ligation fluorogénique basée sur la réaction de
Kondrat’eva.

Suite a cette découverte, une étude photophysique compléte a été réalisée surces composés, et une
relation entre lastructure etles propriétés photophysiques ontainsi pu étre rationnalisées. De plus,
le pKa entre laforme phénol et phénolatede |’azaphthalimide a été déterminé et s’est révélé égal a
6. Ce quiveutdire qu’apH physiologique le composé est majoritairement sous sa forme phénolate,
qui estsa forme fluorescente. Ainsi, quatre applications ont été réalisées aveccette nouvelle ligation
fluorogénique : le marquage fluorescent de biomolécules, et les synthéses de trois sondes FRET
hydrosolubles, dont une utilisée pourle suivi de I’activité enzymatique et la détection de I’urokinase,
gui estune enzyme surexpriméedans le cadre de plusieurs cancers, dont celui de la prostate (Figure
16).
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Figure 16 : Applications réalisées avec la ligation Kondrat’eva fluorogénique.

Cestravauxont faitl’objetd’une publication dansle journal Chemistry, an European Journal en 2016
(Kévin Renault, Laurie-Anne Jouanno, Antoine Lizzul-Jurse, Pierre-Yves Renard, Cyrille Sabot Chem.
Eur. J. 2016 22, 18522 — 18531)??),

1.2. Article 1: Fluorogenic Behaviour of the Hetero-Diels-Alder

Ligation of 5-Alkoxyoxazoles with Maleimides and their
Applications
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Fluorogenic Behaviour of the Hetero-Diels-Alder Ligation of 5-
Alkoxyoxazoles with Maleimides and Applications

Kévin Renault,” Laurie-Anne Jouanno,™ Antoine Lizzul-Jurse,? Pierre-Yves Renard,” and

Cyrille Sabot*™

Abstract: Fluorogenic reactions are largely underrepresent-
ed in the toolbox of chemoselective ligations despite their
tremendous potential, particularly in chemical biology and
biochemistry. In this respect, we have investigated in full
detail the fluorescence behaviour of the azaphthalamide,
a scaffold which is generated through a hetero-Diels-Alder

reaction of 5-alkoxyoxazole and maleimide derivatives under
mild conditions that are compatible with, among others,
peptide chemistry. The scope and limitations of such a fluo-
rogenic labelling strategy were examined through four dis-
tinct applications, which target enzymatic activities or bioor-
thogonal reactions.

Introduction

Chemoselective ligation chemistry has dramatically gained im-
portance in recent years, which provides fascinating opportuni-
ties in different research fields, including material and life sci-
ences.” It involves reliable covalent bond formation, which
takes place specifically between two chemical handles under
mild conditions and avoids significant interference with biolog-
ical functional groups. This strategy enables effective construc-
tion of (bio)molecular structures that span from simple scaf-
folds to complex molecular architectures, which is enabled by,
among other characteristics, their broad functional group toler-
ance and reaction condition tolerability.”’

Different ligation strategies have been proposed over the
years, and condensation reactions of hydrazines/alkoxyamines
with carbonyl derivatives to provide the corresponding hydra-
zones/oximes were among the first chemoselective ligations to
be reported.”! Azides have proven to be a particularly effective
reaction partner, first with triarylphosphines in the Staudinger
ligation” and then with alkynes in the copper-catalyzed
azide-alkyne cycloaddition (CuAAC).”' Later on, strain-promot-
ed azide-alkyne (SPAA)," alkyne-sydnone,” and alkyne-cyclic
nitrone cycloaddition (SPANC)®™ were developed to circumvent
the use of toxic copper catalysts. Several other ligation strat-
egies have been proposed, which include inverse-electron-
demand Diels-Alder reactions between tetrazines and strained

[a] K. Renault, A. Lizzul-Jurse, Prof. Dr. P-Y. Renard, Dr. C. Sabot
Normandie University, CNRS, UNIROUEN, INSA Rouen
COBRA (UMR 6014), 76000 Rouen (France)

E-mail: cyrille.sabot@univ-rouen.fr

[b] Dr. L.-A. Jouanno

Department of Chemistry and Biomolecular Sciences

University of Ottawa, 10 Marie Curie, Ottawa, Ontario, KIN 6N5 (Canada)
1 Supporting information and the ORCID identification number(s) for the au-
@ thor(s) of this article can be found under:

http://dx.doi.org/10.1002/chem.201603617.

Chem. Eur. J. 2016, 22, 1-11 Wiley Online Library

These are not the final page numbers! 22

alkenes” and between o-quinone methides and vinyl thioeth-
ers.nol

Specifically, some ligation strategies have been used to
design molecular biosensors and bioprobes for real-time moni-
toring of biological events or enzymatic assays suitable for
high-throughput screening or biomedical imaging applica-
tions."” The preparation of such biomolecular systems mostly
relies on a fluorescent labelling step, which involves chemose-
lective ligation tools. In most cases, a fluorescent dye is re-
quired on the ligation partner to label the molecule of interest;
however, there are a few scarce examples of fluorogenic reac-
tions'"™ that enable the formation of fluorescent linkages, such
as the aldehyde-amino benzamidoxime ligation,"” the tetra-
zole-alkene photoclick chemistry,"* or azide-cyclooctyne liga-
tion with specifically designed cyclooctynes."

We recently reported the Kondrat'eva ligation, an irreversi-
ble-based Diels-Alder reaction between 5-alkoxyoxazole and
maleimide derivatives, which led to the formation of an azaph-
thalimide linker."®'” Interestingly, this irreversible two-step re-
action, which involves a Diels-Alder reaction followed by an ar-
omatization step with concomitant release of ethanol, oc-
curred in a single-step protocol either in the presence of a few
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Scheme 1. Phthalimide and azaphthalimide derivatives.
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equivalents of trifluoroacetic acid (TFA) in the medium or in
a sodium acetate buffer (pH 5.0). Shortly after publishing our
article, Song etal. reported a phthalimide-based fluorescent
probe for the detection of biothiols (Scheme 1a)."® Their result
led us to examine whether the azaphthalimide scaffold that is
generated during the ligation process would be fluorescent,
and if so, to what extent (Scheme 1b). Herein, we report the
detailed investigation of the photophysical properties of
azaphthalimide scaffolds along with their direct applications in
the synthesis of biologically relevant fluorogenic probes.

Results and Discussion
Study of photophysical properties of azaphthalimides

The optical behaviour of the azaphthalimide scaffold (i.e., sol-
vent and pH effect) was determined by using the model com-
pound 1. First, absorption and emission spectra were recorded
in various solvents, which ranged from nonpolar aprotic to
polar protic medium (Figure 1a).

In weakly ionizing solvents, such as toluene or dichlorome-
thane, an absorption band at ~350 nm was mainly observed.
In contrast, in polar aprotic and polar protic solvents, such as
DMF, MeOH, or water, a new absorption peak was detected
above 400 nm along with a decrease in the intensity of the
band at 350 nm. From these positive solvatochromic results,
it was assumed that the high- and low-energy absorption
band could be assigned to neutral and ionized azaphthalimide
species, respectively. In fact, polar media would favor the for-
mation of a hydrogen-bonding interaction between the hy-
droxyl group of the azaphthalimide moiety and the solvent. To
further investigate this hypothesis, the influence of the depro-
tonation of the hydroxyl group of azaphthalimide 1 on the ab-
sorption and fluorescence emission spectra was investigated in
the nonpolar toluene solvent (Figure 1b-d). The absorption
peak at ~350 nm decreased gradually upon the addition of
1,8-diazabicyclo[5.4.0]Jundec-7-ene (DBU), and the appearance
of a red-shifted absorption band was observed at =420 nm.
Moreover, the gradual disappearance of the fluorescence emis-
sion that corresponded to an excitation in the high-energy ab-
sorption band (350 nm) was observed, and a band at
~520 nm appeared. Besides, a noticeable increase in the emis-
sion peak intensity at ~520 nm under an excitation wave-
length of 430 nm was observed. Collectively, these data sug-
gest that the neutral azaphthalamide species absorbs at
350 nm and emits at 420 nm, and the phenolate species ab-
sorbs at 420 nm and emits at 520 nm. These results are also
confirmed by the analysis of their excitation spectra recorded
at 420 and 520 nm (see the Supporting Information). In most
of the aforementioned solvents (except toluene and CH,Cl,),
both phenol and phenolate species are present in the reaction
medium, albeit in different proportions. Furthermore, the phe-
nolic form of the azaphthalimide generally exhibits a signifi-
cantly weaker fluorescence at 420 nm than its phenolate coun-
terpart at 520 nm. Indeed, deprotonation of the hydroxyl
group increases the electron density within the aromatic ring
system and then enhances the intramolecular charge transfer
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(ITC) process, which is likely responsible for fluorescence emis-
sion. Consequently, the absorption and emission behaviour of
the azaphthalimide scaffold was investigated in aqueous
media at different pH values to determine the suitability of the
azaphthalimide scaffold for future fluorescence applications.
The spectroscopic data of compound 1 were recorded in
aqueous solutions of pH 1.1-10.9 (Figure 2). A decrease in pH
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Figure 1. Photophysical behaviour of compound 1. a) Absorption spectra in
different solvents and b) in toluene in the presence of different amounts of
DBU at 25 °C. Emission spectra in toluene in the presence of different
amount of DBU upon an excitation at ¢) 350 nm and d) 430 nm at 25°C.
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value resulted in a decrease in intensity of the absorption
band at ~420 nm and a concomitant increase in intensity of
the absorption band at =350 nm, with an isosbestic point at
378 nm. Next, the fluorescence spectra were determined at an
excitation wavelength of 430 nm for different pH values. As ex-
pected from the absorption spectra, the emission intensity de-
creased as the pH of the solution was lowered. From this
study, it appears that the phenolate ion (i.e., the most fluores-
cent species) is the predominant form at pH values higher
than 6.0, which corresponds to the pK, value that was calculat-
ed from the absorbance values at 420 nm at different pH
values (see the Supporting Information). To quantify this trend
more precisely, the fluorescence quantum yield of compound
1 was measured at different pH values (pH 2.2-10.9, Table 1).
Under an excitation wavelength of 430 nm, acceptable quan-
tum yields were observed for pH values higher than 5.6. Fol-
lowing these encouraging results, the photophysical properties
of a series of diversely functionalized azaphthalimides were
subsequently determined to assess the impact of substituents
on the photoluminescence characteristics of the azaphthali-
mide and thus understand specific requirements for optimal
fluorescence emission (entries 10-13). 2-Benzyl-subsituted pyri-
dine systems exhibited quantum yields at pH 7.4 that were
comparable to that of compound 1 (0.07-0.10, entries 11-13)
with the exception of unsubstituted compound 2, which dis-
played a markedly lower quantum yield (0.02, entry 10). Ac-
cordingly, the presence of an aliphatic group at position 6 of
the pyridine ring system is crucial for fluorescence enhance-
ment. Satisfyingly, conjugatable or conjugated hexanoic-acid-
based derivatives 6-8 exhibited appreciable quantum yields in
the range of 0.15-0.18, which is even higher than those of
their 2-benzyl-substituted congeners, but with lower levels of
brightness.

Applications of the fluorogenic Kondrat’eva ligation

The scope and limitations of such a fluorogenic labelling strat-
egy were examined through four distinct applications, which
are detailed hereafter.

Peptide labelling (Application 1)

The chemical modification of proteins or peptides that are
only available in small quantities is generally conducted with
an excess of more readily accessible labelling agents to com-
pensate for the dilution conditions. In this context, a fluorogen-
ic ligation reaction would advantageously avoid unwanted
fluorescence emission from the unreacted starting material,
which was used in excess and may not be easily removed from
the product. To illustrate this point, the heptapeptide 9, pre-
pared through standard solid-phase synthesis, was functional-
ized with the maleimide 10. The corresponding maleimide-
modified heptapeptide 11 was treated with a three molar
excess of oxazole 12 in NMP in the presence of 1 equivalent of
TFA (Scheme 2). It is worth noting that, when in aqueous
media, the Kondrat'eva ligation could proceed even in the
presence of a large excess of TFA owing to the buffering effect
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Figure 2. a) Absorption and b) emission spectra of compound 1 at 25°C
upon an excitation at 430 nm at different pH values.

of water; however, in organic media, TFA should not exceed
one or two equivalents relative to the oxazole (see the Sup-
porting Information). The resulting RP-HPLC analysis with UV
detection of the reaction mixture clearly showed the presence
of two close peaks at 9.58 and 9.63 min, which correspond to
the excess of starting oxazole 12 and the azaphthalimide prod-
uct 13, respectively, and were inseparable by semi-preparative
RP-HPLC (Figure 3). Advantageously, in the fluorescence detec-
tion mode, only the peak that corresponded to the azaphthali-
mide conjugate 13 was observed on the chromatogram (along
with the peptide product in a different protonation state at
10.29 min), the unreacted oxazole peak being no longer visi-
ble.

Synthesis of a coumarin-azaphthalimide-based FRET cassette
(Application 2)

Fluorescent or fluorogenic molecular systems have become
very popular chemical tools in diverse fields of research, such
as in medicinal chemistry for the determination of enzymatic
activity or in chemical biology for real-time monitoring and
imaging of biological events. In this respect, the spectrum of
use of azaphthalimide dyes for fluorescence applications was
explored through the design of three different FRET-based
probes. Such molecular systems involve a donor fluorophore,
which transfers its excitation energy to a nearby acceptor chro-
mophore (fluorophore or quencher) in a nonradiative manner.
To optimize the FRET process, the donor emission spectrum
should significantly overlap the acceptor absorption spectrum.
Initially, the construction of a FRET cassette was investigated
through the covalent attachment of two fluorophores that dis-
played substantial spectral overlap (see the Supporting Infor-
mation): a coumarin dye 14 as the donor, recently reported by
us" and an azaphthalimide scaffold 6 as the acceptor
(Scheme 3). Complete photophysical properties of the corre-
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Table 1. Spectroscopic behaviour of azaphthalimides 1-8.

(0]
OEt [‘éN_RS OH o
R1 R'
= o) A g
N —_— N N-R
R? rR2 ©

Entry Cmpd R' R? R pH Aabs [NM]@ Jem [NM]® elm'em™ @
1 1 Bn Me Me 22 420 522 3300 <0.01
2 45 420 522 6300 0.01
3 5.6 420 522 9400 0.04
4 6.7 417 522 12900 0.08
5 7.0 418 520 14000 0.09
6 7.4 417 520 13700 0.09
7 85 417 520 11600 0.1
8 9.9 418 520 12000 0.09
9 10.9 417 521 10700 0.09
10 2 Bn H Me 74 407 513 o 0.02
n 3 Bn CH,Bn Me 7.4 418 521 kl 0.10
12 4 Bn Me Ph 74 41 521 W 0.07
13 5 Bn Me (CH,):COH 74 418 519 2 0.10
14 6 (CH,)sCO,H Me Me 22 415 520 1300 0.08
15 45 417 518 5000 0.05
16 5.6 47 519 4700 0.07
17 6.7 415 517 5900 0.14
18 7.0 413 521 6000 0.15
19 7.4 416 517 6500 0.15
20 85 415 520 6000 0.17
21 9.9 415 518 6400 0.16
22 10.9 415 517 7500 0.16
23 7 (CH,)sCONHCHPh(Et) Me Me 74 416 518 | 0.16
24 8 (CH,)sCONHCHPh(Et) Me (CH,)sCONHBn 7.4 418 519 | 0.18

[a] A,ps is the maximum of the absorption band responsible for the emission observed at A, [b] Measurement determined at 25°C by a relative method
that used Lucifer yellow as standard (& =0.21 in water) with excitation at 430 nm. [c] Not determined.
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Scheme 2. Synthetic route to fluorescent peptide 13 from peptide 11 and oxazole 12.

sponding FRET pair 16, which was obtained in 90% yield from
compound 15, were determined to establish whether the
spectral properties of each fluorophore were preserved upon
their conjugation. The UV/Vis absorption spectrum of the FRET
cassette 16 showed two absorption maxima at 325 and
420 nm, which is in accordance with the sum of absorption
bands of the parent dyes (Figure 4).

Chem. Eur. J. 2016, 22, 1-11 www.chemeurj.org

As expected from the FRET strategy, the azaphthalimide dye
could now be selectively excited at 315 nm, while allowing
emission in the green region of the spectrum (Figure 4c,
dotted curve). Thus, a large pseudo-Stokes shift of 195 nm was
observed, which advantageously avoids any self-absorption
phenomenon that standard fluorophores may suffer from.
Moreover, the energy-transfer efficiency (ETE) was found to be
77 %, which demonstrates the successful combination of these
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Figure 3. HPLC chromatogram of the ligation step that involves the starting
materials 11 and 12 and the product 13, in the a) UV and b) fluorescence
(Aex=420 nm, 4., =520 nm) detection mode.

two fluorophores, although significant residual fluorescence at-
tributed to the coumarin moiety was still observed at 325 nm.
This latter result highlights the difference in fluorescence effi-
ciency between those two fluorophores.
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Synthesis of an azaphthalimide-tetrazine-based smart probe
(Application 3)

The preparation of a bioorthogonal smart probe based on
a novel fluorophore/quencher FRET pair was envisioned. In this
approach, the enhancement in fluorescence emission intensity
was selectively triggered through a bioorthogonal process. Ac-
cordingly, this recent labelling strategy enabled direct fluores-
cence imaging of diverse biological targets without the remov-
al of excess unreacted probe by several washing steps. Al-
though significant progress has been made in the develop-
ment of tetrazine-based smart probes by using BODIPY, cou-
marin, or fluorescein fluorophores, we seized the opportunity
to increase their limited number, specifically by using a readily
accessible fluorogenic probe.

Tetrazine 17 displays an absorption maximum of 521 nm,
which also corresponds to the emission maximum of the
azaphthalimide ring system. Consequently, a tetrazine-azaph-
thalimide-based FRET probe was envisioned and achieved
through a final amide bond formation step between the
amino tetrazine 17 and the carboxylic acid moiety of the
azaphthalimide 18 (Scheme 4). With the probe in hand, its flu-
orogenic behaviour was explored through the inverse-elec-
tron-demand Diels-Alder cycloaddition with the strained
alkene norbornene 20 in phosphate-buffered saline (PBS,
pH 7.4) at room temperature. Satisfyingly, a significant four-
fold fluorescence turn-on response was observed at 520 nm
within 10 min of the reaction commencement (Figure 5). This
result demonstrates that the fluorescence of the azaphthali-
mide scaffold could be quenched by the tetrazine core, pre-
sumably through a FRET mechanism. Thus, reaction of the tet-
razine moiety with the strained alkene could be directly fol-
lowed in real time through the fluorescence recovery of the

o -
@ e
TFA 3 %0 [ NMe dio )
N7 3NHs Oy nme | )—me 6 equi 9 |
o) N NG R N \ (6 equiv) o SN
TFA Ho I o & VA NN, N
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Phsplﬁso o0 HOL L SN e 4, TFABG e " =
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3
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Scheme 3. Preparation of the coumarin-azaphthalimide-based FRET cassette 16.
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Figure 4. Normalized absorption (dashed line), emission (dotted line, 2.,,=315 nm for compounds 14 (a), 16 (c) and 4., =430 nm for compound 6 (b)), and ex-
citation spectra (black line, A, =395 nm for compounds 14 (a), 16 (c); grey line, A, =520 nm for compounds 6 (b), and 16) in PBS pH 7.4 at 25°C.
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Figure 5, a) Fluorescence emission spectrum (“Scan” mode, 4., =420 nm) of probe 19 before (black) and after (grey) addition of a 3-fold excess of norbornene,
b) Fluorogenic activation time course (“kinetic” mode, 4., =420 nm, A, =520 nm) of probe 19 in PBS pH 7.4 at 25°C.

azaphtalimide moiety. Notably, probe 19 could advantageously
be used to compare the kinetics of tetrazine-based Diels-Alder
reactions with various dienophiles.*”

Synthesis of a fluorogenic substrate of urokinase (Application
4)

The final investigation relied upon the preparation of a FRET-
based urokinase-plasminogen-activator(uPA)-sensitive probe;
uPA is a diagnostically relevant serine protease owing to its
overexpression in breast and prostate cancer. Accordingly, the
fluorogenic probe 24, which constituted a FRET pair of an
azaphthalimide fluorophore and a newly prepared dabcyl-like
quencher 212" that were connected at both ends of octapep-
tide H-Ser—Gly—Arg—Ser—Ala—Asn—Ala—Lys—NH, (known uPA
substrate),"®*? was prepared in three steps from compound 9.
During the first two steps, the diazo quencher 21 and the mal-
eimide 10 were consecutively attached at the N- and C-termi-
nal of the octapeptide, respectively. Then, the hetero-Diels—
Alder reaction of intermediate 23 with the oxazole 12 afforded
the corresponding conjugate in 38% yield. The structure of
the resulting probe was unambiguously confirmed by HRMS
analysis (Scheme 5).

Results obtained from the proteolysis of the fluorogenic
probe 24 with commercial uPA are summarized in Figure 6.
Even though an important quenching of fluorescence was ob-
served before the enzymatic digestion, the fluorescence was
completely recovered in the presence of uPA within 30 min.
The quenching efficiency (QE) was determined to be 93%,

Chem. Eur. J. 2016, 22, 1 - 11 www.chemeurj.org

which issued a satisfying ten-fold increase in fluorescence at
520 nm after enzymatic digestion (Figure 6).

Conclusion

This study reports the detailed photophysical properties of the
azaphthalimide, a green-emitting moiety that was generated
through the ligation of the nonfluorescent oxazole and malei-
mide moieties. This work demonstrated that azaphthalimides
display solvatochromic character owing to hydrogen-bonding
interactions with the solvent, for which the most fluorescent
species (i.e., phenolate) is favored in polar or basic media as
well as in physiological conditions. Finally, the albeit moderate
fluorescence behaviour of azaphthalimides has found useful
applications, in particular for the construction of fluorogenic
FRET-based probes to target specific enzymatic activities or to
evaluate the efficacy of bioconjugate processes, such as the
tetrazine ligation. The latter application is currently being in-
vestigated in our group.

Experimental Section
General information

Flash column chromatography purifications were performed on
silica gel (40-63 mm). Thin-layer chromatography (TLC) were car-
ried out on Merck DC Kieselgel 60 F-254 aluminum sheets. The
spots were visualized by illumination with a UV lamp (at 254/
365 nm) and/or staining with KMnQ, solution. Unless otherwise
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Figure 6. a) Fluorescence emission spectrum (“Scan” mode, 4.,=420 nm) of probe 24 before (black) and after (grey) incubation with uPA in PBS pH 7.4 at
37°C. b) Fluorogenic activation time course (“kinetic” mode, A.,=420 nm, 4.,,=520 nm) of probe 24 in PBS pH 7.4 at 37°C.

noted, all chemicals were used as received from commercial sour-
ces without further purification. PBS (pH 7.4, 0.1m), carbonate
buffer (pH 10.89, 0.1 M), and ag. mobile phases for HPLC were pre-
pared with water that was purified by means of a MilliQ system
(purified to 18.2 MQ cm).

Instrument and methods

'H and "*C NMR spectra were recorded on a 300 MHz spectrometer.
Chemical shifts are expressed in parts per million [ppm] by using
the residual solvent peak for calibration. J values are expressed in
Hz. High resolution mass spectra (HRMS) were obtained by using
an orthogonal acceleration time-of-flight (oa-TOF) mass spectrome-
ter equipped with an electrospray source in positive and negative
modes. Low resolution mass spectra (LRMS) were obtained with
a mass spectrometer equipped with an ESI source. UV/Vis absorp-
tion spectra were obtained by using a rectangular quartz cell (stan-
dard cell, Open Top, 10x 10 mm, chamber volume=3.5 mL). Fluo-
rescence spectroscopic studies (emission/excitation spectra) were
performed by using a semi-micro quartz fluorescence cell (Hellma,
104F-QS, 10x4 mm, chamber volume=1.4 mL for quantum yields
determination, chamber volume =3.5 mL for all other studies). In
vitro fluorescence assays and in vitro enzymatic assays were per-
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formed by using an ultra-micro quartz cell (Hellma, 105.251-QS,
20x3 mm, chamber volume=45 pL). The absorption spectra of
azaphtalimide derivatives were recorded (430-800 nm) in basic
conditions or polar and protic solvent at 25°C. The absorption
spectra of azaphtalimide derivatives were recorded (370-800 nm)
in acidic conditions or in apolar and aprotic solvent at 25 °C. Excita-
tion/emission spectra were recorded under the same conditions
after emission/excitation at the corresponding wavelength (366/
430 nm, excitation and emission filters: auto, excitation and emis-
sion slit=2.5 nm). Fluorescence quantum yields were measured at
25°C by a relative method that used Lucifer yellow (®=21% in
water, 430 nm) as a standard.”” The following Equation (1) was
used to determine the relative fluorescence quantum yield:

q)F(X) = (As/Ax) (Fx/Fs) (nx/ns)z (DF(S)

in which A is the absorbance (in the range of 0.01-0.1 a.u.), F is the
area under the emission curve, n is the refractive index of the sol-
vents (at 25°C) used in measurements, and the subscripts s and
x represent standard and unknown, respectively. The following re-
fractive index values were used: 1.337 for PBS, 1.333 for water,
1.362 for EtOH, 1.497 for toluene, 1.424 for CH,Cl,, 1.344 for MeCN
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HEok?H M, 1.407 for THF, 1.328 for MeOH, 1.431 for DMF, and
1.478 for DMSO.

Preparation of the carbonate buffer (pH 10.89, 0.1 m)

500 mL of a 0.1 m solution of NaHCO; and 500 mL of a 0.1m solu-
tion of Na,CO;10H,0 were prepared. 0.1m solution of NaHCO,
(50 mL) was added to the 0.1 m solution of Na,CO,-10H,0 (450 mL)
to give, after the pH value was adjusted by using a pH-meter, the
carbonate buffer (pH 10.89, 0.1 m).

HPLC systems used for purity control or purification
Analytical HPLC

System QC1: Accucore C18 column (2.1x 150 mm) with MeCN am-
monium acetate buffer (20 mm, pH 7.0) as a linear gradient over
35 min from 10-90% of MeCN at a flow rate of 0.4 mLmin~' and
injection volume of 1 pL. UV/Vis wavelength used for the absorb-
ance detection was performed at 230 nm, and UV/Vis wavelength
used for the fluorescent detection was performed at 420 nm for
excitation and 520 nm for emission.

System QC: Thermo Hypersyl GOLD C18 column (5pm, 2.1x
100 mm) with MeCN and 0.1% aq. TFA as eluents (0% MeCN for
5 min followed by 0-100% MeCN for 40 min) at a flow rate of
0.25 mLmin~".

Semi-preparative HPLC

Several chromatographic systems were used for the purification
steps:

System A: RP-HPLC (Varian Kromasil C18 column, 10 um, 10.0%
250 mm) with MeCN and 0.1% ag. TFA as eluents (0% MeCN for
5 min, 0-30% MeCN for 30 min, an isocratic mixture of 30% MeCN
for 15 min, and 30-100% of MeCN for 55 min) at a flow rate of
7 mLmin~". UV/Vis wavelength used for the detection was per-
formed at 465 nm.

System B: RP-HPLC (Varian Kromasil C18 column, 10 um, 21.2%
250 mm) with MeCN and 0.1% aq. TFA as eluents (0% MeCN for
5 min, 0-100% MeCN for 100 min, and 100% MeCN for 45 min) at
a flow rate of 20 mLmin~". UV/Vis wavelength used for the detec-
tion was performed at 570 and 430 nm.

System C: RP-HPLC (Thermo Hypersil GOLD C18 column, 5 um,
10.0%250 mm) with MeCN and 0.1% aq. TFA as eluents (0% MeCN
for 10 min, 0-100% MeCN for 200 min, and 100% MeCN for
30 min) at a flow rate of 4 mLmin~'. UV/Vis wavelength used for
the detection was performed at 575 and 390 nm.

System D: RP-HPLC (Varian Kromasil C18 column, 10 um, 21.2x
250 mm) with MeCN and 0.1% aq. TFA as eluents (0% MeCN for
10 min, 0-100% MeCN for 100 min, and 100% MeCN for 20 min) at
a flow rate of 20 mLmin~'. UV/Vis wavelength used for the detec-
tion was performed at 330 and 235 nm.

System E: RP-HPLC (Varian Kromasil C18 column, 10 pm, 21.2x
250 mm) with MeCN and 0.1% ag. TFA as eluents (0% MeCN for
10 min, 0-100% MeCN for 100 min, and 100% MeCN for 20 min) at
a flow rate of 20 mLmin~". UV/Vis wavelength used for the detec-
tion was performed at 365 and 310 nm.

System F: RP-HPLC (Varian Kromasil C18 column, 10 um, 21.2%
250 mm) with MeCN and 0.1% aq. TFA as eluents (0% MeCN for
10 min, 0-100% MeCN for 200 min, and 100% MeCN for 30 min) at
a flow rate of 20 mLmin~". UV/Vis wavelength used for the detec-
tion was performed at 355 and 235 nm.
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System G: RP-HPLC (Varian Kromasil C18 column, 10 um, 21.2x
250 mm) with MeCN and 0.1% aq. TFA as eluents (0% MeCN for
5min, 0-20% MeCN for 20 min, 20-60% MeCN for 80 min, and
60-100% MeCN for 35 min) at a flow rate of 20 mLmin~'. UV/Vis
wavelength used for the detection was performed at 340 and
240 nm.

Synthesis of azaphthalimide peptide conjugate 13

Step 1: a) N-Hydroxysuccinimide (211 mg, 1.83 mmol, 1.1 equiv)
and EDCI-HCI (351 mg, 1.83 mmol, 1.1 equiv) were added to a solu-
tion of maleimide carboxylic acid 10%Y (355 mg, 1.67 mmol,
1 equiv) in a mixture of dry THF/EtOH (6 mL, 1:1 v/v). The resulting
reaction mixture was stirred at room temperature until reaction
completion (cycloexane/EtOAc 50:50). The solution was quenched
with a saturated solution of NaHCO,, extract with CH,Cl, (2x
20 mL). The combined organic phases were washed with brine,
dried over MgSO,, concentrated under vacuum, and used in the
next step without further purification. b) The TFA salt of the hepta-
peptide 9"¢ (20 mg, 18.7 umol, 1 equiv) and N-hydroxysuccini-
mide-activated maleimide 10 (7 mg, 22.5 pmol, 1.2 equiv) were dis-
solved in NMP (330 uL). DIEA (2.0m solution in NMP, 26.1 pL,
0.15 mmol, 8 equiv) was added, and the resulting reaction mixture
was stirred at RT for 2 h. The reaction progress was monitored by
RP-HPLC (System QC). After the reaction was completed, Et,0 was
added, and the resulting precipitate was centrifuged. The precipi-
tate that contained the maleimide-modified peptide was collected
and used without further purification in the next step, because we
found that the conjugate was not stable during purification on
semi-preparative RP-HPLC

Step 2: 5-Ethoxyoxazole 12"% (18 mg, 74.8 umol, 4 equiv) and a so-
lution of TFA (1.43 uL, 18.7 umol, 1 equiv) in water (210 pL) was
added to the peptide-maleimide conjugate, which was obtained
in Step 1, dissolved in DMSO (420 uL), and the reaction mixture
was stirred at RT for 5 h. The reaction progress was monitored by
RP-HPLC (System QC). The mixture was diluted with ag. 0.1% TFA
and purified by semi-preparative RP-HPLC, and the product-con-
taining fractions were lyophilized (System F). To remove the excess
oxazole, which was not separable from the azaphthalimide product
by semi-preparative RP-HPLC, Et,0 was added to the lyophilisate,
the resulting precipitate was centrifuged, and the product-contain-
ing fractions were lyophilized to give 10.5 mg (42% yield for the
two steps) of the azaphthalimide-labelled peptide 13 as a yellow
amorphous powder. UV/NVis (PBS): 4,.,=417 nm; HPLC (Sys-
tem QQ): ty=21.883 min (93 % purity).

Synthesis of the coumarin FRET pair 16

Compounds 14 and 15 were prepared according to a reported
procedure ¥

Compound 16

TFA (278 uL, 359, 3equiv) and N-methylmaleimide (8 mg,
72.0 umol, 6 equiv) were added successively to a solution of azaph-
thalimide 15 (11 mg, 12.0 umol) in a H,O/THF mixture (72 pL, 1:1).
The solution was stirred at RT for 18 h and directly purified by
semi-preparative RP-HPLC (System G). The product-containing frac-
tions were lyophilized to afford the product (12 mg, 90% yield) as
a yellow oil. '"H NMR (300 MHz, [D,JMeOD): 6 =7.95-7.71 (m, 15H),
7.69 (dd, J=8.7, 3.9 Hz, 1H), 7.01-6.93 (m, 1H), 6.93-6.86 (m, 1H),
6.27 (s, 1H), 4.25 (d, J=4.9 Hz, 2H), 3.75 (s, 2H), 3.68-3.56 (m, 2H),
3.25-3.14 (m, 4H), 3.06 (s, 3H), 2.92-3.82 (m, 2H), 2.67 (s, 3H),
2.24-2.13 (m, 4H), 1.77-1.55 (m, 6H), 1.41-1.26 ppm (m, 4H);
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BCNMR (75 MHz, [D,]MeOD): 6 =176.2, 170.8, 168.7, 163.0, 163.0,
162.9, 156.6, 156.6, 152.2, 146.9, 146.5, 136.4 (d, Jp_=2.9 Hz, 3Q),
1349 (d, Jp_c=10.1Hz, 6C), 131.6 (d, Jo.c=12.7 Hz, 6C), 127.6,
122.5, 1223, 119.7 (d, Jo_=86.9 Hz, 3C), 114.5, 114.5, 113.9, 102.7,
68.5 (d, Jo.c=16.5Hz, 1C), 40.1, 38.1, 37.6, 36.9, 33.2, 30.1, 30.0,
29.0, 26.7, 23.9, 23.5 (d, Jp_c=3.0 Hz, 1C), 20.0 (d, Jo_=53.7 Hz, 1Q),
19.5 ppm; IR (neat): 7=3363, 2942, 2509, 1672, 1611, 1543, 1438,
1385, 1280, 1201, 1178, 1134, 1114 cm™"; HRMS (ESI*): m/z calcd for
CsoHs,N,OgP: 867.3523 [M]*; found: 867.3499; HPLC (System QC):
t;=27.3 min, purity 97.5%.

Synthesis of the fluorogenic tetrazine-based probe 19

Compound 19

BOP ((Benzotriazol-1-yloxy)tris(dimethylamino)phosphonium hexa-
fluorophosphate ll llok? M) (29.2 mg, 0.066 mmol, 1.01 equiv),
benzylamine tetrazine 17%' (16.1 mg, 0.00718 mmol, 1.1 equiv),
and DIEA (46 pL, 0.26 mmol, 4 equiv) were added to a solution of
azaphthalimide 6 (20.0 mg, 0.0653 mmol, 1equiv) in dry DMF
(400 pL), and the reaction was stirred at RT for 2 h. Upon reaction
completion, the crude product was purified by flash-column chro-
matography (silica gel, EtOAc 100% to Acetone 100%). The residue
was diluted with aq 0.1% TFA and purified by semi-preparative RP-
HPLC (System E). The product-containing fractions were lyophilized
to give the product (6.6 mg, 21%) as an orange amorphous
powder. M.p. 122°C; "H NMR (300 MHz, CDCl;): 6=10.58 (s, TH),
8.55-8.28 (m, 3H), 7.52 (d, /=8.4 Hz, 2H), 439 (d, J=5.9 Hz, 3H),
2.97 (s, 3H), 2.87-2.78 (m, 2H), 2.61 (s, 2H), 2.19 (t, J=7.3 Hz, 2H),
1.71-151 (m, 4H), 1.42-1.28 ppm (m, 2H); “CNMR (75 MHz,
CDCly): 6=172.3, 168.1, 166.6, 165.4, 159.90, 158.1, 145.1, 130.3,
128.1, 128.1, 127.8, 127.8, 121.0, 79.4, 78.9, 78.5, 41.82, 353, 32.2,
28.6, 27.3, 25.1, 23.60, 19.6 ppm; IR (neat): v=3279, 2925, 2852,
1697, 1661, 1607, 1515, 1436, 1348, 1251, 1178 cm™'; HRMS (ESI)
m/z calcd for C,,H,5N,0,: 475.1968 [M+H]*; found: 476.2045; HPLC
(System QC): t;=23.15 min (96.3 % purity).

Preparation of the uPA-responsive probe 24

4-(methyl(4-((4-nitrophenyl)diazenyl)phenyl)amino)butanoic
acid 21

NOBF, (187.7 mg, 1.59 mmol, 1.1 equiv) was added to a solution of
para-nitroaniline (200 mg, 1.45 mmol, 1 equiv) in freshly distilled
CH,CN (2 mL) cooled to 0°C. The resulting reaction mixture was
stirred at 0°C for 15 min. A solution of 4-(methyl-phenyl-amino)-
butyric acid (308 mg, 1.59 mmol, 1.1 equiv) in freshly distilled
CH4CN (1 mL) was added dropwise, and the resulting mixture was
stirred for 30 min at RT. Ag. 0.1m acetate buffer (pH 5.0) was
added slowly until a precipitate appeared. The red solid was recov-
ered by filtration and washed with a mixture of H,O/CH,CN (1:1)
and Et,0. The crude product was purified by flash column chroma-
tography (silica gel, cyclohexane/EtOAc 60:40-40:60-0:100 then
EtOAc/MeOH 90:10). The product (108 mg, 22%) was isolated as
a red powder. M.p. 194°C; '"H NMR (300 MHz, [D;]DMSO): 6 =8.36
(d, J=9.1Hz, 2H), 7.93 (d, J/=9.1 Hz, 2H), 7.85 (d, /=9.1 Hz, 2H),
6.90 (d, /J=9.1 Hz, 2H), 3.55-3.44 (t, J=7.2 Hz, 2H), 3.08 (s, 3H),
237-217 (t, J=7.2Hz, 2H), 1.91-1.67 ppm (q, J=7.2Hz, 2H);
CNMR (75 MHz, [D,JDMSO): 6 =174.2, 156.3, 152.6, 146.8, 142.7,
126.0, 125.0, 1225, 111.6, 50.9, 38.3, 30.7, 21.9 ppm; UV/Vis (DMSO,
25°C): Apmax @bs=500 nm; IR (neat): 7=3285, 2921, 2107, 1691,
1601, 1506, 1422, 1289, 1214, 1024, 858, 823, 755, 685, 534,
410cm .
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uPA-responsive probe 24

Step 1: The TFA salt of the heptapeptide 9 (20 mg, 18.7 pmol,
1 equiv), the quencher 21 (8 mg, 23.4 pmol, 1.1 equiv), and PyBOP
(12.0 mg, 23.4 umol, 1.1 equiv) were dissolved in NMP (280 pL).
DIEA (2.0 M solution in NMP, 18 pL, 104 umol, 5 equiv) was added,
and the resulting reaction mixture was stirred at RT for 2 h. The re-
action completion was checked by RP-HPLC (System QC). Upon re-
action completion, Et,0 was added, the resulting precipitate was
centrifuged and dissolved in DMF (2 mL). Hydroxylamine hydro-
chloride (6.8 mg, 104 umol, 5equiv) and imidazole (7.2 mg,
104 umol, 5equiv) were added, and the reaction mixture was
stirred overnight at RT. The reaction progress was monitored by
RP-HPLC (System QC). After reaction completion, the mixture was
diluted with aq 0.1% TFA and purified by semi-preparative RP-
HPLC (System B). The product-containing fractions were lyophilized
to give the modified peptide 22 (15.96 mg, 69% overall yield for
the two steps) as a red amorphous powder. LRMSIH lMHRMS? Il
(ESI): m/z caled for C,Hz;N.50,4: 1113.2050 [M+H]*; found:
1113.13; UVAVis (PBS): A,.x=500 nm, HPLC (System QQC): tz=
24.48 min (93.6 % purity).

Step 2: Peptide 22 (2.78 mg, 2.3 pmol, 1 equiv) and N-hydroxysuc-
cinimide activated maleimide 10 (0.85 mg, 2.7 umol, 1.2 equiv)
were dissolved in NMP (40 uL). DIEA (2.0 m solution in NMP, 3.2 uL,
18.2 umol, 8 equiv) was added, and the resulting reaction mixture
was stirred at RT for 2 h 30 min il lok? ll M. The reaction progress
was monitored by RP-HPLC (System QC). Upon reaction comple-
tion, the mixture was diluted with aq 0.1% TFA and purified by
semi-preparative RP-HPLC (System A). The product-containing frac-
tions were lyophilized to give the maleimide-functionalized pep-
tide 23 (1.0mg, 34%) as a red amorphous powder. LRMSH
WHRMS?H M (ESI") m/z calcd for CgoHg N,50,5: 1308.38 [M+H]*;
found: 1308.47; UV/Vis (PBS): A,psmay =500 nm; HPLC (System QC):
t;=25.63 min (87.8% purity).

Step 3: 5-Alkoxyoxazole 12 (0.80 mg, 3.1 umol, 2 equiv),"® malei-
mide-modified peptide 23 (2.2 mg, 1.55 pmol, 1equiv) in NMP
(39 uL), and TFA (0.124 pL, 155 umol, 1 equiv) were combined and
stirred at RT for 3 h. The reaction progress was monitored by RP-
HPLC (System QC). Upon reaction completion, the mixture was di-
luted with aq 0.1% TFA and purified by semi-preparative RP-HPLC
(System C). The product-containing fractions were lyophilized to
give the fluorogenic probe 24 (1.05 mg, 38%) as a red amorphous
powder. HRMS (ESI™) m/z calcd for CgHgsN,00,,: 1503.6981 [M+H]*
; found: 1503.7013; UV/Vis (PBS): Ay.c =500 nm. HPLC (System QC):
t;=26.026 min (>99% purity).

Fluorogenic bioorthognal reaction between norbonene and
tetrazine-azaphthalimide conjugate 19

A solution of norbornene (5 pL, 360 mm in DMSO) was added to
a 10 mm solution of fluorogenic probe 19 in PBS (45 uL, 0.1m
pH 7.4) in the ultra-micro quartz cell. After excitation at the desired
wavelength (420 nm), the fluorescence emission at 520 nm was si-
multaneously monitored over time, with measurements recorded
every 0.1s. Emission spectra of the probe were recorded before
and after the reaction to determine the quenching efficiency (QE),
which was calculated on the basis of the following equation: QE=
100 x[1—(fluorescence emission intensity of the probe)/(fluores-
cence emission intensity of the probe after compete reaction of
tetrazine moiety)]
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In vitro enzymatic assays - fluorescence bioassays

A 100 pum solution of fluorogenic peptide 24 was prepared in PBS
(45 puL, 0.1m pH7.4) and transferred into the ultra-micro quartz
cell. uPA solution (10 pL, 1.2 U, 25 pg in 100 pL of buffer: 500 mm
TrissHCI4+1.0m NaCl+1% PEG 6000+2.0M mannitol) was added,
and the resulting mixture was incubated at 37.5°C for 30 min.
After excitation at the desired wavelength (420 nm), the fluores-
cence emission at 520 nm was monitored over time, with measure-
ments recorded every 1s. Emission spectra of the probe were re-
corded before and after cleavage to determine the quenching effi-
ciency (QE), which was calculated on the basis of the following
equation: QE=100x[1—(fluorescence emission intensity of the
probe)/(fluorescence emission intensity of the probe after compete
digestion by uPA)].
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Chapitre 1 : Propriétés photophysiques de la ligation de Kondrat’eva et études
comparatives des réactions de Diels-Alder a base de maléimides

En plus desrésultats décrits dans|’article, I’hypothése selon laquelleles azaphtahlimides seraient des
fluorophores phénoliques type « push-pull», dont la fluorescence dépendrait donc de la
déprotonation de son groupement hydroxyle, a été vérifiée par une alkylation de cette fonction
phénol ducomposé modéle 1avecunrendementde 83%. Ainsi, il a été observé une chute drastique
des propriétés de fluorescence du composé que ce soitentermes de longueurd’onde d’émission ou
de rendement quantique méme a pH 7,4 (tampon PBS). Ainsi, quel que soit le pH, le composé
méthylé 2 a les mémes propriétés d’absorption et d’émission que le composé hydroxyle 1en pH
acide (pH 2,2, Aus = 340 nm, Aem, =422 nm, @ =0,02). Cette chute est cohérente avec le fait que les
azaphthalimides soient des fluorophores dont les propriétés de fluorescence sont directement liées
au pKa de la fonction phénol (Schéma 31).

a7 OH ¢ Mel (1,1 éq.) O o
abs X K,COj3 (1,1 éq.) N Aabs = 338-339 nm
Xem = 519 Nm \ N— -, | N—  Aem=410-418 nm
®¢=0,09 (PBS 7.4) N~ DMF. t.a. 5 h N A~ @ = 0,0015 (DCM)
e = 13700 M'cm™ 1 0 2 0 0,0022 (PBS 7.4)
(1€q.) 83%

Schéma 31 : Synthése et propriétés photophysiques du composé 2

Cependant, lasynthésede I’oxazole 9bioconjugable (et utilisé dans le cadre de I’article 1) se révele
relativementlongue pourun composé dont|’objectif est une utilisation en ligation chimiosélective
(14% sur 6 étapes). En effet, il est généralement établique les partenaires de ligation doivent, autant
qgue faire se peut, étre facilement et rapidement synthétisables. C'est pourquoi la synthese de
nouveaux oxazoles a été entreprise. La synthese de I’'oxazole 14 repose surl’ester diéthylique de
I’acide glutamique 11 commercial et peu cher (65 euros les 5 g, chez Sigma-Aldrich), le rendant
accessible en seulement trois étapes avec un rendement global de 50% contre six étapes pour
I’oxazole 9avecun rendement global de 14%. De plus, L'oxazole 14 présente un espaceur plus court
de trois carbones par rapport au composé 9 ce qui lui permet donc de gagner en hydrosolubilité.
Parallelement, une voiede synthése a été développée, a partirde |'ester éthylique de la L-tyrosine N-
acétylée 16 (74 euros les 5 g, chez Sigma-Aldrich). Cette derniére a permis I’accés a I’'oxazole 18
fonctionnalisable en trois étapesavecun rendement global de 43% (Schéma 32). Concernant |’étape
de formation du noyau oxazole, la cyclo-déshydratation peut se réaliser en présence de P,05 ou de
POCI;. Dans un premier temps, la méthode utilisant P,Os a été utilisée. Bien que la conversion
observée soitexcellente, la difficulté rencontrée dans le traitement de la réaction (extraction) fait
chuter les rendements obtenus a I'issue de la réaction. C'est pour cette raison que la méthode
utilisant POCIl; a été privilégiée. En effet, les conversions obtenues sont semblable s a celles observées
avecP,0; sansles problemesliés au traitement, et rend par la méme occasion la purification sur gel
de silice plus aisée.
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(0]

Oxazole fonctionnalisable 9
ANH o
o )L o) . (0]
H,SO,, MeOH, o] PPhj, Iy, imidazole o EtO,C” “CO.Et NH LiCI, DMSO/H,0 )L
o 5 HOM)LO/ _— I\Mk _ O\ 150 °C, 16 h NH
reflux, 2 h 5 DCM, t. a., 3 h30 5 0 NaH, DMF, Et0,c7 Y, 5 E—— )\MCOZMe
5 . 4 5 o o CO:Et Et0,C A
87% 81% o 7 58%
POCI;,
Toluene
o] 1) THF/H,0 (7:1, viv), 80°C.5n
OEt OEt 29 40, VIV, OEt
HO. i o
Q’OW NHS, DCM, EDC W LiOH, 707G, 3h /OW
5 0 «———— S0P Ne)
0 N O “Nx 2) AcOH, t.a., 1h 0 “Nx
o) ta.,12h
10 9 8
quantitaif 82% 59%

(14% sur 6 étapes)
Oxazole fonctionnalisable 14

CO,Et N OH

COREt z OEt 1) THF/H,O (7:1, viv), OEt Ovo O
Ac0, NEt, J) O P05, Ca0,Calted £i0,ch A U TOC 3 oK A =/256q)  HOCT P N
- . — LT LT N~
DCM,t.a.18h  Et0C ’Nk . N 2)AcOH, t.a., 1h N\< TFA (1 éq.), 1
Et0,C” “NH, ta 12 H CH3Cl, 75 °C, 3 h 13 A 14 NMP, t. a. 5 o
1 o 90% 62% !
0% : (50% sur 3 étapes) 86%
Oxazole fonctionnalisable 19

HO. o MeO,C._O.
|\)L _ OEt 1) THF/H,0 (7:1, Vi), OEt
o] o o POCl;, LiOH, 70 °C, 3 h _
EtO,C Nk K,CO3, DMF, 17 k — NP
1O, N 2003, s Hocho \<
19 72%

. o
Et0,C7 N ; N
16 ta 12h > H Toliene  1e0,c">0" g \< 2)AcOH, t.a, 1h

61% 80 °C, 4 h30
97% 43% sur 3 étapes

Schéma 32 : Synthése des oxazoles fonctionnalisables.

Afin de diversifier les applications, une sonde fluorescente amphiphile pour le marquage de
membranes cellulaires a également été synthétisée. Cette sonde se compose de deux parties. Une
partie hydrophobe constituée de I’oxazole substitué par un cholestérol®, et une partie polaire
constituée d‘un maléimide comportant un acide carboxylique. Il est important de noter que la
substitution nucléophile se réalisant entre lamolécule 21 et I’éthyléne glycol, permet de générerla
molécule 22 avec une rétention de stéréochimie™™’. Enfin, I'ultime étape de synthése se réalisant
avec la ligation Kondrat’eva a permis la formation de la sonde 28 avec un rendement de 30%

(Schéma 33). Cependant, des problemes liés asa faible solubilité en milieu aqueux, ne nous ont pas
permis de |"utiliser.

dioxane,
éthylene glycol

TsCl, DMAP, Pyr

: o,
‘@ CHsCl t.a., 2h
HO Ts

reflux, 12 h

6%

CH4Cl,t.a,2h

‘ TsCl, DMAP, Pyr

Pd/C Lindlar

-

H,, THF/EtOH

DMF, NaNj

P S—

N3
~"o 100°C,3h

O O CO.H

<§sz7
(25¢€q.)

o
TFA (1 éq.),
NMP, t.a.3 h

Ho.C 30%

Schéma 33 : Synthése de la sonde amphiphile 28
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2. Etude comparative des différentes ligations chimiosélectives
basées sur des réactions de type [4+2] avec le maléimide

Suite aux travaux portantsur le développementlaligation Kondrat’eva, une étude comparative a été
réalisée entre les différentes ligations chimiosélectives reposant sur une cycloaddition [4+2] et
utilisantle maléimide comme dienophile. Ainsi, plusieurs diénes connus dans la littérature ont été
comparés lors de cette étude. On retrouve ainsi un dieéne carboné linéaire (butadiéne), des dienes
carbonés cycliques (cyclopentadiene, cyclohexadiéne, anthracéne) et hétérocycliques (furane, 5-
ethoxyoxazole). Lacomparaison s’est donc réalisée selon les trois points suivant : la cinétique de la
réaction, le nombre de molécules formées a I'issue de la ligation et enfin |a stabilité du produit
formé. Ces travaux ont été réalisés avec Alexis Lossouarn et Axel Frisby, qui sont respectivement,
doctorant et stagiaire de Master 2

éme

année au sein de I’équipe.
2.1. Etude cinétique

La réaction de Diels-Alder a demande électronique normale implique I'utilisation d’oléfines
appauvries en électrons, qui sont potentiellement de bons accepteurs de Michael, et donc,
susceptibles de donnerdesréactions non désirées avecles nucléophiles biologi ques, principalement
lesthiolsetlesamines. Pourque lasélectivité de laréaction de ligation soitbonne, il fautdoncque la
cinétique de laréaction de Diels-Aldersoit plus rapide que la réaction de Michael sur le diénophile.
Afind’avoirune étude comparativerapide et facilementinterprétable, nous avons choisi de mesurer
I’avancement des réactions de cycloaddition par un suivi cinétique via un retour de fluorescence.
Pour ce faire, une sonde profluorescente reposant sur un mécanisme de type TeP oxydatif a été
utilisée. Un grand nombre de sondes de ce type sont décrites dans la littérature. Ainsi, pour des
raisons d’acces synthétique et de propriétés photophysiques, deux sondes se sont naturellement
imposées. On retrouve la sonde 30 comportant un motif pyréne et la sonde 34 comportant le
motif dansyl®”! (Schéma 34).

H,oN
2“ AR N O
AcOH, reflux, 12 h “
ne

30

o] Ho
(0] N0
DCM, TFA Chlorure de N S
7\ o/\/NHBOC i‘é ‘L (2:1,5, viv) [léN dansyl \
_e 5
DIAD PPh, THF, NHBoc  gec 1h xNHa.TFA DIEA, DMF 34 OO
310 t.a.12h o 33 ta.,1h 73%

5% quantitatif

Schéma 34 : Synthése des sondes profluorescentes basées sur un motif pyréne et dansyl.

Cependant, suite alatrop faible solubilité dans les milieux aqueux observée avec la sonde pyréne,
notre choix s’est porté surla sonde 34 comportant le motif dansyl. En effet, lafluorescence du dansyl
est éteinte parle maléimide via un phénomeéne de TeP oxydatif. Ladisparition de ladouble liaison du
motif maléimide au cours de la réaction de cycloaddition [4+2], provoque une hausse du niveau
énergétique de laBV du maléimide ne lui permettant plus de réaliser efficacement le TeP oxydatif.
Ainsi, unretourde |I’émission de fluorescence du dansyl avec une exaltation maximale d’un facteur
477 estobservé et nous permetde caractérisé directement la cinétique de la réaction (Schéma 35).

77



Chapitre 1 : Propriétés photophysiques de la ligation de Kondrat’eva et études
comparatives des réactions de Diels-Alder a base de maléimides

0]

P i
N g PBS pH 7,4/ MeCN N =330 nm
\ (2:1, viv) abs

< »
RR o * (6] - @ - R o) Aem = 542 nm
’ 34 20 °C exaltation jusqu'a
X 477 (intensité)
N N

Non Fluorescent
fluorescent

Schéma 35 : Principe de la détection fluorogénique utilisée dans le cadre de I’étude comparative des cinétiques des
ligations [4+2]

L'étude comparative de la réactivité des différents dienes a été réalisée a l'aide d’un
spectrofluorimetre dans une cuve en quartz (Volume = 3 mL, épaisseur = 1 cm), avec une
concentration en sonde 34 de 1 mM dans un mélange PBS/ACN (2:1, v/v) a température ambiante
(20 °C). l'intensité de fluorescence a 560 nm (excitation a 330 nm) est mesurée au cours du temps
pour chaque diene aune concentration de 5 mM, soit5 équivalents. On obtient ainsi les courbes de
la Figure 17. ll est donc possible de classerles différents diénes en fonction de leurréactivité vis-a-vis
du maléimide 34. On retrouve ainsi du plus rapide au plus lent, le cyclopentadiéne, les 5-
ethoxyoxazoles, le cyclohexadiéne, le butadiene, les furanes, et enfin I’anthracéne. Pour les 5-
ethoxyoxazoles, les conditions de pH choisies lors de cette étude ne conduisent pas a la réaction
d’élimination réaromatisante de laligation Kondrat’eva, mais uniquement a la formation de |I’adduit
de Diels-Alder. I n’y a donc pas d’interférence aveclafluorescencede I’azaphtalimide. De plus, cette
étude permet de comparer la cinétique de la réaction initiale du diénophile, potentiellement en
compétition avec les réactions de Michael sur le maléimide, afin d’évaluer quelle(s) ligation(s)
serai(en)tlaou les plus a méme(s) d’étre réalisée(s) en milieu physiologique.
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Figure 17 : Etude cinétique des différentes ligations [4+2]. Sonde 34 (1 mM) et diéne (5 mM, 5 éq.) dans un mélange
PBS/ACN (2:1, v/v) a 20 °C. Aex = 330 nm et A, = 560 nm. Spectre d’absorption basé sur le référence!””.
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De cette étude, il ressort que le cyclopentadiene est beaucoup plus réactif que les autres partenaires.
Ainsi, ce diene afaitl’objetd’une étude un peu plus poussée. L'influence du solvant sur la cinétique
de réaction a été étudiée, et il en est ressorti que la présence d’eau améliore drastiquement la
vitesse de la ligation. En effet, en milieu aqueux (mélange PBS/ACN 2:1, v/v), il a été observé un
retour au plateau aprés seulement 10 minutes, alors qu’en milieu organique (ACN) le retour est
obtenubienau-delad’une heure (Figure 18). De plus, les constantes cinétiques du second ordre ont
été calculées pourle cyclopentadieneen milieu aqueux et organique. Des valeurs entre 1,12 et 1,37
M™ s ont été calculées en milieu aqueux (mélange PBS/ACN 2:1, v/v), contre une valeur de 0,035 M’
's" enmilieu organique (chloroforme), soit 30 fois plus lent. L’accélération des réactions de Diels-
Alder, conduite dans I’eau, est connue depuis plusieurs décennies™??, et serait due a des
interactions hydrophobes et a la formation de liaisons hydrogénes.
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Figure 18 : Etude cinétique de la sonde 34 (1 mM) avec le cyclopentadiéne 35 (5 mM) en milieu aqueux (PBS/ACN (2:1,
v/v)) (gris clair) et organique (ACN) (gris foncé) a 20 °C. A, = 330 nm et A, = 560 nm.

Toutefois, lacinétique observée pourlaréaction entre les maléimides et les thiols est de I'ordre de
10° M*s™®% ce qui est bien supérieur a la cinétique mesurée avec le cyclopentadiéne. Cela rend
donc particulierement difficile I"utilisation de ces ligations chimioséléectives [4+2] a demande
électronique normal, en milieu biologique complexe. Néanmoins, bien que lacinétique mesurée pour
la ligation Kondart’eva soit faible (10> M s dans le mélange PBS 7,4/ACN, 3:2, v/v), le fait qu’elle se
réalise apH acide (entre 2 et 5) permettraitd’obtenir une certaine orthogonalité vis-a-vis des thiols.

2.2.  Comparaison de la stéréosélectiveté de la ligation

L'utilisation des réactions de ligation de type cycloaddition [4+2] présente de plus un certain nombre
de contraintes : ces réactions conduisent aun mélange de stéréoisomeres voire de régiosomeéres, et
la réaction de Diels Alder peut étre renversable. Ces limitations ont été illustrées dans plusieurs
articles de lalittérature :
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- ence quiconcerne le mélange de stéréoisomeres, le groupe d’Hilderbrand a montré en 2008 que la
ligation[4+2] a demande électronique inverse entre la tétrazine et le norbornéne conduit a la
formation d’un mélange de 4isoméres discernables par HPLC®" (Schéma 36).
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Schéma 36 : Mélange d’isomeéres issu de la réaction entre une tétrazine et un norbornéne observé par le groupe d’
Hilderbrand en 2008(schémas extrait de I’articlem]).

- en ce qui concerne le mélange de stéréoisomeéres et la réversibilité des réactions de type [4+2] a
demande électronique normale, le groupe de Madder a montré en 2013 que, la réaction entre un
furane greffé surun peptide etle N-phénylmaléimide, conduit a la formation de plusieurs isomeres
observables en HPLC (Schéma 37 b et c). De plus, il a été montré que la réaction est réversible en
condition thermique (70 °C, toluene, 24 h) puisque, dans ces conditions, le peptide comportant le
furane est recouvré® (Schéma 37 d). Cependant, la réversibilité de la réaction de type [4+2] a
demande électronique normaleentre le furaneet le maléimide en milieu biologique reste a vérifier.
En effet, ces conditions (70°C, toluéne, 24 h) sontassez aloignées des conditions physiologiques (pH
~7, milieu aqueux, 37 °C).
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Fig.1 Relevant peptide structures and corresponding HPLC traces of
reaction mixtures after cleavage of: a) peptide 1; b) peptide 1 after
treatment with 20 equiv. N-phenylmaleimide in toluene, 48h at RT; c)
peptide 1 after treatment with 20 equiv. N-phenylmaleimide in toluene,
24h at 70°C; or d) retro-Diels-Alder after reaction ¢ by heating the solid
supported products mixture in toluene for 24h at 70°C. Each reaction was
followed by cleavage and deprotection with TFA/TIS/H20 (95:2,5:2.5),
2h at RT for HPLC analysis.

Schéma 37 : Etude de stéréosléctivité et de réversibilité de la ligation [4+2] entre le furane et le maléimide, réalisée par le
groupe de Madder en 2013 (schémas extrait de I’articleBz]).

Apres avoirétudié les cinétiques de réactions des ligations chimiosélectives utilisant le maléimide,
une étude comparative de la stéréosélectivité de ces différentes ligations a été réalisée. Pour ce
faire, chaque diene a été mis en réaction avec le maléimide énantiomériquement pur 41, et les
produits isolés issus de la réaction ont été analysés en HPLC et en RMN 'H, afin de déterminer le
nombre d’isomeres obtenus al’issue de laréaction. L’ utilisation de ce diénophile chiral, al’image des
biomolécules chirales susceptibles d’étre utilisées lors des réactions de ligation, permet d’obtenir un
mélange non seulement de régioisomeéres, mais également de diastéréoisomeres, ce qui permettra
de conclure quant a la complexité de I’analyse et de la purification de produits issus de ces
cycloadditions (Schéma 38)
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Schéma 38 : Etude de la stéréosélectivité des différentes ligations [4+2]

Une ligation se démarque lors de cette étude, il s’agit de la ligation Kondrat’eva. En effet, cette
derniere estlaseule ligation ane former qu’un seul isomere (énantiomere), ce qui en fait donc une
excellente candidate pour la ligation avec des molécules chirales de petites tailles ou de tailles
moyennes, car la purification est nettement facilitée. , au-dela de quelques milliers de kDa, les
mélanges d’isomeéres des produits formés sont sans doute de moins en moins discernables en HPLC,
ou bien d’autrestechniques de purifications sont utilisées (filtration sur membrane d’ultrafiltration
avec différents seuils de coupure 3, 10, 30, 50 KDa...). Dans ce cas précis, I'impact du nombre
d’isoméres formés a l'issue de la ligation se révele négligeable. En revanche, le produit issu de la
réaction entre le maléimide et le cyclopentadiéne se présente sous laforme de cingisoméres le
rendant, malgré sa vitesse, difficilement utilisable pour la modification de petites (bio)molécules.

82



Chapitre 1 : Propriétés photophysiques de la ligation de Kondrat’eva et études
comparatives des réactions de Diels-Alder a base de maléimides

2.3. Etude de stabilité

Enfin, lastabilité du produit issu des différentes ligations utilisées a été étudiée en présence de la
protéine plasmatique (BSA) ainsi qu’a pH basique. Ainsi, les produits ont été solubilisés dans deux
systemesdistincts. Le systeme A est composé d’une solution contenant de |a BSA (0,15 mM) dans le
tampon PBS 7,4 a 37 °C. Ce systeme permet d’appréhender la stabilité des produits dans des
conditions mimant le plasma sanguin. Le systéme B est fait a partir d’une solution tampon a pH 10
(NaHPO,0,05M / NaOH 0,1M) a 37 °C. Ce systéme permet, quantalui, d’appréhenderlastabilité des
produits dans des conditions basiques qui se révelent importants pour la fonctionnalisation de
matériaux devant résister a une large gamme de pH®**%. Chaque produit a été analysé en HPLC
aprées 48 heures, et le pourcentage de dégradation alors observé est mentionné dans la Figure 19.
Nonobstant, il estimportantde noterqu’il s’agitici de résultats préliminaires puisque cette étude est

— o HO o : HNJ<
Hl@q’& N g “ Sl %<
2 ©° 4?? O Q

toujours en cours a lI’heure actuelle.

OH

HO™ 44 46
Systeme A = 100% Systéme A =22,2% Systéme A =7,2% Systéme A = 97,8% Systéme A = 40,2%
Systeme B = 100% Systéme B = 95% Systéme B = 10% Systéme B = 100% Systéme B = 95%

Figure 19 : Pourcentage de dégradation aprés 48 heures dans les systéemes A et B

Un produitse révele particulierement stable quel que soit le systeme utilisé, il s’agit du produit 44
issu de la réaction entre la maléimide et I’anthracene. Cela pourrait étre d( a I’'encombrement
généré par les groupements phényles présents de chaque c6té du succinimide formé. A l'inverse,
I’azaphthalimide qui est plan est hydrolysé rapidement. Cependant, les produits a priori formés par
hydrolyse du motif succinimide, conduisent a la formation d’un acide carboxylique d’une part, et
d’un amide d’autre part, le lien covalent entre les deux partenaires n’est donc pas rompu, ce qui
n‘est pas rédhibitoire pour ces réactions de ligations. Des études réalisées en LC-MS sont
actuellementen cours afin de déterminerles produits formésal’issuedes études de stabilité. Enfin,
il resteraita étudierlaréversibilité thermique de la réaction de Diels-Alder a I'image des travaux de
Madder®?.

Pour conclure cette étude, on peut dire qu’il n’y a pas de ligation chimiosélective [4+2] a demande
électronique normale qui se détache des autres a la fois en termes de cinétique, de facilité de
purification du bioconjugué (faible nombre d’isoméres formés), et de stabilité. Il convient donc de
choisir la ligation la plus adaptée en fonction de I'application envisagée. En effet, pour des
applications nécessitant une cinétique de réaction rapide, il convient de choisir le cyclopentadiéne.
Pour de la construction (bio)moléculaire comme pour la préparation de sondes, par exemple pour
I’imageriein cellulo, la ligation Kondrat’eva convient avecson seul isomere formé. Et enfin, pour une
application nécessitant une grande stabilité du produit de ligation, il convient de choisirl’anthracene.
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3. Développement de réactions chimiosélectives tricomposantes.

3.1 les réactions multicomposantes en milieu physiologiques :
état de Part

Les réactions multicomposantes (MCR) sont des processus combinant trois réactifs ou plus en une
seule réaction, tout en conservant I’'ensemble des atomes présents sur chaque réactif. Elles sont
donc économes enatomes. Depuis le début des années 2000, ces réactions sont utilisées en temps
gu’outils de bioconjugaison. Ainsi, quatre réactions ont été développées. On retrouve la réaction de
Ugi®' développée en 1959 ainsi que sa variante I’azido-Ugi®® (Schéma 39 A et B). Ce sont toutes
deux desréactions tétracomposantes reposant surl’utilisation d’isonitrile. Vient ensuite la réaction
de Passerini qui est une réaction tricomposante utilisant également une fonction isonitrile®”
(Schéma 39 C). Et enfin, la réaction du couplage A; nécessitant l'utilisation d’une catalyse

métallique®®® (Schéma 39 D).

A) la réaction de Ugi
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Schéma 39 : Récapitulatif des réactions multicomposantes utilisées en bioconjugaison

Cesréactions présentent|’avantage d’utiliser desfonctions simples, voire, naturellement présentes
au sein des biomolécules comme les acides carboxyliques ou encore les amines. Cependant, ces
réactions se limitent a une utilisation en bioconjugaison puisque par ces fonctions (acide
carboxyliques etamines), elles ne présentent aucune chimiosélectivité. Toutefois, les MCR ont été
utilisées dans de multiple applications®®’
oligosaccharide™”, peptide!*!!

proteines!***”!

comme laconjugaison de biomolécules entre elles (lipide,

[42] [43])
’

, protéine™", stéroide ou encore pour le marquage de

comme la BSA par exemple.

3.2. Présentation de la stratégie mise en ceuvre

Le développement de réaction chimiosélective esten plein essor, ainsi, il est toujours intéressant de
créerdesoutils de ligations qui soient plus performants, en particulier, pour pouvoir lier entre eux
trois partenaires différents. Dans cette optique, le développement d’une réaction chimiosélective
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tricomposante et séquentielle permettrait de réaliser une triple ligation pour de multiples
applications. Les solutions de triple ligation proposées dans la littérature présentent souvent une
étape de déprotection entre deux étapes de ligation, ce qui limite la biocompatibilité de ces
solutions. Une solution proposée plus récemment, e n particulier parle laboratoire, est de synthétiser
des réactifs hétérotrifonctionnels, comportant trois fonctions bioconjugables orthogonales entre
elles® maisleur synthése peut étre fastidieuse, et le nombre de réactions éligibles est assez limité.
Une solution alternative, qui limite drastiquement le nombre de réactions a réaliser, pourrait
consister, non pas, a utiliser un réactif hétérotrifonctionnel (ou tripode), mais alierles deux premiers
partenaires par une réaction de ligation qui conduirait al’obtention d’une nouvelle fonction réactive
utilisable pour une seconde ligation. Cette stratégie doit donc se réaliser entre trois partenaires
différentsP1, P2 et P3. P1 et P2 doivent réagir spécifiquement entre eux afin de former un produit P4
quiréagiraa sontour avecle partenaire P3 pourformerle bioconjugué entre les trois molécules P5,
gui peut étre considéré comme une construction « one pot » du tripode. Cependant, pour le bon
déroulementde laréaction, il ne faut pas qu’il y ait de réactions parasites entre P1 et P3 ni entre P2
et P3 (Schéma40 A). Cette stratégie posséde de plus|’avantage de limiterles problémes de solubilité
ou d’encombrements supplémentaires liés aux réactifs hétérotrifonctionnels. Elle nécessitera
d’ajouter sur chaque partenaire a bioconjuguer (R*, R> et R*) les fonctions chimiques éligibles pour
ces stratégies, comme dans le cas des réactions bio-orthogonales ou chimiosélectives (Schéma 40 B).

R3

+
—_— —_— P5
/ /

R1 R2 R1 R2

B) R1\‘ R1 R2
1)
K"

R3

Schéma 40 : A) Principe générale de la ligation chimiosélective tricomposante et séquentielle. B) Principe général d’un
réactif hétérotrifonctionnel « classique ».

Grace aux connaissances acquises lors de I’étude des réactions chimiosélectives [4+2] a demande
électronique normale présentées dans le paragraphe précédent, on peut voir que certains
cycloadduits issus de la réaction présentent des alcénes tendus susceptibles de réagir dans un
deuxieme temps aveclestétrazines, dansle cadre d’une réaction de cycloaddition [4+2] a demande
électronique inverse (iEDDA), a I'image de la réaction de bioconjugaison tétrazine-norbornene par
exemple. Ainsi, trois réactions semblent possibles. On retrouve les couples cyclopentadiéne-
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maléimide, cyclohexadiene-maléimide et furane-maléimide. Malgré cela, des études préliminaires
ont montré que le cyclopentadiene se révele réactif vis-a-vis de la tétrazine, et que I'alcéne généré
lors de laréaction entre le cyclohexadiene et le maléimide n’est pas assez tendu pour réagir avecla
tétrazine. Il nousreste doncle maléimide en partenaire P1, le furane en partenaire P2 et |la tétrazine
en partenaire P3 (Schéma41). De plus, laréaction entre latétrazine et I’oxabicycle formé a partir du
furane etdu maléimide permettraitde rendre irréversible la ligation [4+2] a demande électronique
normale en empéchant toute retro [4+2] potentielle.

o N=N . o
o) o 9@ 1 & )RS R o) "
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Schéma 41 : Principe de la ligation chimiosélective tricomposante et séquentielle entre le maléimide, le furane et la
tétrazine.

3.3. Recherche d’un partenaire furane et tétrazine optimal
pour la réaction tricomposante

Ainsi, laréactivité de I’oxabicycle 51, obtenu a partir du furane et du maléimide correspondant, vis-a-
visde la tétrazine 52 a été investiguée par RMN dans un systéme agueux deutéré (D,0/CDs;CN, 3:1,
v/v). La tétrazine 52 a été utilisée puisque les noyaux pyridine lui assurent une bonne stabilité mais
égalementune bonneréactivité (voir page 98). De plus, étant une tétrazine symétrique, le composé
52 est facilement synthétisable. Le produit de cycloaddition issu de la réaction iEDDA est bien
observé etle produit correspondant a été isolé avec un rendement de 90%. De plus, I’orthogonalité
de la tétrazine vis-a-visdu furane et du N-méthylmaléimide a également été validée puisqu’aucune
réaction n’a été observée aprées trois jours d’agitation dans les mémes conditions expérimentales
(Schéma 42).
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Schéma 42 : Ligation chimioslélective tricomposante a partir du furane.
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Suite a ces résultats encourageants, différents oxabicycles ont été synthétisés a partir de furanes
substitués par des groupements méthyles symbolisant de futurs points de fonctionnalisation
potentiels pourlabioconjugaison (le méthyle surle maléimide symbolisant également le futur point
de fonctionnalisation sur ce motif). Cependant, aprés analyse par spectroscopie RMN ‘H, aucun
d’entre eux ne s’est révélé réactif vis-a-vis de la tétrazine 52. L’hypothéese émise alors, est qu’un
encombrement stérique d{ ala présence des méthyles génerait |’approche de la tétrazine (Figure

20).
o 9 o 9 o 9
ool o e w i
o} 0 0

Figure 20 : Furanes méthylés engagés dans la réaction iEDDA avec la dipyridinyltétrazine 52.

La fonctionnalisation du furane étant essentielle, il a donc fallu travailler sur le motif tétrazine,
notamment en utilisant un analogue moins encombré. Ainsi, notre choix s’est porté sur la tétrazine
mono-substituée 59, qui a été testée avec les oxabicycles possédant différentes fonctionalisations
exposés précédemment. La consommation de la tétrazine a ensuite été suivie par HPLC et les
résultats obtenus sont présentés dans le Schéma 43.

NH,
o ©
N— D,O/ACN(D3) (9:1, v/v)
+ \ \ -
25°C, 0,9 mM
o @ o @ o @
N— N— N—
A ﬁ/\\i \
594 O 58 O 57 O
Consomation totale Consomation totale Consomation totale tétrazine concommée
de la tétrazineen 2 h de la tétrazineen 2 h de la tétrazine en 26 h a50%en27h
< Réactivité

Schéma 43 : Réaction entre la tétrazine 59 et différents oxabicycles substitués.

Ainsi, latétrazine 59 est donccapable de réagir avec|’ensemble des oxabicycles, avec toutefois des
cinétiques différentes. L'oxabicycle 56 issu du 2-méthylfurane réagissant le plus vite (conversion
totale endeux heures), il aété conservé pour la suite. A I'issue de cette étude, les trois partenaires

P1, P2 et P3 ont été identifiés, a savoir le maléimide (P1), le 2-méthylfurane (P2), et la
phényltétrazine (P3).
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3.4. Etude cinétique

Aprés avoir trouvé les trois partenaires de réaction, des études cinétiques ont été réalisées afin
d’évaluer les vitesses de réaction de la premiéere et de la deuxiéme étape, ainsi que celle de la
réaction tricomposante, afin d’en tirer une cinétique globale. Ainsi, la cinétique de la réaction [4+2]
entre le N-méthylmaléimide et les différents furanes a tout d’abord été étudiée par RMN *H. En plus
d’évaluerl’influence de lasubstitution de furane surlacinétique, I'influence du solvant a également
été étudiée puisque cesréactions ont été réalisées en milieuaqueux (ACN/D,0 1:3, v/v) et organique
(CDCls5) (Schéma 44). De cette étude, il en ressort que plus le furane est enrichi électroniquement,
plus la cinétique de réaction est élevée. Ainsi, le 2,4-diméthylfurane est plus rapide que le 2-
méthylfurane lui-méme plus rapide que le furane. Cependant, comme I’adduit issu du
diméthylfurane ne réagit pas suffisamment vite avec la phényltétrazine, le 2-méthylfurane a été
sélectionné pour la réaction tricomposante.

5 60 D,0/ ACN (13, viv)
V] 1eq.) ta. 90 mM
N
[{ Conditions B
o) —_ €0Cl
54 ta.90mm
(1eq)
A)120
100 & 50
80 ¥ a0
& g
= z
c
.% 60 g 30
: g
c
540 | g 20
20 10
0 0 ""’/—‘"’_—"—.
0 10 20 30 0 20 40 60 80
Temps (min) Temps (min)

Schéma 44 : Etudes cinétiques réalisées par RMN 'y (300 MHz, pic résiduel de solvant servant a la calibration, solvant
deutéré (A) D,O/ACN ou B) CDCl;), unité en ppm) de la réaction entre le maléimide 54 (90 mM) et différents furanes (90
mM)

Ensuite, les cinétiques de la deuxiéme étape ainsi que la cinétique globale de la réaction
tricomposante ont pu étre appréhendées via un suivi par fluorescence. En effet, dans le cadre des
travaux réaliséssurlaréaction chimiosélective de Kondrat’eva, une sonde fluorogénique baséesur le
motif tétrazine avait été mise au point, rendant possible le suivi de ces réactions en observant le
retourde fluorescence da a la disparition du motif tétrazine. Ainsi, la tétrazine fluorogénique 62 (9
mM) a été mise enréactionavecdeux oxabicycles 56 et 63 (2 éq.), issus de réaction [4+2] entre le N-
méthylmaléimide et le 2-methylfurane ou le furfuryl alcool. De plus, la sonde a été mise
indépendammenten présence de deux équivalents de N-méthylmaléimide, de 2-methylfurane ou de
furfuryl alcool afin de valider leur orthogonalité. Enfin, la sonde a été mise en présence du N-

méthylmaléimide (2€q.) et du 2-methylfurane (2 éq.), afin de suivre la cinétique de la réaction tri-
composante.
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Figure 21 : Etudes cinétiques réalisées par spectroscopie de fluorescence de la réaction de la sonde 62 (9 mM) avec
différents analytes (2 éq.) dans le tampon PBS 7,4 a 25 °C, pendant 12 min (gauche) et pendant 500 min (droite). A, =
420 nm et A, = 520 nm

De cette étude cinétique, on peut confirmerl’orthogonalité de |a tétrazine avecdifférents furanes et
le N-méthylmaléimide. De plus, I'oxabicyle 63 généré a partir de l'alcool furfurylique 64
fonctionnalisable est légerement moins réactif que son analogue méthylé. Donc une
fonctionnalisation du furane entraine une baisse de laréactivité du cycloadduit correspondant. Enfin,
la cinétique de la réaction de tricomposante avec le 2-méthylfurane et N-méthylmaléimide a été
réalisée. On observe une conversion estimée a 70% par fluorescence, aprés huit heures de réaction.
Bien que la cinétique globale soit faible, la réaction tricomposante fonctionne.

Cesrésultats préliminaires ont servi de fondation aux travaux d’'un développement d’un systéme de
criblage de laréaction de Diels-Alderactuellement réalisé parle Dr. Laura Nogueira de Faria Cardoso
dans le cadre d’un stage post-doctoral réalisé au sein du laboratoire.

4. Conclusion et perspectives

En conclusion, une nouvelle ligation chimiosélective et fluorogénique, basée sur la réaction de
Kondrat’eva, a été développée et utilisée dans le cadre de diverses applications comme, le marquage
fluorescent d’une biomolécule, oulasynthése etl’évaluationinvitro d’'une sonde de type FRET pour
le suivid’une activité enzymatique. Les fluorophores azaphthalmimides générés lors de la ligation,
ont fait I'objet d’investigations poussées puisque des propriétés d’halochromisme et de
solvatochromisme ont été découvertes.

Par la suite, une étude comparative des différentes ligations chimiosélectives [4+2] a demande
électronique normale a partirde maléimides a été réalisée avec Alexis Lossouarn, doctorant en 2°™
année au sein de I’équipe, et Axel Frisby, qui a réalisé son stage de Master 2 au sein de I’équipe.
Cette étude avait pour but de comparerles différentes réactions en terme de cinétique de réaction,
de facilité de purification des conjugués correspondants, et de stabilité des conjugués. Il en ressort,
que la ligation la plus favorable en termes de cinétique est la réaction entre le maléimide et le
cyclopentadiéne. Ensuite, laligation Kondrat’eva se démarque, puisqu’il s’agit de la seule ligation de
I’étude a ne former qu’un seul et unique isomére, ce qui en fait une excellente candidate pourla
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modification d’objets moléculaires de petites et moyennes tailles. Et enfin, la ligation formant le
produit le plus stable est celui issu de la réaction entre le maléimide et I’anthracéne.

Enfin, la derniére partie de ce chapitre a été consacrée a la mise au point d’une ligation
chimiosélective tricomposante et séquentielle. La preuve de principe a été démontrée a travers le
trio maléimide-furane-tétrazine. Malgré une cinétique globale faible, cette approche permet de
s’affranchirdes problémes liés aux réactions de déprotection séquentielle pour libérer les fonctions

réactives des réactifs héterotrifonctionnels ou al’utilisation de conditions réactionnelles différentes
en fonction des ligations étudiées.

En perspective, la ligation de Kondrat’eva pourrait étre utilisée de fagon orthogonale vis-a-vis des
thiols, en utilisant un maléimide protégé sous forme d’oxabicycle. Ce dernier, issu d’une réaction
[4+2] avec le 2,4-diméthylfurane, servirait de groupement protecteur vis-a-vis des thiols ; Les thiols
pourraient donc réagir dans un premier temps avec un premier maléimide, puis, suite a une
activation micro-ondes une rétro [4+2] serait réalisée régénérant le maléimide™” qui pourrait alors
réagiravec un 5-éthoxyoxazole parligation Kondrat’eva. Cette approche pourrait étre utilisée pourla
fonctionnalisation de peptides contenant des résidus cystéines (Schéma 45).

.7 ﬁ TR

Schéma 45 : Combinaison de la réaction thio-Michael et de la ligation Kondrat’eva

Ensuite, au cours d’une réaction non mentionnée dans ce manuscrit, nous avons observé que
I’azaphtalimide réagissait avecl’hydrazine, via une réaction d’ouverture/fermeturede cycle. De plus,
lors de cette réaction, un effet hypsochrome en émission a été observé puisque I’on passe d’une
fluorescencedansle verta une fluorescence dansle bleu. Ainsi, ce traitement a I’hydrazine pourrait
tre utilisé pour des applications de déclick en chimie de matériaux*®, ou encore le motif
azapthahlimide pourrait étre utilisé comme sonde fluorescente pourladétection d’hydrazine qui est
un polluant tres toxique (Schéma 46).

OH o OH O
= i = NH
Hydrazine
N—C ) |
N | j > N | NH
o HN—CCD 0
Fluorescence Fluorescence
verte bleu

Schéma 46 : Réaction avec effet ipsochrome de la fluorescence entre les azaphthalimides et I’hydrazine
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|. Etat de P’art

Ce chapitre est consacré aux résultats obtenus concernant la recherche de nouveaux réactifs
énolisables (voire carbanioniques) capables de réagiraveclestétrazines dans les systéemes aqueux a
pH physiologique. En effet, comme nous le verrons par la suite, la plupart des partenaires recensés
dans la littérature sont des alcénes sous contraintes de cycle.

Les tétrazines sont des composés hétéroaromatiques comportant quatre atomes d’azotes.
Relativementinstables et parfois méme explosifs, les tétrazines présentent trois isoméres possibles.
Cependant, seule la 1,2,4,5-tétrazine s’avere intéressante dans le cadre de la conjugaison, puisque
c’est la seule connue pour réagir en iEDDA (Figure 22).

No N. PN

N°ON N NN

LN NN NN

1,2,3,4-tétrazine 1,2,3,5-tétrazine 1,2,4,5-tétrazine
iEEDA
N Retro 1 isomérisation
P [/ 1 1
NTSN . E R [4+2] N R spontanée NN R
NN N T
~ R2 X R? ensolvant IN~F R2
1,2,4,5-tétrazine -N2 protique

Figure 22 : Structure générale des tétrazines et réactivité des 1,2,4,5 tétrazines en iEDDA.

La ligation tétrazine s’est rapidementimposée comme |’'une des réactions bio-orthogonales les plus
importantes, grace a des cinétiques de réaction qui sont les plus élevées observées a ce jour,
notamment avec le partenaire TCO. Les tétrazines ont fait et continuent a faire I'objet d’intenses
études pouraméliorerleursyntheseetleurstabilité touten conservant une bonneréactivité. Toutes
ces étudesont permisle développement de nombreuses applications en chimie bio-orthogonale et
en« drug delivery »

1. Synthése des 1,2,4,5-tétrazines

1.1. Synthése de tétrazines par condensation d’hydrazines sur les
nitriles ou équivalents

La premiére synthése de 1,2,4,5-tétrazines connue a été rapportée par Pinner en 1893. La réaction
faitintervenirune amidrazone intermédiaireissue de laréaction entre un imidate et I’hydrazine. Un
exceésd’hydrazineconduitalaformation de ladihydrotétrazine qui seraensuite oxydée pour donner
le noyau tétrazine® (Schéma 47).

R R

NH NP A NoH, HNKN Ox N)*N

~N @ — )k _NH, - . I I [ I

R™ O R N NH/NH NYN
R R

Schéma 47 : Premiére synthése de tétrazine développée par Pinner en 1893.

95



Chapitre 2 : Etude de la réactivité des tétrazines vis-a-vis de composés énolisables :
application ala ligation chimiosélective

Depuisle début desannées 2000, les méthodes de synthése des tétrazines sont en pleine expansion.
Parmi les méthodes classiques on peut citer la condensation de deux nitriles aliphatiques ou
aromatiques en présence d’hydrazine (Schéma 48, conditions a)). Cette stratégie permet la synthese
de tétrazines dissymétriques et a permis d’étendre la diversité structurelle de ces derniéres.
Toutefois, lesrendements obtenus al’issue de la réaction sont plutét faibles suite a I’obtention de
mélanges statistiques, avec notamment, la formation de tétrazines symétriques non désirées.
L'obtention de tétrazines monosubstituées est également possible en remplacant I'un des deux
partenaires nitriles pardu formamidineacétate. Cependant, les rendements obtenus se révelent tres
faibles (inférieurs a 22%" ).

Il a été observé que la présence d’un catalyseur permet d’améliorer les rendements. Ainsi, Les
réactions réalisées en présence de soufre colloidal conduisentadesrendements compris entre 60 et
70% pour les tétrazines disubstituées symétriques ou non (Schéma 48, conditions b))™®. Récemment,
le groupe de Devaraja développéune méthodologie de synthéese reposant sur |’utilisation d’acides
de Lewis (Schéma 48, conditions c)). Ainsi, l'utilisation de Zn(OTf), ou Ni(OTf), a rendu possible
I’obtention de tétrazines disubstituées symétriques ou non avec de bons rendements allant jusqu’a
95%. De plus, cette méthode a égalementrendu possible lasynthese de tétrazines monosubstituées
avecdes rendementsallantde 64 a 75% contre desrendementsinférieurs a20% pour la méthode au
soufre colloidal™ (Schéma 48).

R R
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H N,NH2 + NC\R1 + ou —_— ! _— \
2 Ny NH NYN
HNZ NH, \(2 2
R R
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EtOH ou THF, t. a. EtOH, Sg, reflux DMF, Ni(OTf), ou Zn(OTF),, 30 °C
R1=R2, R1=R2 } R1=R2
, — AOL7(0 ) ; ' OEO
E; ﬁt Ez rdmt <22% R1#R2 rdmt = 60-70% R1#R2 } rdmt jusqu'a 95%
- R2=H rdmt < 20% R2=H rdmt = 64-75%

Schéma 48 : Différentes voies de synthése des tétrazines par condensations de dérivés nitriles avec I’hydrazine.

1.2.  Voies de synthese alternatives de tétrazines

Une méthode alternative a été développée en 2013 par le groupe de Wang. Elle repose sur la
formation contrélée de 1,2-dichlorométhyléne-hydrazine. Ces dérivés sont ensuite mis en réaction
en présence d’hydrazine sous activation thermique pour conduire a la formation de tétrazines
disubstituées symétriques ou non avecde bons rendements allant de 52 3 75%'® (Schéma 49). Cette
méthode présente I’avantage d’offrir un meilleur contréle quant a la synthése de tétrazines
disymétriques. Ainsi, on obtient un contréle plus fin par rapport aux méthodes reposant sur la
condensation de deux dérivés nitriles pouvant générer la formation de tétrazines symétriques a
I'issue de la réaction (cf. paragraphe précédent).
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Schéma 49 : Voie de synthése de tétrazines développée par le groupe de Wang en 2013.

Une autre alternative repose sur l'utilisation de carbothiohydrazide, qui permet d’obtenir la
thiométhyle-1,2,4,5-téatrazine avec un rendement global de 27% sur 3 étapes. Si les rendements
sont moindres, I’avantage de cette méthode est de pouvoir insérer, une fois la tétrazine formée,
divers substituants directement sur le noyau tétrazine par des réactions de SyAr”’ (Schéma 50).
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Schéma 50 : Synthése de la thiométhyle-1,2,4,5-téatrazine.
1.3.  Synthése de tétrazines par voie photochimique et enzymatique

Une des limitations dans la synthése des tétrazines, est I’oxydation de la dihydrotétrazine, qui est
souventréalisée pardunitrite de sodium en milieu acide. Cette étape géneére doncde |’acide nitreux
HNO, un gaz qui se décompose a température ambiante. En 2016, le groupe de Fox a développé une
méthode d’obtention de tétrazine in situ a partir dihydrotétrazine via un stimulus enzymatique ou
photochimique. En effet, en présence de certaines enzymes oxydantes comme les péroxydases, il est
possible d’aromatiser la dihydrotétrazine en tétrazine correspondante. De méme, |'utilisation de
photosensibilisateurs tels que le bleu de méthyléne ou le rose Bengale permet cette aromatisation !
(Schéma 51).

Bleu de méthyléne
R1 R1
)\ ou Rose de Bengal,
NS " NN
Nﬁ/NH Ou N\?N
R2 peroxydase R2
de raifort

Schéma 51 : Génération de tétrazines in situ par voie photo-chimique ou enzymatique

Ces différentes voies de synthése ont permis I’obtention d’une variété de tétrazines, permettant

entre autres, des études de relation structure-réactivité.
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2. Réactivité des tétrazines et de leurs partenaires

Ainsi, aufil desannées, de nombreuses tétrazines possédant différents substituants en positions 3 et
6 ontvu le jour. Ces différences structurelles ont permis de moduler la réactivité et la stabilité des
tétrazines. En effet, plusle noyau tétrazine estappauvrien électrons plussacinétiquede réaction en
iEDDA est grande. Néanmoins, cette augmentation de réactivité va de pair avec une diminution de
leur stabilité. Ainsi, en fonction de I'application envisagée, il convient de choisir la tétrazine
appropriée®**% (Figure 23). Ainsi, latétrazine substituée par deux noyaux pyridines semble offrir le
meilleur compromis entre laréactivité etlastabilité. En effet, cette derniére se révele relativement
réactive (10° M™ s avecles TCO), mais également stable puisqu’elle est couramment utilisée pour
des applications in cellulo voire in vivo.
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Figure 23 : Réactivité relative estimée des tétrazines pour les réactions de type iEDDA avec le TCO, mise en regard de leur
stabilité.

Les diénophiles pouvant réagiraveclestétrazines ont égalementfait I’objet de nombreuses études.
On retrouve essentiellement des alcénes sous contrainte de cycle comme les norbornénes, les
cyclopropénes, les TCO ou encore les BCN qui sont des alcynes contraints, initialement utilisés en
SPAAC. De plus, onretrouve des oléfinesriches en électrons comme les énolates d’éther, les acides
vinylboroniques. Les réactivités relatives estimées de ces diénophiles avec la dipyridinyl -tétrazine
sont résumées dans la Figure 24”7 Ainsi, il en ressort que les TCO sont les partenaires de
réaction de la tétrazine offrant les meilleurs constantes cinétiques (entre 10* M s™ et 10° M™ s7),
tout en montrant également une bonne bio-orthogonalité.

Réactivite (M s™)
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Figure 24 : Réactivité relative estimée de diénophiles pour les réactions de type iEDDA en présence de dipyridinyl-
tétrazine. Les principaux diénophiles utilisés en bioconjugaison sont représentés en bleu.
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Par la possible modulation de saréactivité etle choix du partenaire possible, I'iEDDA arendu possible
le développement de certaines applications jusqu’alors non réalisables par les techniques classiques
de conjugaisons telles que la SPAAC ou la CuAAC.

3. Utilisation spécifique de 'iEDDA

Ce qui démarque I'iEDDA des autres réactions bio-orthogonales, c’est essentiellement sa vitesse de
réaction, comme nous |’avons mentionné plus haut. Cette réactivité unique (vitesse supérieure a 10°
M™ s*) a permis d’améliorer les applications développées, mais également d’en dével opper de
nouvelles. Ainsi, I'iEDDA s’est rendue indispensable dans divers domaines, comme |I'imagerie optique
et nucléaire, I’étude de systémes biologiques, et le suivi de petites molécules exogenes (ex.
pharmacophores) dans des systémes biologiques complexes.

3.1. L’iEDDA pour l’imagerie de super-résolution de marquage site-
spécifique de protéine

L'approche la plus utilisée a ce jour, pour suivre et imager par microscopie super-résolue les
protéinesdansles cellules vivantes, est I'incorporation de protéines fluorescentes telle que la GFP
par exemple. Or, lagrande taille de ces protéines fluorescentes, leurs potentielles interactions avec
les autres protéines, et leurs relativement faibles propriétés de fluorescence limitent leurs
utilisations pour de la microscopie super-résolue ™. Dans ce contexte L'iEDDA permet de lier
spécifiquement un fluorophore organique plus brillant, et de petite taille, a une protéine par
utilisation de ncAAS. En outre, la ligation tétrazine permet de limiter la distance entre |la protéine
cible et la sonde, ce qui améliore la résolution spatiale par rapport a |'utilisation de la GFP par
exemple™™”. De plus, cette approche permet d’incorporer des fluorophores synthétiques possédant
de bonnes propriétés photophysiques ainsi qu’une bonne photo-stabilité. Ainsi en 2015, le groupe de
Chinrapporte I'imagerie de super-résolution de filament d’actine nucléaire par STORM (de I’anglais
« STochastic Optical Reconstruction Microscopy »). Le principe du STORM repose sur le fait que,
I'état activé d'une molécule photosensible doit conduireal'émission consécutive de suffisamment de
photons pour permettre une localisation précise avant qu'elle ne sombre dans un état non
luminescent ou ne soit désactivée par photoblanchiment. De plus, les molécules fluorescentes
faiblementactivées doivent étre séparées d'une distance supérieure alalimite de diffraction d'Abbe
(supérieure aenviron 250 nanometres) pour permettre I'enregistrement en parallele de nombreux
émetteursindividuels. Pour ce faire, la production de protéines du cytosquelette a été réalisée avec
un ncAA portantun TCO ou un BCN. Lesimages obtenues par STORM ont été comparées aux images
obtenues par imagerie de fluorescence a champ large!™™®, et on observe une meilleure résolution
spatiale des images issues du STORM (Figure 25).
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Figure 25 : A) Images de filaments d’actine nucléaire en imagerie classique a champ large (gauche) et microscopie super-

résolue (droite) réalisées a la méme échelle (2 pm) (figure extraite de I'article[m]). B) Structure des ncAA TCO et BCN. C)
Structure de la tétrazine portant un fluorophore (silico rhodamine) utilisée.

3.2. I’iEDDA pour P’étude de processus dynamiques rapides dans les
cellules vivantes

Au VI¢ siécles Sun Tzu a dit : « La rapidité est I'essence méme de la guerre. »™*°\. Cela se révele

égalementvrai pourl’étude de systemes dynamiques rapides au sein de cellules vivantes. En effet,
pour pouvoirobserver de tels processus, il fautune ligation bio-orthogonale qui soit trés rapide par
rapport aux processus biologiques. C’'est le cas de la réaction iEDDA TCO/tétrazine utilisée
notamment par I’équipe de Hang en 2016, afin de suivre pour la premiere fois, le trafic dynamique
d'IFITM3 dans des cellules de mammiferes vivants. L'IFITM3 est une petite protéine membranaire
associée aux vésicules qui estimpliquée dans 'inhibition de I’entré e de virus dans la cellule hote, tel
qgue levirusdela grippe et de nombreux autres virus pathogénes. Cette protéine a été modifiée avec
un ncAA comportant un TCO. De plus, de nombreux conjugués tétrazine-fluorophore ont été testés
afin d’obtenirles meilleures propriétés possibles entermes de pénétration de membrane cellulaire,
de distribution et rétention intracellulaire, autant de paramétres qui se révelent importants pour
optimiser le marquage *” (Figure 26).
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Figure 26 : ncAAs A) et conjugués tétrazine-fluorophore B) utilisés par I’équipe de Hang en 201

61,
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3.3. L’iEDDA pour le suivi de molécules biologiquement actives dans
les cellules vivantes

Le suivi de petites molécules biologiquement actives dans le milieu cellulaire se révele étre
particulierement important. En effet, cela permet de mettre en évidence les interactions entre la
molécule amarqueravecsa cible biologique, de comprendre le ou les modes d’actions du composé
ou encore, d’apporter des informations nécessaires pour améliorer le design de la molécule®, dans
le cas de candidats a un potentiel médicament.

Al’'image de ce qui a été réalisé précédemment avec des sondes clickables fondées sur la réaction
CuAAC ou SPAAC?? en 2016, I’équipe de Bantscheff a développé des études d’identification de

cibles, de localisation cellulaire, ou encore du taux d’occupation de cibles en utilisant I'iEDDA (Figure
27)%%,

target identification
drug click
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Figure 27 : Principe de la localisation de composés actifs, identification de cibles biologiques et de mesure de I’occupation
de la cible au niveau d’une cellule unique, reposant sur la réaction iEDDA, études réalisées par le groupe de Bantscheff en
2016 (Figure extraite de I’article[B]).

Cestestsont été réalisés avec de I’Olaparid modifié par un TCO, un BCN, azoture ou un alcyne vrai,
ainsi que le composé non modifié. L'Olaparid est un anticancéreux de la classe des inhibiteurs de
PARP1, une enzyme nucléaire surexprimée dans le cadre du cancer de 'ovaire ¥, Les meilleurs

résultats ont été obtenus avec I'lEDDA réalisé avec |’Olaparid-TCO (comparativement a la SPAAC et
CuAAQC) pour les études d’identification de la cible et de visualisation du composé (Figure 28).
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Figure 28: Structure de I’Olaparid et des Olaparid modifiés avec des fonctions bio-orthogonales (TCO, BCN, alcyne et
azoture) utilisés par I'équipe de Bantscheff.

Ainsi pardestests protéomiques, |’affinité des médicaments (Olaparid) modifiés avecle reportera pu
étre évaluée par compétition avecle médicament non modifié, via une analyse parspectrométrie de
masse (Figure 27 (1)). De plus, I'utilisation d’une tétrazine portant un fluorophore arendu possible la
localisation de la molécule bioactive al'intérieur des noyaux cellulaires par microscopie confocale
(Figure 27 (2)). Enfin, le taux d’occupation de la cible (pECso qui est le logarithme négatif de Ia
concentration efficace médiane (ECsy)) a pu étre obtenu en mesurant la diminution du signal de
fluorescence aprés addition du médicament non modifié. Ainsi, un pECs, de 8,8 a été mesuré avec
I’Olaraprid-TCO, contre 9,2 pour I’Olaparid non modifié (Figure 27 (3)) ce qui montre que la
modificaton de |’Olaparid avec un reporter ne génére pas une géne importante quant aux capacités
d’inhibition du composé.

Une approche similaire a celle présentée dans la figure 27 (2) a été utilisée par le groupe de
Weissleder afin d’imager par fluorescence I’aurora Kinase A, en utilisant I'inhibiteur MLN8054
conjugué au TCO. L'introduction dans un deuxieme temps d’une tétrazine couplée aunfluorophore a

permis d’imager la localisation de ces kinases®'.
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3.4. L’iEDDA pour le marquage par radioactivité

L'imagerie nucléaire est une technique de visualisation reposant sur I'utilisation d’isotopes
radioactifs comme agent de contraste. Elle se divise en deux catégories. L'imagerie TEMP
(Tomographie parémission monophotonique) dontl’isotope majoritairement utilisé pour I'imagerie
médicale estle Technétium-99 métastable (**"Tc), etla TEP (Tomographie par émission de positron)
avecson représentant le plus célébre le fluor-18 (**F). Ces radiotraceurs présentent I’avantage d’étre
trés sensibles et permettent des détections a de trés faibles concentrations de radiotraceurs, de
I’ordre de 10™° a 10" M?*?”). Une des propriétés majeures des isotopes radioactifs est leur temps de
demi-vie, qui est le temps au bout duquel la moitié des noyaux radioactifs d'une source s’est
désintégrée. Pourle P™Te ce temps est de 6,01 heures, tandis que pour le 8¢ elle n’est seulement
que de 109 min.

Pour que cette technique soit compatible en conjugaison, il faut que la réaction soit tres rapide
comparativementau temps de demi-vie des radioéléments. Ainsi, depuis une dizaine d’années, la
chimie de conjugaison associée a des isotopes radioactifs est en pleine expansion?*2%. Les premiers
tests ont été réalisés avec CuAAC®"*? puis avec la SpAACP*?*). Cependant, ces deux types de
réactions présentent des rendements radiochimiques (RCY) parfois faibles (entre 54 et 99% pour la
CuAAC et entre 19 et 98% pour la SPAAC), mais surtout des temps de réaction trop élevés par
rapport au temps de demi-vie des isotopes (entre 10 et 30 min pour la CuUAAC et entre 15 et 30 min
pour la SPAAC). Afin de pallier ces problémes, le groupe de Fox rapporte pour la premiére fois en
2010, la possibilité de faire un marquage radioactif entre une tétrazine et un TCO marqué avecdu
'8F. La réaction a été réalisée sur des partenaires de réactions non bioconjugués, a une concentration
de I’ordre du micromolaire avecun RCY de 98% en moins de dix secondes, en condition aqueuse et a
température ambiante (Schéma 52). Ces excellents résultats font de I'iEDDA, une réaction de choix

pour le marquage bio-orthogonal radioactif*®.

18F H,O, ACN
<10s,t. a.
0.2 uM

Schéma 52 : Premier exemple d’iEDDA avec un reporter radioactif développé par Fox en 20101

L'utilisation de I'iEDDA associée al’imagerie nucléaire a, depuis ces travaux pionniers de Fox, permis
la modification d’anticorps®’ ™" ou de peptides en SPPS"*?, qui ont rendu possible I'imagerie de
tumeurs®, de sites de remodelage osseux actifs* ou encore I’observation du systeme digestif'** in
vivo chez le petit animal.
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3.5. L’iEDDA pour les réactions de clivage bio-orthogonales

Les réactions de clivage bio-orthogonales offrent une voie alternative pour délivrer des pro-
médicaments ou des pro-fluorophores (voire les deux dans le cas d’outils théranostiques) in cellulo
ou in vivo. Les applications de libération contrblée nécessitent que la réaction soit biocompatible,
rapide, ne nécessitant pas de catalyseur “®!. Celafait donc de I'iEDDA la réaction idéale pour ce type
de réactions.

Ainsi, en 2013, le groupe de Robillard a montré pour la premiere fois que I'iEDDA peut étre utilisée
pour de la libération contrdlée « ultra-rapide » (58 M™ s™*) d’une molécule portant une amine ou une
aniline. En effet, il montre que les TCO substitués parun groupement carbonate en position allylique,
subissentune élimination lors de laréaction avecune tétrazine, selon le mécanisme présentédansle

Schéma 53“7),
o Q Q
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QDro

N7

IEDDA

+ co,
Schéma 53 : Mécanisme de la réaction de clivage d’IEDDA avec les allyles carbamate TCO.

Cette découverte apermis en 2016 au méme groupe de réaliser la libération d’un anticancéreux (la
doxorubicine) prés d’'une tumeur par pré-ciblage avec un anticorps spécifique d’'un marqueur
tumoral (le TAG72) portant un groupement TCO-doxorubicine. L'ajout dans un deuxiéme temps
d’une tétrazine a permis d’initier in vivo la libération du médicament au niveau des cellules
cancéreuses. L'efficacité de lalibération du médicament et larétention de la doxorubicine aux seins
des tumeurs a été validée par RP-HPLC a détection de fluorescence!®®.

Parla suite en 2016, le groupe de Chen a réalisé une étude structure -réactivité surle motif tétrazine,
afin d’accélérer les réactions de libération avecles TCO substitués en position B. Pour ce faire, un
TCO fluorogénique a été préparé, dont le retour de fluorescence en présence de différentes
tétrazinesapermisde déterminerleurvitessede relargage. Alasuite de |’évaluation d’une vingtaine
de tétrazines, il a été constaté que les tétrazines dissymétriquement substituées de part et d’autre
par un groupement électroattracteur et un groupement électrodonneur présentent les meilleures
cinétiques de libération du fluorophore. En effet, le groupement électroattracteur permet
d’accélérer I'iEDDA, tandis que le groupement électrodonneur permet d’accélérer la réaction
d’élimination™® (Schéma 54).

104



Chapitre 2 : Etude de la réactivité des tétrazines vis-a-vis de composés énolisables :
application ala ligation chimiosélective

Oy-0 H .
"y f
N J Réaction IEDDA A Elimination N habs = 380 nm
> N > Lem =450 nm
N Ny -co, HoN 00
H
Non fluorescent R Fluorescent
iEDDA Elimination
accélérée par accélérée par
les groupements N=N les groupements
attracteurs - donneurs
\ D
N-N
Vi N N=N Vi N N=N OH
G O
=N N—N =N N—N

strucutres optimisées des tétrazines pour le relargage

Schéma 54 : Optimisation du partenaire tétrazine pour les réactions de libération controlée avec les TCO

. P . . . , . . . 50
Bien que les réactions entre les tétrazines et les éthers de vinyle soient connues depuis longtemps®®,

leurs premieres utilisations pour des applications de libération contrélée ne date que de 2016. Ainsi,
le groupe de Devaraj a rapporté la structure d’un profluorophore dérivé de cyanine Cy 7.0, dont la
fluorescenceestdéclenchée parréaction entre latétrazine et une fonction éther de vinyle, libérant
une cyanine 7.0 émettant dans le proche infra-rouge (Schéma 55). Cette réaction, dont |’exaltation
de fluorescence est de 70, a permis la détection d’ARNm in cellulo™". Ainsi, deux brins d’ARN
complémentaires a la séquence cible ont été synthétisés respectivement avec une tétrazine et le
conjugué étherde vinyl-cyanine. Ensuite, en présence de laséquence cible, un appariement des brins
alieu, ce qui rapproche spatialement les partenaires et amorce laréaction. Le rapprochement spatial
entre les deux partenaires de réaction a permis une accélération de la cinétique et ainsi une
diminution de la température de réaction a 37 °Cau lieu de 65 °C.

Aabs = 620 nm
Aem =720 nm

Non fluorescent
iEDDA i\ Ny

Tautomérie

Schéma 55 : Libération controlée d’un fluorophore développée par le groupe de Devaraj en 2016,

En 2016 le groupe de Bradley a associé la libération controlée d’un anticancéreux par la réaction
tétrazine-étherde vinyleassociée a un bras auto-immolable de type para-hydroxybenzyle phénol. Ce
bras auto-immolable est accroché a un copolymére comportant une partie PEG qui augmente la
pénétration cellulaire du composé. Ensuite, en présencede tétrazine, I’auto-immolation est activée,
ce qui permetlalibération d’'une molécule de doxorubucine in cellulo (Schéma 56). Cette stratégie a
permis d’observerun taux de mortalité cellulaire de 80% en 48 heures pour le polymére (1 uM), sur

[52

la lignée observée®, contre 93% pour la doxorubicine seule (5 p1M).
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Schéma 56 : Réaction d’auto-immolation déclenchée par le motif tétrazine, développée par le groupe de Bradley en
2016™7,

Enfin en 2017, le groupe de Bernades a décrit la libération contrélée in cellulo d’'un médicament
modifié par un éther de vinyle. En effet, apres réaction avec la tétrazine, le pro-médicament subit
une réaction de spyrocyclisation de Winstein afin de générer la molécule bioactive (N-Ac-CBI)
souhaitée®? (Schéma 57).
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Schéma 57 : Stratégie de libération de molécule biologiquement active in situ développée par le groupe de Bernardes en
[53]
2017,

3.6. L’iEDDA pour le développement de ligation fluorogénique

Le motif tétrazine est un chromophore qui posséde une bande d’absorption caractéristiqueaenviron
520 nm. Cette particularité lui permet de « quencher » par FRET, la fluorescence des fluorophores
ayant une longueur d’onde d’émission maximale aux alentours de 520 nm comme la fluorescéine par
exemple®!. En effet, latétrazine alacapacité de dissiper|’énergie transférée par le fluorophore par
des relaxations non radiatives probablement via une transition de type n-n*"! (tandis que les
tétrazines présentant des propiétés de fluorescence passe nt par une transition n-t*). Cette approche
esttres utilisée pourl’imagerie optique et le marquage d’analytes biologiques. En effet, lorsque la
tétrazine, liée au fluorophore, réagit avec un alcéne contraint, la bande d’absorption a 520 nm
disparait, ce qui conduit a un retour de I’émission de fluorescence du fluorophore (Schéma 58).
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Schéma 58 : Principe de la réaction profluorescente basée sur la réaction tétrazine-alcéne

Lorsque la longueurd’onde d’émission du fluorophore partenaire s’éloigne de lazone de la longueur
d’onde d’absorption de la tétrazine, on observe une diminution de |'efficacité du FRET, jusqu’a

n’obteniraucune atténuation de lafluorescence, notamment pour les fluorophores émettant dans le
[56,57](

NIR comme le VT680 par exemple
avecle TCO n’est que de 1.

Figure 29), dont |’exaltation de fluorescence apres réaction
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Figure 29 : Différentes tétrazines fluorogéniques de type FRET.

Cessondes fluorogéniques comportent principalement deuxlimitations. Premierement, la longueur
d’onde d’émission du fluorophore choisie doit étre idéalement comprise entre 500 et 540 nm pour
maximiser le transfert d’énergie, ce qui ne permet pas une utilisation in vivo puisque les tissus
absorbentleslongueurs d’ondes inférieurs a 650 nm (voir page 41). Deuxiemement, les exaltations
de fluorescence de ces sondes avantetapréslaréaction de ligation se révelent relativement faibles,
ce qui est lié au coefficient d’absorption molaire modeste de la tétrazine (entre 400 et 2000 M 'cm’
)% et au mécanisme de désexcitation non radiatif par transition w-n*. Le transfert d’énergie du
fluorophore a la tétrazine est donc non optimal. Afin de contourner ces limites, Devaraj”® et
Weissleder® ont développé indépendamment, en 2014, des tétrazines réalisant un « quenching »
de fluorescence par un mécanisme de type TBET (through bond energy transfer), qui permettent
d’une partde réduire drastiquement|’émission de fluorescence . D’autre part, d’élargir la gamme de
fluorophores utilisables puisque le transfret d’énergie ne se réalise plus, spatialement, mais
directement via la délocalisation par les liaisons ©, ce qui permet de se passer de la bande
d’absorption de la tétrazine a 520 nm. Ainsi, il est possible d’utiliser des fluorophores possédant
d’excellentes propriétés photophysiques mais possédant également une émission qui se situedansle
proche infra-rouge, tels que des BODIPY®”, des rhodamines'®®, des silico-rhodamines'®® ou encore
des cyanines'®®. Différentes sondes de type TBET possédant de trés bonnes exaltations de
fluorescence sont référencées dans la Figure 30 et classées par longueur d’onde d’émission
croissante!®%,
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Figure 30 : Différentes tétrazines fluorogénique fondées sur un mécanisme de quenching de type TBET.
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Ces diverses sondes de type FRET ou TBET également qualifiées d’ultra-fluorogéniques, ont été
utilisées afin d’optimiser différentes applications. Depuis leur découverte, ces sondes ont été
utilisées en microscopie super-résolutive sans lavage ***®, pour la détection spécifique de séquences
d’ADN et D’ARNm dans les systémes vivants'®”), ou encore pour le marquage de protéines'®®.
L'iEDDA utilisant des tétrazines, apermis le développement de nombreuses applications jusqu’alors
difficiles voire impossibles aréaliser. Toutefois, ce type de réaction estlimitéa |'utilisation conjointe
d’alcénes contraints. Bien que largement représentés, ils possedent des limitations comme le fait que
ce soient des composés carbonés peu solubles en milieu agueux, ou encore le fait de générer un
mélange d’isomeéres difficilement séparables, méme par HPLC. Ainsi, afin de diversifier les
formidables propriétés du noyau tétrazine (bio-orthogonalité et propriétés fluorogéniques par
exemple), la recherche de nouveaux partenaires de réaction permettrait d’élargir I’utilisation des
tétrazines a de nouvelles applications'*?. Ce chapitre est dédié a nos efforts en ce sens.

1. Résultats et discussions

1. Recherche de nouveaux partenaires réactionnels de tétrazines

1.1 Présentation de la stratégie mise en ceuvre

Lors de I’étude des propriétés de profluorescence de la réaction de Kondrat’eva, une sonde
profluorescente comportant un motif tétrazine a été synthétisée (cf. chapitre 1). Néanmoins, cette
sonde possede des propriétés photophysiques assez modestes (faible exaltation de fluorescence (x5),
hydrosolubilité modeste, nombreuses étapes de synthése requises). La synthése d’une sonde plus
performante a donc été entreprise, basée sur |’utilisation de la fluorescéine isothiocyanate (FITC)
connue pour réagir facilement avec les amines. De plus, la fluorescéine posséde de bonnes
propriétés photophysiques, une bonnestabilité vis-a-vis du photoblanchiment, et est relativement
hydrosoluble (300 mg/L a 20 °C, source : société Laurylab) (Schéma 59).

Abicy @“?E?

BOP, DIEA, DMF
NH, HCl ta 3h ” 21%

HO
— O XX e
y O bog
! CO,H
NN 2 C02
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62 66

Aabs (Nm) 418 490

Aem (nNm) 520 520

QE et (e) avec le norbornéne 78% (x5) 86% (x8)

@; (fluorophore seul) (PBS 7,4) 0,18 0,85
Nombre d’étapes de synthese 11 4
Nombre de purifications RP- 2 1

HPLC
Concentration d'utilisation 5 mM (minimum) 2,5 mM (jusqu’a 10 uM)
hydrosolubilité Mauvaise Bonne

Schéma 59 : Etude comparative entre Tet-H-aza 62 et Tet-H-FITC 66 (QE = « Quenching efficiency », efficacité

d’extinction, e = exaltation en intensité de fluorescence a 520 nm).
Partant de I’observation que les dieénophiles enrichis en électrons avaient été décrits comme de bons
partenaires pour la réaction iEDDA avec la tétrazine, nous avons criblé une chimiotheque de
composésfacilement énolisables dans des conditions aqueuses a pH physiologique, avec cette sonde
optimisée, parcriblage par fluorescence (réalisé au lecteurde plaques). Ce criblage nous a conduits a
identifier la pyrazolone comme partenaire potentiel de la tétrazine (Schéma 60), mais suivant un
mécanisme inédit et totalement différent de I'iEDDA que nous n’avions pas anticipé. En effet, la
réaction conduita une double addition de pyrazolone sur chacun des deux carbones de la tétrazine,
et a I'élimination d’'une molécule de diazote et d’hydrazine, via une addition de Michael de la
pyrazolone 68 sur la tétrazine 67.

NHBoc NHBoc
N
NHBoc N
N

ACN/ PBS (1:0.7, viv) X
~ * HO NN N
X N N N N
N7 N “ N t.a,3h ; |
N._N / 0,05M N, 5
\;\/ \ R " N
\
N—N N—|

Schéma 60 : Réaction entre la benzylamine tétrazine 67 et la pyrazolone 68

A la suite de cesrésultats, une étude de relation structure -réactivité a été réalisée afin d’identifier les
sites fonctionnalisables de la pyrazoloneenvue d’une application en ligation chimiosélective. Cette
nouvelle ligation chimiosélective a notamment été utilisée pour la modification d’un peptide. De
plus, le fait de pouvoir insérer deux motifs indentiques (les pyrazolones) sur un unique point
d’ancrage (latétrazine), nous apermis d’optimiser le marquage d’une protéine (le lysozyme humain)
dont la fonctionnalisation est réputée difficile (Schéma 61)°°*7%. En effet, il a été montré que le
lysozyme ne présente qu’un résidu lysine (K33) réactif a pH physiologique. De plus, elle ne possede
aucun résidu cystéine libre.
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pH physiologique

Schéma 61 : Principe du marquage du lysozyme humain réalisé avec la ligation tétrazine-pyrazolone

Les différents résultats obtenus font I’objet d’un article qui vient d’étre soumis a la revue Org.
Biomol. Chem. (Investigation of tétrazine reactivity towards C-nucleophiles: pyrazolone-based
modification of biomolecules Kévin Renault, Clément Guillou, Pierre-Yves Renard and Cyrille Sabot).

1.2. Article 2: Investigation of tetrazine reactivity towards C-
nucleophiles: pyrazolone-based modification of biomolecules +
criblage des composés énolisable extrait du Sl.
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Chemoselective, biocompatible ligation reactions are the key components for efficient and modular access to biomolecular
scaffolds. Tetrazine ligation leads to the formation ofa mixture of isomers, which results in troublesome reaction

monitoring, purificationand characterization of conjugates. We report herein a modified tetrazine ligation strategy based
on the use of pyrazolone coupling partner, which provides a single molecule conjugate

Introduction

In our ongoing efforts to develop biocompatible ligation tools
that provide single molecule conjugates in terms of regio- and
stereoisomers to simplify product isolation,l’ 2 we focused our
attention towards the use of established biorthogonal handles
which display attractive features. In fact, bioorthogonal
chemistry enables the chemoselective and efficient labelling or
detection of (bio)molecules in complex aqueous media such as
cells and living organisms. In order to be used in different
biologically  representative  contexts, such  bioorthogonal
reactions need to be highly chemoselective, fast,
biocompatible and catalyst-free. Due to this wide range of
demanding criteria that must be fulfilled, only a handful of
transformations have been reported to date.>  Most
prominent bioorthogonal reactions include strained-promoted
alkyne-azide cycloaddition (SPAAC)S and tetrazine Iigz\tic:n.ﬁ‘7
However, despite the aforementioned attractive features of
these reactions, their lack of regio- and stereoselectivity or the
use of racemic bioorthogonal handles which leads to the
formation of a mixture of diastereoisomeric products, prevent
their widespread use for the site-specific modification of small
biomolecules such as peptides. ™ fact, mixtures of isomeric
products require challenging analysis and induce separation
issues (Scheme 1).
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Scheme 1. Bioorthogonal reactions leading to mixture of isomeric products.

Herein, a modified tetrazine ligation approach for facile
preparation and purification of corresponding conjugates is
reported. In contrast to most of tetrazine-based reactit:ms,10
this method has been shown to lead to a single molecule
conjugate.“

Results and discussions

Tetrazines react through inverse electron-demand Diels-
Alder (leDDA) reactions with strained alkenes/alkynes or
electron-rich olefins to yield a mixture of isomers. In contrast,
carbanions and enol species have not been fully investigated
as reaction partners, despite their nucleophilic potential under
physiological conditions. Accordingly, we selected a small
library of compounds which were susceptible to readily form
the corresponding enol or enolate in aqueous solution such as
1,3-dicarbonyles and analogues (see the ESI). Their reactivity
screening towards tetrazine derivatives was carried out in
physiological  condition (PBS buffer, pH 7.4) with the
fluorogenic tetrazine-fluorescein conjugate 1, whose
fluorescence emission is quenched by a Forster resonance
energy transfer (FRET) which occurs between the fluorescein
donor and tetrazine acceptor.”™ Upon reaction with either a
nucleophile or a dienophile, the tetrazine ring transformation
would lead to the restoration of the fluorescence of the
fluorogenic probe 1. From a preliminary screening (see the
ESl), the pyrazolone scaffold was identified as a potent
chemical reactive partner of tetrazine.

J.Name., 2013,00,1-3| 1
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Figure 1. (A) Screening study: fluorescence responses of tetrazine-based probe 1
(25 mM) at 2 (blue), 60 (red) and 120 min (green) after the addition of
yrazolone derivatives (10 mM, 4 equiv.) in PBS 7.4 at 25 °C at Aex 470 nm and
i 520 nm; (B) Time-dependent fluorescence intensity changes of probe 1 in the
absence (grey) or in the presence of N-phenyl pyrazolone 2a (black) in PBS 7.4 at
25 °C, at Aex 470 nm and Aem S

Journal Name

SOsH were well tolerated, the pyrazolone bearing an electron-
withdrawing moiety on this position (2h) did display an
acceptable reactivity towards tetrazine, albeit at a slower rate.
Taken together, these results indicate that only derivatization
of the pyrazolone moiety at the nitrogen position did not
significantly alter its reactivity, and thus this position has to be
used for the addition of the bioconjugation handle. Moreover,
substitution at the nitrogen position with a phenyl ring bearing
a water solubilizing moiety (pSOsH) displayed the highest
pyrazolone reactivity towards tetrazine.

NHBoc

NHBoc /N
o
2a (5 squw) HO

ACN/PBS 7.4 (~1: 1) \N
N
,5 N, NzHy
.
HO o

Fh~NWN'Ph
NN SN

6, 36%
Scheme 2. Pyrazolone-tetrazine chemical ligation.

Then, the pyrazolone was subject to structural optimization
by modifying either X, Y, R, R or R (Figure 1A). This
structure-reactivity relationship study aims at improving the
reactivity of pyrazolones towards tetrazine, but also at
highlighting the positions on the pyrazolone suitable for the
introduction of the bioconjugaison handle, and thus positions
where maodifications do not significantly alter the reactivity of
pyrazolones. First, the carbonyl group at position 5 (X=0)
proved essential to the reactivity. In fact, neither pyrazol-5-
thione, 5-amino-, or 5-methoxypyrazole scaffolds did trigger
fluorescence emission. Modification of the pyrazolone scaffold
at the C3 position (compound 2i, R’=CF;) or C4 position
(compound  2j, R® = Me) led to a dramatic loss of reactivity.
Eventually, only modifications at the nitrogen position (by an
hydrogen, an alkyl or phenyl derivative, R' = H, Me, Ph or Ph p-

2 | J. Name., 2012, 00, 1-3

Next, the reaction was investigated by identifying the
products/intermediates formed from the model reaction of
five-fold molar equivalents of 3-methyl-1-phenyl-2-pyrazolin-5-
one 2a with benzyl tetrazine 3. The coupling product
dipyrazolone 5 was obtained in 85% vyield along with 36% of
the by-product dipyrazolylmethane 6 (Scheme 2). By using a
five-fold molar excess of tetrazine 3 with respect to pyrazolone
2a, we succeeded in isolating the monoaddition intermediate 4
in 94% vyield, which upon subsequent treatment with the
pyrazolone 2a provided the product 5. This tetrazine ligation
presumably involves a first step of Michael addition of the
enolate species on the tetrazine scaffold followed by the
release of nitrogen gas to afford the intermediate 4. In
contrast to other tetrazine-based ligation reactions, this
transformation does not lead to the formation of stereogenic
centers or isomers, which facilitates the purification of
corresponding conjugates as shown in Figure 2.

IE G s

4 + — isomers -
\ />—< >—\

S0 <N—-N NHBoc o

UL I O 0 IO O O P |

Figure 2. Comparative RP-HPLC chromatograms of the reaction product obtained
by the reaction of benzyl-tetrazine 3 with (A) 5-Norbornene-2-carboxylic acid; (B)
N-phenylpyrazolone 2a.
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The biocompatibility of tetrazine and pyrazolone scaffold
being already established,"™® the chemical stability of the
intermediate 4 and products 5 and 6 were evaluated in PBS pH
7.4 at 37 °C in the presence of bovine serum albumin (BSA), a
plasmatic protein which contains 30-35 accessible lysine
residues and one free cysteine. From this study, we observed
that only the intermediate 4 showed some decomposition
(10% of decomposition after 9h, see the ESI).

From these encouraging results and as a first application of
this ligation, the fluorescence labelling of the octapeptide 7
was undertaken. This compound is constituted of a peptide
substrate of urokinase, which was prepared through standard
solid phase synthesis. The corresponding peptide was then
functionalized on the N-terminal position by a tetrazine
scaffold. Finally, the fluorescence Ilabelling of 7 with two
fluoresceine units, was carried out in agueous media by the
fluorescein-based pyrazolone Pyr-Fluo 8 to afford 9, a
structure which was confirmed by HRMS analysis (See the ESI).

er-Gly-Arg-Ser-Ala-Asn-Ala-Lys(Dde}-NH ,

N= 7 [}
A [
2T con
Ho O 0 3 Om
N 4
NMP/PBS pH 7.4 A N”\"’Mof\jr@’“
t2h
Pyr-Fluo 8 ©
0

er-Gly-Arg-Ser-Ala-Asn-Ala-Lys(Dde)-NH ,

Pyr-Fluo
Pyr-Fluo

Scheme 3. Preparation of fluorescent peptide 9.

ARTICLE
Table 1 Spectroscopic data of fluorescein-containing compounds *
Entry Cmpd Aabs (M) | Aem (nm) [ e(MPem™) [ °
1 Fluorescein 490 513 66965 0.85
2 Pyr-Fluo 8 495 518 50887 0.20
3 9 496 520 83190 0.09
4 Lyso-Fluo 495 518 N.D.* 0.04

* All measurements were taken in PBS (0.1 M, pH 7.4) at 25 °C. ® Aas is the
maximum of the absorption band responsible for the emission observed at Aem. ©
Fluorescein was used as the standard (d = 0.91 in NaOH 0.1 M) with excitation
at470 nm. “ Not determined.

Table 1 displays the absorption and emission wavelengths
and quantum yields of commercially available fluorescein and
compounds 8 and 9, which were determined in PBS pH 7.4 at
25 °C (entries 1-3). The substantially lower quantum yields of
fluorescence measured for 8 and 9 relative to that of
fluorescein may be attributed to the formation of non-
emissive dye aggregates and/or a photo-induced electron
transfer  (PeT)-mediated fluorescence quenching of the
fluorescein by the electron-rich pyrazolone scaffold.

This joumal is © The Royal Society of Chemistry 20xx

Finally, the fluorescence labelling of human lysozyme (h-
Lyso), a protein which exhibits important antibacterial activity,
was investigated. Among the various applications of lysozyme
(such as in food, pharmaceutical and medical industries),
fluorescein-modified lysozyme has been used in particular as a
tool for the specific detection of Gram-positive bacteria."®
However, although this protein has six lysine residues, only
Lys33 is reactive under physiological conditions, thus limiting
the number of protein/dye (P/D) ratio to about one.”*
Accordingly, this single-step double fluorescence labelling
strategy was exploited for the preparation of fluorescent h-
Lyso. First, the antimicrobial protein was modified by a
tetrazine chemical handle (see the ESI), which was then
treated by the fluorescein-pyrazolone conjugate 8 in PB 0.1 M
pH 7.4 at room temperature for 12 h. The resulting
fluorescein-lysozyme  conjugate Lyso-Fluo was dialyzed by
using an ultra centrifugal filter unit with a 10 kDa molecular
weight cut-off to remove the excess of unreacted fluorescent
pyrazolone 8 and by-product. The D/P ratio was determined by
UV-vis spectroscopy using a reported method, and found to be
1.6 (Figure 3A). In addition, the quantum vyield of fluorescence
was determined to be slightly lower than that of compound 9
(Table 1, entries 3 and 4), which may be due to autoquenching
induced by interactions between fluorophores and aromatic
rings on the side chain of amino acids (tryptophan or
phenylalanine).21 The successful labelling of h-Lyso was further
confirmed by denaturing SDS-PAGE. Native and modified
lysozyme was successively revealed by fluorescence and silver
nitrate staining (Figure 3B).

Absarbance (normalized)

Wavelength (nm)
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Figure 3. A) Normalized absorption of h-Lyzo (black line), FITC-pyrazolone
conjugate 8 (dotted line), and FITC-modified h-Lyso (dashed line) in PBS !:FH 7.4)
at 25 °C; (B) SDS-PAGE analysis of native h-Lyso (0.5 pg) and FITC-modified h-Lyso
(~2 pg) (left: silver nitrate staining; right: fluorescence detection).

Conclusions

Herein, we have developed a peptide modification tool based
on the widely use tetrazine chemical function, which rapidly
reacts with pyrazolones to provide a single molecule
conjugate. Additionally, this ligation enables the covalent
attachment of two fluorophores in a single step process. This
reaction presumably involves at first a conjugate addition
rather than a cycloaddition of pyrazolone-based C-
nucleophiles to tetrazines.

Ultimately, in this study, the tetrazine scaffold may be seen
as a bioorthogonal aldehyde protecting group, which reacts
specifically with pyrazolones. The reaction of such aldehydes
with pyrazolones has recently been reported by Rabuka and
showed promising applications in the field of
hiopharmaceuticals;15

Finally, in the context of spatial and temporal control of

substrate modificatictn,z2 this  study suggests that 5-
alkoxypyrazoles which are unreactive towards tetrazines,
should be convenient precursors of reactive pyrazol-5-ones

under appropriate stimuli (light, enzyme...).

Experimental

General

Flash column chromatography purifications were performed
on Geduran® Si 60 silica gel (40-63 mm) from Merck. TLC were
carried out on Merck DC Kieselgel 60 F-254 aluminium sheets.
The spots were visualized by illumination with a UV lamp (at
254/365 nm) and/or staining with KMnO, solution. Unless
otherwise noted, all chemicals were used as received from
commercial sources without further purification. Phosphate
buffer (PB, 100 mM, pH 7.4), Phosphate buffer salin (PBS, 100
mM, pH 7.4) and ag. mobile phases for HPLC were prepared
with water purified by means of a MilliQ system (purified to
18.2 MU cm). 'H and “*C NMR spectra were recorded with a
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Bruker DPX 300 (Bruker, Wissembourg, France). Chemical
shifts are expressed in parts per million (ppm) using the
residual solvent peak for calibration. J values are expressed in
Hz. High resolution mass spectra (HRMS) were obtained by
using an orthogonal acceleration time-of-flight (oa-TOF) mass
spectrometer equipped with an electrospray source in positive
and negative modes.

Instruments and methods

Protein samples were concentrated using a Millipore Spin-X UF
ultracentrifugal filter device with a 10 kDa cutoff and a volume
of 500 pL. UV-visible absorption spectra were obtained on a
Varian Cary 50 scan spectrophotometer by using a rectangular
quartz cell (Varian, standard cell, Open Top, 10 x 10 mm,
chamber volume 3.5 mL). Fluorescence spectroscopic studies
(emission/excitation spectra) were performed on a Varian Cary
Eclipse  spectrophotometer with a  semi-micro quartz
fluorescence cell (Hellma, 104F-QS, 10 x 4 mm, Chamber
volume 3.5 mL). Fluorescence screening studies were
performed by wusing an ultra-micro quartz cell (Hellma,
105.251-QS, 20 x 3 mm, chamber volume = 45 pL). The
absorption spectra were recorded (220-800 nm) in PBS (100
mM, pH 7.4) at 25 °C. Excitation/emission spectra were
recorded under the same conditions after emission/excitation
at the corresponding wavelength (470/540 nm, excitation and
emission filters: auto, excitation and emission slit=2.5 nm).
Fluorescence quantum vyields were measured at 25 °C by a
relative method that used Lucifer yellow (@ = 91% in NaOH
0.1 M, 470 nm)" as a standard. The following Equation (1) was
used to determine the relative fluorescence quantum vyield in
which A is the absorbance (in the range of 0.01-0.1 a.u.), F is
the area under the emission curve, n is the refractive index of
the solvents (at 25°C) used in measurements, and the
subscripts s and x represent standard and unknown,
respectively. The following refractive index values were used:
1.337 for PBS and 1.357 for NaOH 0.1 M.

D (x) = (As/A(Fe/Fs ) (nx/ns) @ fs)
HPLC systems used for purity control or purification

System QC: was used for analytical experiments (Thermo
Hypersyl GOLD C18 column, 5 um, 2.1 x 100 mm) with ACN
and 0.1% ag. TFA as eluents [0% ACN (5 min) followed by
linear gradient from 0% to 100% (40 min) of ACN] at a flow
rate of 0.25 mL/min. Several chromatographic systems were
used for the purification steps (by semi-preparative HPLC):

System A: RP-HPLC (Varian Kromasil C18 column, 10 pm, 21.2
x 250 mm) with ACN and 0.1% aq. TFA as eluents [0% ACN (10
min), followed by linear gradient from 0% to 100% (100 min) of
ACN and followed 100% (30 min) of ACN] at a flow rate of 20
mL/min.  UV-vis wavelength used for the detection was
performed at 370 and 470 nm. System B: RP-HPLC (Varian
Kromasil C18 column, 10 pm, 21.2 x 250 mm) with ACN and
0.1% aq. TFA as eluents [0% ACN (10 min), followed by linear
gradient from 0% to 100% (200 min) of ACN and followed
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100% (30 min) of ACN] at a flow rate of 15 mL/min. UV-vis
wavelength used for the detection was adapted to the
chromophore analyzed.

Synthesis

Pyrazolone 2a, 2c, 2g and 2i are commercially available.
Pyrazolone 2b2 2d* 2¢% 2f,zs 2h and Zj" were prepared
according reported procedures.

Fluorogenic tetrazine probe (1) To a solution of (4-
(1,2,4,5-tetrazin-3-yl)phenyl)methanaminium chloride®® (25.2
mg, 0.141 mmol, 1 equiv.) in a 3 mL solution of THF/MeOH
(1:1, vAv) was added the commercially available fluorescein
isothiocyanate (40 mg, 0.128 mmol, 1 equiv.) and DIEA (72 pL,
0.412 mmol, 4 equiv.). The reaction was stirred for 3 h at room
temperature. After the reaction was completed (monitored by
RP-HPLC, system QC), the crude product was evaporated
under vacuum and the residue diluted with aq 0.1% TFA and
purified by semi-preparative RP-HPLC (system A). The product-
containing fractions were Iyophilized to give 25.2 mg (34%
yield) of the product as an orange amorphous powder. m.p.
196 °C (degradation); IR (neat cm®) 1672, 1592, 1539, 1455,
1435, 1386, 1348, 1270, 1177, 1118, 850, 797, 721, 598, 571;
'H NMR (300 MHz, MeOD-[D4]) & 10.28 (s, 1H), 8.51 (d, J = 8.5
Hz, 2H), 8.31 (d, / = 2.1 Hz, 1H), 7.89 (dd, J = 8.3, 2.1 Hz, 1H),
7.63 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.22 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 6.97 (d, J = 8.9
Hz, 2H), 6.86 (d, J = 2.3 Hz, 2H), 6.72 (dd, J = 8.9, 2.3 Hz, 2H),
499 (s, 2H); C NMR (75 MHz, MeOD-[D4]) & 183.5, 169.9,
167.6, 165.1, 159.2, 156.3, 145.4, 142.8, 132.2, 131.6, 130.8,
130.2, 129.5, 129.3, 127.7, 122.53, 116.1, 113.8, 103.5; HRMS
(ESI) exact mass calcd for C3oHa1NsOsS m/fz 577.1294 found m/z
[M+H]" 577.1300; HPLC (system QC): ty = 27.433 min (95 %
purity).

tert-Butyl 4-{((3-methyl-5-oxo0-1-phenyl-4,5-dihydro-1H-
pyrazol-4-yl)methylene)hydrazono)methyl)benzylcarbamate
(4). To a solution of tert-butyl (4-(1,2,4,5-tetrazin-3-
yl)benzyl)carbamate (106 mg , 0.369 mmol, 5 equiv.) in a
mixture of  ACN/PBS (7.6 mL, 4.8:2.8, v/v) was added 5-
methyl-2-phenyl-2,4-dihydro-3H-pyrazol-3-one (13 mg, 0.074
mmol, 1 equiv.). The reaction was stirred for 2 h at room
temperature. Then, the crude product was diluted with AcOEt
and washed with deionized water. The organic layer was dried
over MgSO, and concentrated under vacuum. The crude
product was  purified by preparative TLC (2 mm,
AcOEt/Cyclohexane, 1:1, v/v) to give the product (30.1 mg,
0.069 mmol, yield 94%) as pale yellow amorphous powder. M
.p. 96 °C; IR (neat cm’l) 3473, 3333, 2973, 2913, 2860, 1669,
1597, 1525, 1497, 1268, 1248, 1162, 1085, 1055, 956; 'H NMR
(300 MHz, CDCl;) 6 8.08 (d, J = 15.3 Hz, 1H), 8.02-7.92 (m, 3H),
7.63 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 7.38 (dt, J = 13.0, 6.8 Hz, 4H), 7.15 (t, J
= 7.3 Hz, 1H), 4.97 (t, J = 5.6 Hz, 1H), 4.34 (d, J = 5.5 Hz, 2H),
227 (s, 13H), 1.47 (s, 9H); “*C NMR (75 MHz, CDCl;) & 165.4,
156.0, 149.9, 148.3, 146.6, 142.7, 1389, 131.8, 1289, 1281,
127.9, 124.6, 118.9, 101.2, 79.9, 44.5, 28.5, 12.8; HRMS (ESI)
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exact mass calcd for CyuHgNsO3; m/z 4342192 found m/z

434.2197 [M+H'T".

(E)-4-((5-Hydroxy-3-methyl-1-phenyl-1H-pyrazol-4-
yl)methylene)-3-methyl-1-phenyl-1H-pyrazol-5(4H)-one (5)
and tert-butyl 4-(bis(3-methyl-5-oxo-1-phenyl-4,5-dihydro-
1H-pyrazol-4-yl)methyl)benzylcarbamate (6). To a solution of
tert-butyl  (4-(1,2,4,5-tetrazin-3-yl)benzyl)carbamate 3% (25.6
mg , 0.089 mmol, 1 equiv.) in a mixture of ACN/PBS (1.7 mL;
1:07, v/v) was added commercially available 5-methyl-2-
phenyl-2,4-dihydro-3H-pyrazol-3-one (77.6 mg, 0.445 mmol, 5
equiv.). The reaction was stirred for 3 h at room temperature.
Then, the crude product was diluted with AcOEt and washed
with deionized water. The organic layer was dried over MgSO,
and concentrated under vacuum. The crude product was
purified by  flash-column  chromatography  (silica  gel,
AcOEt/Cyclohexane from 1:9 to 7:3, v/v). The product 5 was
obtained as a pale yellow amorphous powder (42.7 mg, 0.076
mmol, yield 85%) and compound 6 was isolated as a yellow
amorphous powder (11.4 mg 0.032 mmol, vyield 36%).
Compound 5: m.p. 137 °C; IR (neat cm’l): 2921, 1705, 1596,
1499, 1365, 1412, 1272, 1164, 1023, 751. 'H NMR (300 MHz,
CDCly) & 7.56 (d, J = 7.6 Hz, 4H), 7.25 (t, J = 9.4Hz, 4H), 7.10 (m,
6H), 4.88 (s, 1H), 4.73 (s, 1H), 4.16 (d, J = 5.9 Hz, 2H), 2.09 (s,
6H), 1.41 (s, 9H); Bc NMR (75 MHz, CDCl;) & 157.9, 156.2,
146.6, 140.2, 137.2, 136.9, 129.0, 127.6, 127.5, 126.3, 121.4,
105.9, 79.7, 44.4, 33.6, 28.5, 11.8; HRMS (ESI) exact mass calcd
for C33HigNsO, m/z 566.2767 found m/z 566.2770 [M+H] .
Compound 6:° m.p. 173 °C; IR (neat cm™): 2921, 2855, 161,
1584, 1547, 1488, 1324, 1172, 1091, 1059, 1005, 891, 814,
750. 'H NMR (300 MHz, CDCl;) &6 7.96 — 7.83 (m, 4H), 7.50 -
7.38 (m, 4H), 7.32 — 7.26 (m, 3H), 2.38 (s, 6H); exact mass calcd
for Cy;HoN4O, m/z 359.1508 found m/z 359.1501 [M+H]’.

N-2-(24(2-3{4-(6-hydroxy-3-oxo-3H-xanthen-9-
yl)phenyl thioureido)ethoxy)ethoxy)ethyl)-4-(3-methyl-5-
ox0-4,5-dihydro-1H-pyrazol-1-yl)benzamide (8)

o]
Hsz\/DJ‘/\
o 2 N
Step 1 e}
N N
|
N=

HO,C

Step_1: To a solution of 4-(3-methyl-5-oxo-4,5-dihydro-1H-
pyrazol-1-yl)benzoic acid® (1,0 g 4.58 mmol, 1 equiv.) in dry
DMF (25 mL) was added N-hydroxysuccinimide (580 mg, 5.04
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mmol, 1.1 equiv.) and EDCI. HCl (965 mg, 5.04 mmol, 1.1
equiv.). The reaction was stirred for 8 h at room temperature.
Then, the crude product was diluted with AcOEt and washed
with a solution of saturated aq NH,Cl (x 3), and brine. The
organic layer was concentrated under vacuum to give 1.276 g
(4.033 mmol, 88% raw yield) of the product as a pale brown
amorphous powder. The crude product was directly used
without  further  purification. To a solution of 2,5-
dioxopyrrolidin-1-yl 4-(3-methyl-5-oxo-4,5-dihydro-1H-pyrazol-
1-yl)benzoate (200 mg , 0.634 mmol, 1 equiv.) in dry DMF (5
mL) was added 2,2'-(ethane-1,2-diylbis(oxy))bis(ethan-1-
amine) (465 uL, 3.17 mmol, 5 equiv.) and DIEA (439 uL, 2.536
mmol, 4 equiv.). The reaction was stirred for 4 h at room
temperature. After the reaction was completed, the crude
product was evaporated under vacuum and purified by flash-
column chromatography (silica gel, DCM/MeOH, from 1:0 to
1:1, v/v). The product was obtained as an orange oil (217.7 mg,
6.24 mmol, yield 99%). IR (neat cm'l) 2966, 2919, 1723, 1595,
1490, 1130, 730; ‘H NMR (300 MHz, MeOD) & 7.95 (d, J = 8.9
Hz, 2H), 7.86 — 7.71 (d, / = 8.9 Hz, 2H), 3.70 — 3.42 (m, 14H),
2.09 (s, 3H); C NMR (75 MHz, MeOD) & 169.9, 165.7, 163.9,
152.2, 144.8, 129.6, 128.8, 120.5, 71.2, 70.6, 41.1, 40.7, 14.6;
HRMS (ESI) exact mass caled for Cy;HpsN,O; m/z 349.1876;
found m/z 349.1888 [M +H]".

Step 2: To a solution of commercially available fluorescein
isothiocyanate (40 mg , 0.103 mmol, 1 equiv.) in a 2 mL
solution of dry MeOH/THF (1:1, v/v) was added N-(2-(2-(2-
aminoethoxy)ethoxy) ethyl)-4-(3-methyl-5-oxo-4,5-dihydro-
1H-pyrazol-1-yl)benzamide (39.4 mg, 0.113 mmol, 1.1 equiv.)
and DIEA (72 pL, 0.412 mmol, 4 equiv.). The reaction was
stirred for 2 h at room temperature. After the reaction was
completed (monited by RP-HPLC, system QC), the crude
product was evaporated under vacuum and the resulting
residue was diluted with aq 0.1% TFA and purified by semi-
preparative  RP-HPLC  (system B). The product-containing
fractions were lyophilized to give 28.3 mg (37% vyield) of the
product as an orange amorphous powder. m.p. 169 °C
(degradation); IR (neat cm'l) 3060, 2862, 1598, 1455, 1539,
1276, 1177, 1118, 850, 764; 'H NMR (300 MHz, MeOD) & 8.30
(d, J = 1.9 Hz, 1H), 7.97 — 7.87 (m, 2H), 7.79 (m, 3H), 7.20 (d, J =
8.3 Hz, 1H), 7.00 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 6.90 (d, J = 2.3 Hz, 2H), 6.77
(dd, J = 8.9, 2.3 Hz, 2H), 3.79 (s, 2H), 3.75 — 3.61 (m, 9H), 3.58
(m, 2H), 2.19 (d, J = 28.8 Hz, 3H); *C NMR (75 MHz, MeOD) &
182.9, 173.5, 169.9, 169.3, 165.4, 161.2, 160.2, 156.5, 152.1,
142.9, 142.3, 140.7, 132.9, 131.8, 131.19, 130.2, 129.4, 129.1,
127.8, 121.6, 118.9, 116.3, 113.9, 103.4, 71.4, 71.3, 70.6, 70.2,
454, 409, 16.8, 12.9; HRMS (ESI) exact mass calcd for
CisH3gNsOsS m/fz 738.2234; found m/z 738.2236 [M +H]"; HPLC
(system QC): tz = 25.063 min (>99 % purity).

Procedure for the preparation of fluorescein-peptide (9)
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OH OH
Step 1
NC N=—
/

N&'G’N

Step 2 er-Gly-Arg-Ser-Ala-Asn-Ala-Lys(Dde)-NH,

Step 3 er-Gly-Arg-Ser-Ala-Asn-Ala-Lys(Dde)-NH;

Pyr-Fluo 8

Pyr-Fluo
Pyr-Fluo

Step 1: To a solution of 3-(4-cyanophenyl)propanocic acid
(175.2 mg, 1 mmol) in dry DMF (2.4 mL) in a 25 mL sealed
round bottom flask equipped with a magnetic stirrer, was
successively added formamidine acetate (3.240 g, 30 mmol, 30
equiv.), hydrazine monohydrate (7.36 mL, 50 mmol, 50 equiv.)
and zinc trifluoromethanesulfonate (546 mg, 1.5 mmol, 1.5
equiv.). The vessel was degassed with argon, sealed and the
mixture was stirred at 40 °C for 36 h. The consumption of 3-(4-
cyanophenyl)propanoic acid was monitoring by HPLC (system
QC). The reaction solution was cooled to room temperature
and the seal removed. Sodium nitrite (1.38 mg, 20 mmol, 20
equiv.) in water (20 mL) was slowly added to the solution,
followed by a slow addition of a solution of aq HCl (1M) during
which the solution turned bright red in color and gas evolved.
Addition of the solution of aq HCl (1M) continued until gas
evolution ceased and the pH value is 3. (Caution! This step
generates a large amount of toxic nitrogen oxide gasses and
should be performed in a well-ventilated fume hood). The
mixture was extracted with EtOAc and the organic phase dried
over magnesium MgSO,. The layer containing EtOAc was
removed using rotary evaporation and the residue purified
using silica column chromatography (MeOH/DCM, 1:15, v/v) to
give 20 mg of product as a pink solid (yield 9%). m.p. 157 °C; IR
(neat cm™) 3206, 2951, 2919, 2624, 1695, 1608, 1555, 1434,
1376, 1349, 1217, 1185, 1141, 896, 845, 805; ‘H NMR (300
MHz, CDCl3) & 10.29 (s, 1H), 8.65-8.34 (d, J = 8.5 Hz, 3H), 7.51
(d, J = 8.5 Hz, 3H), 3.05 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 2.66 (t, J = 7.6 Hz,
2H); B NMR (125 MHz, CDCl;) & 177.5, 167.7, 159.2, 148.4,
131.3, 130.5, 129.3, 37.1, 32.4; HRMS exact mass calcd for
C;HsN,0, m/z 229.0726; found m/z 229.0726 [M-H].

Step 2: To a solution of the substrate peptide of urokinase™
(10 mg, 0.0105 mmol, 1 equiv.) in NMP (140 pL) was added 3-
(4-(1,2,4,5-tetrazin-3-yl)phenyl) propanoic acid (2.9 mg, 0.0126
mmol, 1.2 equiv.), HBTU (4.77 mg, 0.0126 mmol, 1.2 equiv.)
and DIEA (9 puL, 0.0525 mmol, 5 equiv.). The reaction was
stirred for 2.5 h at room temperature. After the reaction was
completed (monitored by RP-HPLC, system QC), the crude
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product was diluted with a solution of ag 0.1% TFA and
purified by semi-preparative RP-HPLC (system B). The product-
containing fractions were lyophilized to give 4.6 mg (38% yield)
of the product as a pink amorphous powder. HRMS (ESI) exact

mass caled for Cs5;H;7NigOs my/z  1165.5867; found m/z
1165.5875 [M+H]"; HPLC (system QC): tz 21.767 = min ( 97 %
purity).

Step 3: to a solution of tetrazine-modified peptide 7 (3.6 mg
0.0034 mmol, 1 equiv.) in a 0.5 mL solution of NMP/PBS pH 7.4
(1:1, v/v) was added 2-(6-hydroxy-3-oxo-3H-xanthen-9-yl)-5-
(3-(2-(2-(2-(4-(3-methyl-5-oxo-4,5-dihydro-1H-pyrazol-1-
yl)benzamido)ethoxy)ethoxy)ethyl)thioureido)benzoic acid 8
(12.7 mg, 0.0172 mmol, 5 equiv.). The reaction was stirred for
2 h at room temperature. After the reaction was completed
(monitored by RP-HPLC, system QC), the crude product was
diluted with a solution of aq 0.1% TFA and purified by semi-
preparative  RP-HPLC (system B). The product-containing
fractions were lyophilized to give 3.0 mg (38% vyield) of the
product as a yellow amorphous powder. HRMS (ESI) exact
mass caled  CygH14eN2g02S; mfz 1285.4988; found m/z
1285.4957 [M+2H]"; HPLC (system QC): tx =26.217 min (99 %
purity).
Procedure  for  the fluorescein-human
lysozyme conjugate

Step 1: To a solution of the aforementioned 3-(4-(1,2,4,5-
tetrazin-3-yl)phenyl)propanoic acid (20 mg, 0.087 mmol, 1
equiv) in dry DCM (0.5 mL) was added N-hydroxysuccinimide
(20 mg, 0.174 mmol, 2 equiv.) and EDCLHCI (33.3 mg, 0.147
mmol, 2 equiv.). The reaction was stirred for 6 h at room
temperature. After the reaction was completed, the crude
product was diluted with DCM and washed with a solution of
saturated ag NH4Cl (3 x). The organic layer was concentrated
under vacuum to give 23.8 mg (4.033 mmol, 84% raw yield) of
the product as a pink amorphous powder. The crude product
was directly used for the next step without further
purification. To a solution of lysozyme human protein (2.0 mg,
136 nmol, 1 equiv) in PB (0.1 M, pH 7.4, 200 uL) was added
tetrazine-NHS ester (0.22 mg, 679 nmol, 5 equiv) dissolved in
DMSO (8 uL). The reaction mixture was left at room
temperature for 6 h. Thereafter, the reaction mixture was
filtered directly on an ultracentrifugal filter device with a 10
kDa cutoff to remove the excess of unconsumed cross-linker
reagent. The modified human lysozyme was washed first with
5 x 200 uL of a solution of PB/DMSO (9:1, v/v) and then with
PB (4 x 200 pL).

Step 2: To a solution of tetrazine-modified lysozyme (~2 mg,
nmol) in PB (0.1 M, pH 7.4, 500 pL) was added fluorescein-
pyrazolone 8 (25 mg, 3.4 mmol, 25 equiv) dissolved in DMSO
(100 pL). The resulting reaction mixture was then left at room
temperature for 12 h. The reaction mixture was then filtered
directly on an ultracentrifugal filter device (10 kDa cutoff, 500
uLl) to remove the excess of unconsumed pyrazolone. The
lysozyme was washed first with 4 x 200 pL of a solution of
PBS/DMSO (9:1, v/v) and then with PBS (3 x 200 pL). F/P molar
ratios were estimated from the relative intensities of the

preparation  of
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labelled protein and fluorescein-pyrazolone dye 8 absorption
at 494 nm (see SI).

Procedure for SDS-PAGE analysis

For the protein gel, lysozyme coupled with fluorescein (¥0.5 pg
or ~2 ug) was mixed with Laemmli buffer (Tris-NH, 0.15 M, SDS
4%, glycerol 17%, Bromophenol blue 0.008% and DTT 0.1 M),
heated for 5 min at 95 °C and then centrifuged for 15 seconds
at 2500 g Non coupled-lysozyme (0.5 pg or 2 pg) was used as
control. Proteins were separated by SDS-PAGE in a 15%
polyacrylamide gel (acrylamide/bis-acrylamide 30% [29:1],
Sigma) with 0.05% of SDS. Molecular masses were estimated
using Serva Dual Color Protein Standard Il (SERVA). After
migration (10 mA/gel) and fixation (H,0 50%, EtOH 40% and
acetic acid 10%), proteins were revealed successively by
fluorescence and by silver nitrate staining. In a first time, the
fluorescence was directly estimated using a Typhoon FLA 9500
laser scanner (GE Healthcare). Fluorescein images were
obtained with a 473 nm laser and an LPB510LP emission filter.
In a second time, the gel was stained with nitrate silver.
Briefly, the gel was sensitized 1 min with 0.02% sodium
thiosulfate (Sigma). Then, the gel was stained for 20 min with
0.1% silver nitrate solution (Sigma). Finally, the gel was
developed in a specific buffer (formaldehyde 0.0037%, sodium
carbonate 1.2% and sodium thiosulfate 0.00008% in distilled
water). The development was stopped after sufficient staining
with 5% acetic acid. Silver nitrate coloration was read using a
conventional scanner (Image Scanner lll, GE Healthcare).
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Screening of potential carbanions/enolizable species in PBS 7.4 by
fluorescence spectroscopy
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Figure S1: Screening study: fluorescence responses of tetrazine-based probe 1 (2.5 mM) at 2
(blue) and 60 min (red) after the addition of carbanions/enolizable species (10 mM, 4 equiv.)
in PBS 7,4 at 25 °C at Aex 470 nm and Aey 520 Nm.
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En plus des résultats présents dans |'article, une palette plus large de réactifs, pas uniqguement
limitée aux dérivés énolisables, a été également testée en tant que partenaire possible de la
tétrazine. En effet, ala suite de I’étude réalisée en 2016 par le groupe de Bonger montrant la forte
réactivité des acides vinyl-boroniques avec les tétrazines'™®, quelques dérivés comportant un tel
acide boronique ont été testés. Malgré cela, aucuns de ces dérivés ne s’est révélés réactifs vis-a-vis
de notre sonde. De plus, le dérivé de 1,2-oxazol-5(4H)-one 73 a été mis en réaction avec la sonde.
Bien que de structure assez proche des pyrazolones, celui-ci ne se révele pas aussi réactif (Figure 31).
Le composé le plus réactif obtenu lors de la totalité de cette étude reste la sulfo pyrazolone 72.
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Figure 31 : A) Retour de fluorescence de la sonde 66 (2,5 mM) observé en présence de différents analytes (4 éq.) aprés 2
min (gris clair) et 60 min (gris foncé), dans le tampon PBS 7,4 a 25 °C. A, = 470 nm et A, = 520 nm. B) Spectre

d’absorption de la sonde 66 dans le tampon PBS 7,4 a 25 °C.
Aprésavoirdéterminé le composé le plus réactif, un criblage de différentes tétrazines a été réalisé
aveclasulfo pyrazolone 72. Le fluorimétre du laboratoire étant en maintenancelors de la réalisation
de cette expérience, la disparition de la bande d’absorption a 520 nm caractéristique du noyau
tétrazine a été suivie au cours du temps a I’aide d’un spectrophotometre UV-Vis (Figure 32).
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Figure 32 : Valeur absolue de la différence d’absorbance observée a 520 nm avec différentes tétrazines (500 uM) en
présence de la sulfo-pyrazolone 66 (4 éq.) entre t=0 et t=2 min (gris clair) et entre t=0 et t=20 min (gris foncé), dans le
tampon PBS 7,4 a 25 °C.

De cette étude, il résulte que latétrazine mono-substituée 59 est significativement plus réactive que
les autres tétrazines vis-a-vis de la pyrazolone. En théorie, il serait donc possible de faire réagir
sélectivement latétrazine monosubstituée 59avec la pyrazolone en présence d’une des trois autres
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tétrazines 78,52 ou 79, puisd’utiliserune des autres tétrazines dans le cadre d’une ligation de type
iEDDA. Afin de vérifier cette sélectivité, la synthése d’un peptide comportant deux tétrazines
différemment substituées, 59 et 78, a été entreprise afin de pouvoir fonctionnaliser la tétrazine 59
puis 78 via la pyrazolone et le norbornéne, respectivement (Schéma 62).

Peptide
N~ N N=N
<N N%(N
1 2
ﬂ
(SN

R2

/ NH
o

Schéma 62 : Stratégie envisagée pour différencier la réactivité de deux tétrazines avec la pyrazolone.

Pour ce faire, la synthese d’un peptide modele, substrat de I’'urokinase, comportant les deux
tétrazines a été réalisée en quatre étapes. Ce peptide 84 a ensuite été mis en réaction avec la
pyrazolone hydrosoluble comportant une chaine PEG a deux unités. Cependant, le produit souhaité
n’a pas été obtenu, en revanche, le produit de diaddition de la pyrazolone sur chacune des deux
tétrazines a été observé par analyse HPLC et par spectrométrie de masse. Alors que dans notre
réaction modele réalisée a partirde la tétrazine méthylé 78 (0,05M) et la pyrazolone phényle (5 éq.)
dans le tampon PBS a température ambiante, aucune réaction n’avait été observée apres douze
heures (Schéma 63).
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Schéma 63 : Synthése et modification du peptide bis-tétrazine 89.
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La sélectivité souhaitée n’a donc pas été observée, la différence de réactivité entre les deux
tétrazines n’est sans doute pas suffisante. Il serait intéressant de recommencer cette expérience
avecdeux tétrazines possédant une plus grande différence de réactivité pour la pyrazolone, comme
la tétrazine 59 et |la tétrazine 79.

1.3. Génération de pyrazolones in situ
1.3.1. Principe des « propyrazolones »

Comme I’amontré le résultat du criblage de pyrazolones précédent, la O-alkylation”* de la fonction
hydroxyle du 5-hydroxypyrazole (en équilibre avec la pyrazolone) inhibe toutes réactions avecla
tétrazine. Compte tenu du mécanisme d’addition proposé, de la pyrazolone sur la tétrazine,
I’absence de I’équilibre cétoénolique serait responsablede la perte de réactivité observée. Aussi, ce
résultat pourrait étre mis a profit dans la préparation d’une série de précurseurs du motif
pyrazolone. Une O-alkylation (ou O-acylation) de la pyrazolone conduirait au 5-alkoxypyrazole
correspondant, incapablede réagiraveclatétrazine profluorescente. La formation de la pyrazolone
pourrait étre alors déclenchée in situ via un stimulus d’origine biologique par exemple, libérant
I’hydroxyle du 5-hydroxypyrazole, et donc la pyrazolone réactive.

1.3.2. Propyrazolone pour la détection sélective de cystéine et
homocystéine

Ainsi une preuve de principe a été réalisée a I'image des sondes fluorogéniques des cystéines et
homocystéines décrites par Zhang en 2015. Ces derniéres reposent sur un mécanisme séquentiel
d’addition de thio-Michael sur une acroléine, suivie d’une aminolyse intramoléculaire de I’ester,
libérant le fluorophore”” (Schéma 64 A). Ainsi, une réaction d’acylation de la pyrazolone avec le
chlorure d’acryloyle a été réalisée envue de détecter sélectivement les cystéines et homocystéines.
Cette « propyrazolone » a été obtenue avec un rendement de 73% (Schéma 64 B).
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Schéma 64 : A) Sonde profluorescente pour la détection de cystéine et d’homocystéine développée par Zhang en 201577,
B) Syntheése de la « propyrazolone » 87 sensible aux cystéines et homocystéines.
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Une fois cette propyrazolone 87 en mains, elle a été mise en réaction (4 éq.) avec la cystéine (4 éq.)
en présence de la tétrazine fluorogénique (2,5 mM dans le PBS 7,4, 1 éq.). Comme on peut le
constater sur le suivi cinétique, une forte augmentation de fluorescence a été observée suite a
I’addition de cystéine dans le milieu; alors que dans la réaction de contréle réalisée sans la
propyrazolone 87, le retour de fluorescence est beaucoup plus faible. Cette derniére proviendrait,
vraisemblablement, de la thiolyse de la tétrazine par la cystéine. Ce résultat montre toutefois la
viabilité de notre approche (Schéma 65).
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Schéma 65 : Preuve de principe de détection de cystéine par utilisation d’'un systéme propyrazolone/tétrazine. Sonde 66
(2,5 mM) plus « propyrazolone » 87 (4 éq.) et cystéine (4 éq.), dans le tampon PBS 7,4 a 25 °C. A, = 470 nm et A, = 520

nm.

Cette preuve de principe nous permet effectivement de démontrer la potentielle utilisation de ce
principe de propyrazolone. Cependant, cette étude doit étre complétée par une réaction entre la
propyrazolone 87 seule et la tétrazine fluorogénique 66 afin d’évaluer I’hydrolyse spontanée de la
propyrazolone. De plus, il faudrait également réaliser une étude comparative de la réaction de la
propyrazolone 87 avec différents thiols pour évaluer la réaction de thiolyse de la pyrazolone par
rapport a la réaction d’addition de Michael —aminolyse intramoléculaire. Cependant, la réaction
compétitived’addition de lacystéinesurlatétrazine ne permet pas d’envisager I’utilisation de cette
sonde sans avoir trouvé un moyen de limiter cette réaction parasite.

124



Chapitre 2 : Etude de la réactivité des tétrazines vis-a-vis de composés énolisables :
application ala ligation chimiosélective

1.3.3. Autres « propyrazolones » synthétisées

Suite a ce résultat encourageant, I’acétyle-pyrazolone 88 a été synthétisée afin de déclencher la
formation de la pyrazolone par des estérases”’?’. Néanmoins, I’acétyle-pyrazolone 88 se révele
instable et s’hydrolyse spontanément en mileu aqueux. Ainsi, I'incorporation d’un phénol acétylé
plus résistant a I’hydrolyse, a été réalisée par un bras auto-immolable via réaction de Mitsunobu
conduisantala propyrazolone 90. Cette derniere s’est révélée étre effectivement stable en milieu
aqueux. Enfin, Iutilisation d‘une réaction de Mitsunobu a également permis la synthése de la pro-

pyrazolone 92 en vue de vérifier sa sensibilité aux nitro-réductases.

—_—

Hydrolyse
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A, Y
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99%
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Schéma 66 : Synthése des « propyrazolones »

O

Les propyrazolones 90 et 92 ont été testées afin de permettre respectivement une détection par
fluorescence d’estérases et de nitro-réductases. Toutefois, lors de ces essais, aucun retour de
fluorescence n’a pu étre observé. Cela serait d(i a un phénomene de dilution. En effet, les tests de
criblage ou de détection de cystéine ont été réalisés a une concentration en sonde 66 de 2,5 mM et
avecquatre équivalents de propyrazolones et d’analytes. Les tests enzymatiques sontréalisés, quant
a eux, a des concentrations beaucoup plus basses en sonde 66 (10 uM) et quatre équivalents de
propyrazolones. A ces concentrations, laréaction de ligation est sans doute trop lente dans lagamme
de temps observée, fait qui est confirmé par le faite qu’a une concentration de 10 uM il est
nécessaire d’ajouter 100 équivalents de pyrazolone pour conduire a un retour de fluorescence
(Figure 33).

125



Chapitre 2 : Etude de la réactivité des tétrazines vis-a-vis de composés énolisables :
application ala ligation chimiosélective

A

,\)250- B) |

© o 140 ‘

= 5 ] e

= 2004 3 120 //—'

[0}

Q Q 4

c & 100 -

§1DD— § | f//"

@ @ g0 yd

[e] 100 o ] s

=l = 504

[ [} J

S 504 o 44 /

o 04 o | J

e =

= T v T v T v T v T T T T T 0'|'1'|'|'|'|'|'|'1'|'|'|'|'|'|'|'
0 5 10 15 20 25 30 0 51015202530354045505560657075

Temps (min) Temps (min)

Figure 33 : Cinétique de réaction entre la sonde fluorogénique 66 et I’édaravone 68 (noir) ou le norbornéne (gris) dans le
tampon PBS 7,4 a 25 °C a différentes concentrations (A, = 490 nm et A, = 520 nm.). A) sonde 66 (2,5 mM) plus 4
équivalents d’ I'édaravone ou le norbornéne (fentes a 5 nm). B) sonde 66 (10 |1M) plus 100 équivalents d’ I’édaravone ou
le norbornéne (fentes a 10 nm).

Note : Au cours de travaux sur laréactivité des pyrazolones surlatétrazine, la 4-bromo-pyrazolone a
été synthétisée par bromation de |I’édaravone en présence de dibrome dans I’acide acétique a - 10
°c*. Bien que cette pyrazolone ce soit révélée non réactive vis-a-vis des tétrazines, elle s’est
montrée réactive vis-a-vis des cystéines, puisqu’elle permet leur oxydation en cystine.
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Schéma 67 : Formation de pont disulfure 93 a partir de la 4-bromo-pyrazolone

Les connaissances acquises sur les pyrazolones au cours de ces travaux ont été extrémement
précieuses pourl’étude de laréactivité des pyrazolones vis-a-vis des accepteurs de Michael, ainsique
dans la conception d’'une sonde profluorescente pour la détection de biothiols. L'ensemble de ces
travaux fait I’objet du chapitre suivant.

2. Conclusion

La synthese d’unetétrazine fluorogénique performante baséesurlafluorescéine apermis de réaliser
le criblage d’'une famille de molécules énolisables a pH physiologique susceptible de réagir avecla
tétrazine. De cette étude, il en est ressorti un partenaire en particulier, il s’agit de I’ édaravone qui est
un composé faisant partie de la famille des pyrazolones, qui réagit suivant un processus de
guadruples additions nucléophiles sur le systéme tétrazine. Suite a cette découverte, un deuxiéme
criblage plus fin a mis en lumiéere la relation entre la structure et la réactivité des différentes
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pyrazolones étudiées. L'étude du mécanisme de la réaction a montré que |a pyrazolone réaliserait
une premiere addition de Michael sur la tétrazine, puis trois autres équivalents de pyrazolones
réagiraientaleurtour, afind’incorporerdeux pyrazolonesidentiques en lieu et place de la tétrazine
de départ. Cette réaction se révele intéressante puisqu’elle est chimiosélective et le produit de
ligation se révele facilement isolable. De plus, cette réaction ne conduit pas a la formation d’un
mélange d’isomeéres. L' utilité de cette stratégie a été illustrée par la modification d’un peptide et le
marquage par fluorescence d’une protéine dont la fonctionnalisation est réputée difficile, le

lysozyme humain.

Enfin, une série de précurseurs de pyrazolones dontlatransformation en pyrazolones réactives serait
déclenchée par un stimulus externe chimique ou enzymatique a été réalisée (voir page 125). La
validité de ces « propyrazolones » a été montrée via une sonde sensible aux cystéines. Cependant,
les sondes a nitroréductase et estérase n’ont pas conduit a un déclenchement de fluorescence
significatif, vraisemblablement suite a une cinétique de ligation trop lente dans les conditions de
dilutions imposées par les enzymes.
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I. Etat de Part

Dans le chapitre précédent, la tétrazine réagissait vraisemblablement comme un accepteur de
Michael avecla pyrazolone. Ce chapitre estdoncconsacré a I’étude plus large d’autres accepteurs de
Michael en vue d’établir une nouvelle ligation chimiosélective voire bio-orthogonale.

Comme nous avons pu le voir précédemment, les pyrazol-5-ones sont des hétérocycles de cing
atomes comportant une fonction carbonyle ainsi que deuxatomes d’azotes adjacents (Figure 34). Le
terme de pyrazolone a été donné a ces hétérocycles par Knorr en 1883,

Pyrazolone

Figure 34 : Structure générale et numérotation des pyrazolones

Cette méme année, undérivé de pyrazolone nommé Antipyrine ou Phénazone a été synthétisé par
Knorr et, pour la premiére fois rapporté, pour une utilisation clinique pour ses propriétés
analgésique, antipyrétique et anti-inflammatoire'®. Depuis lors, les pyrazolones ont été largement
utilisées pour leurs propriétés bioactives®®. En modulant leur structure chimique, il est possible
d’obtenirdes molécules ayantun large spectre d’activités biologiques. Onretrouve ainsi une activité
analgésique“”, antituberculeuse®, antibactérienne'®, anti-tumorales”’, anti-cancéreuse™, anti-
ischémique®, ou encore inhibitrice de VIH-intégrase'®. Quelques-unes de ces pyrazolones a
propriétés pharmacologiques sont représentées dans la Figure 35.
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Figure 35 : Structures de quelques pyrazolones bioactives

De par un large spectre d’activités biologiques, la chimie des pyrazolones s’est développée que ce
soit en termes de synthése ou bien dans la compréhension de leur réactivité.
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1. Synthése des pyrazolones

La synthése des pyrazolones est restée inchangée depuis sa premiére obtention. En effet, leur
obtention repose surlacondensation d’'un dérivéd’hydrazine sur un dérivé de B—cétoester””. Cette
réaction se réalise, laplupartdutemps, sous activation thermique, mais les conditions peuvent étre
modulées en fonction des substituants présents sur les différents partenaires. L'incorporation de
différents substituants surl’hydrazine ou le B-cétoesterapermisd’obtenir, aufil des années, un trés
grand nombre de pyrazolones substituées en position 1, 3 et/ou 4 (Schéma 68).

O o Solvant R? R

R! _NH polaire ;7_(3

N2+ R3MO/\ N o N2
H 2 5 Ny
R A !
R!

Schéma 68 : Voie de synthése générale des pyrazolones

En 2015, le groupe de Raju rapporte la synthése de pyrazolones par une catalyse au bismuth. Cette
méthode a permis I'obtention de deux dérivés comportant un chlore méthylénique en position 5
avec des rendements de 52 et 62%. Cette approche a également rendu possible la synthése de
guinze composés comportants une fonction éther toujours en position 5 avec des rendements
compris entre 35 et 58%. Ces deux approches utilisent les mémes conditions expérimentales a
I’exception du solvant. Laréaction réalisée dans un alcool permet d’obtenir la pyrazolone portant la
fonction étherqui estissue d’une réaction de substitution nucléophile entre le solvant etle composé
chloré. En revanche, lorsque la réaction est réalisée dans le THF, la fonction chlorure est préservée
121 (Schéma 69).

Cl OR'
. _NH3CI
2 exemples é/\—\ﬁ\ Bi(OTf), HN 3 O O Bi(OTf), I\i\
(0] - o) .

rdt =52 et 62 % N THF cl R'OH N 15 exemples
— ROy ° MO/\ EE—— rdt =35-58 %
R =H ou NO, reflux X reflux R

R

Schéma 69 : Synthése de pyrazolones catalysée au bismuth développée par le groupe de Ma en 20152

En 2017, le groupe Xi décrit la formation de pyrazolones bicycliques « one-pot ». Cette synthése se
réalise entre diverses hydrazines et des dérivés de 3-cétoester fonctionnalisés par un atome d’iode.
La réaction estréaliséedans|e dioxaneen présence d’acide acétique et d’acétate de sodium, a une
température de 10 °C, pendant 12 heures. Suite ala premiéere étape de condensation de I’hydrazine
sur la cétone, I'atome |’azote de |’hydrazone nouvellement formée réalise une substitution
nucléophile intramoléculaire sur I'iode permettant la formation du bicycle (Schéma 70). Cette
méthodologie a permis la synthése d’une chimiotheque de 48 composés obtenus avec des
rendements allant de 17 3 93%*".
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Schéma 70 : Méthodologie de synthése de pyrazolones bicycliques développée par le groupe de Xl en 201713,

Suite a leur synthése, la réactivité des pyrazolones a été étudiée afin d’illustrer leur utilisation en
synthése organique.

2. Réactivité des pyrazolones

La C-nucléophilie des pyrazolonesvient du fait qu’elles présentent un équilibre céto-énolique dont le
pKa a été mesuré égal a 7,0 pour I’édaravone****! (Schéma 71).

\ \
OI'\‘,g pKa=7,0 @o/d

Schéma 71 : Equilibre céto-énolique de I’édaravone

[14]

Cette nucléophilie de la position C-4, permet aux pyrazolones de réagir particulierement bien avec

différents électrophiles comme les sels de diazonium, les aldéhydes ou encore les accepteurs de
Michael.

2.1. Réactivité des pyrazolones vis-a-vis des sels de diazonium

En effet, les pyrazolones ont la capacité de s’additionner spontanément sur les sels de diazonium
aromatiques a basse température (0-5 °C). Le produit ainsi formé se présente sous deux formes, la
forme hydrazone et la forme diazo. *® (Schéma 72).

3 R3
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N : :
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Schéma 72 : Synthése et tautomérie des diazo-pyrazolones

Cette méthode anotamment été utilisée dans lasynthése de pigments, pour lesquels I'influence du
groupement R?surleurs propriétés optiques a été étudiée”™®. En 2002, le groupe de Jens rapporte
une méthode de synthésede ces pigments dite « propre » car la synthése ne produit pas de déchets
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(laréaction se faitsans solvant), par couplage en phase solide entre le sel de diazonium et le dérivé
de pyrazolone™. Ces composés ne sont pas seulement utilisés pour leur qualité de pigment mais
aussi pour leurs propriétés biologiques. lls ont notamment un réle de mime de I’activité de la
thrombopoietin dans les cellules™ ou encore des propriétés anti-cancéreuses””.

2.2. Réactivité des pyrazolones vis-a-vis des aldéhydes

Les pyrazolonesont également la capacité de réagir sur d’autres especes é lectrophiles. C'est le cas
des aldéhydes. En effet, par le biais d’une activation thermique, les pyrazolones sont capables de
réagiravec ces dernieres via une réaction de Knoevenagel. Ainsi en 1983, I’équipe de Tomasik décrit
la réaction entre le 2-aminobenzaldéhydeetla 1,3-diméthylpyrazolone, sous activation thermique a
150 °C, sans solvant’?! (Schéma 73).

NH,
~o
N
\N NH; \N
—_—
(0] I\‘l/ (@) I\‘l/

150 °C
sans solvant 70%

Schéma 73 : Réaction de Knoevenagel avec un aldéhyde aromatique décrite par Tomasik en 19834,

La réaction de Knoevenagelentre les pyrazolones et les aldéhydes aromatiques a été utilisée parla
suite dans la conception de pigments® ou d’inhibiteurs de protéases®. Toutefois, il faut noter que
la stéréochimie de la double liaison de ces pigments n’est pas discutée dans la littérature.

En 2012, le groupe de Saraf a développé une méthodologie permettant de réaliser la réaction de
Knoevenagel entre I’édaravone et des aldéhydes aromatiques substitués par des groupements
électrodonneurs ou électroattracteurs. Cette méthodologie permet de remplacer les conditions
thermiques habituelles (150-160 °C pendant 3-4 heures), par une activation micro-ondes (480 W, 2-4
minutes). Cette méthodea permis d’obtenir une série de dix composés présentants des propriétés
antimicrobiennes et anti-inflammatoires, avec des rendements identiques a ceux obtenus en
condition thermique (77-84%)*' (Schéma 74 A). En 2013, I’approche par micro-ondes a été utilisée
par le groupe de Navale pour la réalisation de réaction tandem Knoevenagel/hétéro-Diels-Alder
intramoléculaire. Lors de cette étude, douze composés tétracycliques ont été synthétisés avec des
rendements de 793 84%"® (Schéma 74 B). Aucune information n’est donnée quantalastéréochimie
du groupement R® (qui est en fait contrdlée par la réaction de Knoevenagel car la DA est
stéréospécifique).
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A)

X
) R3+ Q}(
_N =
07N
Sans solvant
micro-ondes 480 W
2 a4 min

10 exemples
rdt = 77-84%

B)

12 exemples
rdt = 79-84%

Sans solvant
R! micro-ondes
5min

Schéma 74 : Condensation de Knoevenagel assistée par irradiation micro-ondes développée par le groupe de Saraf en
2012!*! (A), et le groupe de Navale en 20131 (B).

2.3. Réactivité des pyrazolones vis-a-vis des accepteurs de Michael

En 1998, lors d’'une étude portant sur la réactivité des pyrazolones en phase solide, le groupe de
Meng rapporte que le composé issu de lacondensation de Knoevenagel entre une pyrazolone et un
aldéhyde aromatique forme un accepteurde Michael, qui peut réagir avec un second équivalent de
pyrazolone, lorsque cette derniére est présente en exces (3 éq.). Cette étude apermis|’obtention en
phase solide, sans solvant, a température ambiante pendant 20 a 40 minutes, de onze composés
avecdes rendements compris entre 43 et 78%. Tandis que les mémes réactionsréalisées en solution
dans le chloroforme atempérature ambiante pendant 48 heures, n’ont conduit qu’a la formation de
cing produits (sur les onze réactions testées) avec des rendements plus faibles allant de 25 & 45%*”’
(Schéma 75).

Méthode A:
phase solide Méthode A:
I( (réaction au mortier) 11 exemples
t a. 20-40 min

rdt = 43-78%

© Méthode B: I;IéthodeI B:
CHCl3 e_XemP 905
t a 48h rdt = 25-45%

3éq. Sol|de

solide

Schéma 75 : Réaction des pyrazolones en phase solide développée par le groupe de Meng en 19987,

Par la suite, des études ont été réalisées afin d’améliorerles rendements obtenus en solution. Ainsi
en 2010, le groupe de Li rapporte que l’utilisation d’un surfactant, le bromure d’hexadecyl-
trimethylammonium (HTMAB) en systéme aqueux a 80 °C pendant 30 a 90 minutes, permet
d’obtenirune série de onze composés avecdes rendements compris entre 58 et 94% %', Par la suite,
en 2015, I’équipe d’Elinson montre que la méme réaction peut étre conduite sans catalyseur. En
effet, seule une activation thermique suffit, puisque la réaction réalisée a 78 °C dans |’éthanol
conduit a la préparation d’une librairie de neuf composés obtenus avec d’excellents rendements

compris entre 93 et 99% .
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La réactivité des pyrazolones a été étendue a d’autres accepteurs de Michael. On retrouve ainsi, en
2016, une méthodologie d’addition de pyrazolones surdes (2-nitrovinyl) benzénes pro-chiraux. Cette
réaction, conduite dans le dichlorométhane a température ambiante, permet, en présence d’un
organo-catalyseur chiral de type squaramide et d’une base, d’obtenir une chimiotheque de 18
composés avec des rendements de 36 a 88% et des exces énantiomériques compris entre 86 et
97%"% (Schéma 76).

R® R FsC o] o)
é/\_\< Fsc)\/Noz Pl NO, cata = j;/(
0 N,N ) 18 exemples N N
HO—~\~R? rdt=36-88% H H
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6%,

Schéma 76 : Réaction de Michael organocatalysée développée par Shen en 201

En 2015, le groupe de Wang décrit une addition de Michael de pyrazolones sur des aldéhydes
vinyliques suivie d’une cyclisation intramoléculaire pour conduire aux lactols correspondants. En
effet,al’issue de lapremiére réaction d’addition de Michael, le groupement hydroxyle du pyrazol-5-
ol (en équilibre avec la pyrazol-5-one), s’additionne sur I’aldéhyde afin de former le composé
bicyclique correspondant. Cette réaction se déroule dans le DCE a 0 °C en présence d’une quantité
catalytique d’acide benzoique. L’utilisation d’un catalyseur organique chiral a permis I’obtention
d’une série de 14 composés avec des rendements allant de 71 a 91% et des excés énantiomériques
allant de 74 3 99%"" (Schéma 77 A). En 2017, la méme stratégie a été utilisée par I’équipe de Qin
pour obtenir des sultones bicycliques par addition de pyrazolones sur des fluorures de sulfonyle
vinylique. Cette réaction est réalisée dans le dichlorométhane a température ambiante avec du
NaHCO; et en présence d’une quantité catalytique de DBU. Cette méthodologie de synthése a permis
la synthése de 22 composés racémiques avec des rendements allant de 62 a 97% ' (Schéma 77 B).
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Schéma 77 : Réactions cascades d’addition de Michael/cyclisation intramoléculaire développées en 2015 par Wang[m et
2017 par Qin[m.
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3. Utilisation des pyrazolones en bioconjugaison

La grande réactivité des pyrazolones a conduit les chimistes as’intéresseracet hétérocycle pour une
utilisation en bioconjugaison. En effet, comme nous|’avons mentionné précédemment, le pKa de la
pyrazolone estd’environ 7,0, ce qui signifie, qu’a pH physiologique, cette derniére est déprotonée et
présente donc un caractére nucléophile.

La premiére utilisation de pyrazolone en bioconjugaison a été réalisée par le groupe de Honda en
1993. Dans cette étude la pyrazolone a été utilisée pour la détection et quantification spécifique
d’acide hyaluronique par HPLC. En effet, aprés digestion enzymatique de cetoligosaccharide par la 4-
glycanohydrolase, le dérivé de pyrazolone appelé MPMP (1-(4-methoxy) phenyl-3-methyl-5-
pyrazolone) peutréagirsurlaposition C-1' terminale de chaque fragment de type polysaccharidique
et ainsi, permettreleuridentification par HPLC, couplée alaspectrométrie de masse. Il estimportant
de noterqu’ici, lapyrazolone ne réagit, a priori, pas spontanément sur les carbohydrates puisqu’une
activation thermique (70 °C) en milieu basique est nécessaire pour réaliser la réaction de
dérivatisation®® (Schéma 78).
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Acide hyaluronique 70 °C, 20 min

Schéma 78 : Dérivatisation de carbohydrates par la MPMP utilisée pour leur analyse par HPLC,

En 2015 le groupe de Rabuka a développélapremiére ligation entre une pyrazolone et un aldéhyde
dans des conditions douces. Cette approche, reposant sur |’ utilisation d’une pyrazolone comportant
une fonctionthiol libre, a permis le développement d’un nouvel outil de conjugaison contrélé entre
les anticorps modifiés sur leur extrémité C-terminale de la chaine lourde par un aldéhyde et des
médicaments (Schéma 79 A). Le mécanisme de cette réaction fait intervenir une premiére réaction
de condensation de Knoevenagel entre la pyrazolone et I’aldéhyde. L'accepteur de Michael ainsi
formé subit une addition intramoléculaire de lafonction sulfhydrile portée par la pyrazolone, afin de
former un lien stable et non-hydrolysable®* (Schéma 79 B).
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Schéma 79 : Ligation chimiosélective de Rabuka utilisant une pyrazolone portant une fonction thiol (Schéma extrait de
I’article[34]).
Fort de ces résultats, le méme groupe a utilisé, en 2016, une approche tandem condensation de
Knoevenagel/addition de Michael décrite par I’équipe de Meng en 1998. In fine, cette réaction
permet I'introduction de deux motifs pyrazolones identiques sur un aldéhyde. Cette approche a
rendu possible le développement d’un conjugué anticorps-médicament comportant donc deux fois
plus de molécules biologiquement actives que dans leur étude précédente ®* (Schéma 80).
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Schéma 80 : Ligation chimiosélective tandem condensation de Knoevenagel/addition de Michael de Rabuka (Schéma
extrait de I'article[35])

S’inspirantde lapremiére approche développée par le groupe de Rabuka en 2015, I’équipe de Yin a
réalisé en 2018 une modification stoechiométrique et site-spécifique d’une protéine (la myoglobine)
comportantune fonction aldéhyde. Cette étude a permis de montrer que les pyrazolones substituées
en position 2 par un groupement aromatique étaient sensiblement plus réactives que les pyrazolones
aliphatiques utilisées par le groupe de Rabuka. De plus, la présence d’un groupement
électroattracteursurcetaromatique permetd’accroitre encore leur réactivité. Lamodification d’une
protéine (myoglobine) etl’imagerie de lamembrane cellulaire (cellules mammiféres RD) a été rendue
possible en générant des fonctions aldéhydes par oxydation in situ au NalO,"® des acides sialiques
présents sur la surface de cellules (Schéma 81).
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Schéma 81 : Modification de la membrane cellulaire par réaction tandem condensation de Knoevenagel/addition
intramoléculaire de Michael, de Yin en 20185,

La grande réactivité des pyrazolones et leur utilisation récente en conjugaison a été un moteur pour
I’étude de leur réactivité vis-a-vis des accepteurs de Michael en vue d’une application en conjugaison
chimiosélective voire bio-orthogonale. L' utilisation de I’addition des pyrazolones sur des accepteurs
de Michael devrait permettre de s’affranchirde I’utilisation d’aldéhydes, fonctions trés réactives qui
se révelent sensibles, entre autres, vis-a-vis des amines. Restera a contrdler |la réactivité des
pyrazolones en addition de Michael par rapport aux autres nucléophiles biologiques comme les
thiols. ensemble de ces travaux sont présentés dans la suite de ce chapitre.
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I1l. Résultats et discussions

1. Recherche d’un accepteur de Michael comme partenaire
réactionnel de la pyrazolone.

De |'étude bibliographique précédente, il en ressort que les pyrazolones sont des composés
particulierement réactifs vis-a-vis d’électrophiles carbonylés, ainsi que des accepteurs de Michael
(c.f. deuxiéme approche de I’équipe de Rabuka®*)
biocompatible suffisant (trés réactif avec les lysines notamment), nous nous sommes tournés vers
I’étude d‘accepteurs de Michael dontlaréactivité pourrait étre modulée en modifiant la nature de R

. Les aldéhydes ne présentant pas un caractere

et du GEA (groupement électroattracteur), envue d’étre suffisamment réactif avec les pyrazolones,
tout en conservant une orthogonalité suffisante vis-a-vis, notamment, des fonctions amines et thiols
des biomolécules (Schéma 82).

o -OH \>(, }< R

Schéma 82 : Principe d’un accepteur de Michael modulable et orthogonal aux fonctions nucléophiles biologiques

Tout d’abord, la réaction des pyrazolones sur des accepteurs de Michael a été envisagée. Pour ce
faire, I’'hémicyanine 94, qui possede un systéme polyénique pouvant réagir en tant qu ‘accepteur de
Michael, a été mise en réaction avec un léger exces d’édaravone (1,5 éq.) dans I’éthanol. Il a été
observé ici un changement de couleur quasi immédiat aprés I’addition de la pyrazolone, attestant
gu’uneréactionaeulieuatempérature ambiante. Aprés dix minutes, laréaction n’évolue plus, avec
la formation d’un produit violet trés coloré. Le produit obtenu est en fait la mérocyanine
dissymétrique 95, qui a étéisolée avecunrendementde 31%. Elle estissue d’'une condensation de la
pyrazolone surl’imine, suiviede I’élimination de I’aniline, et non d’une addition de Michael comme
nous I’avionsimaginé. Malheureusement, ce colorant ne présente pas de propriétés de fluorescence
mais un fort pouvoir colorant confirmé par un coefficient d’absorption molaire particulierement
élevé de 122 500 M™*.cm™ pour une absorbance maximale a 573 nm dans le tampon PBS 0,1 M, pH
7,4.

Bien que les propriétés de fluorescence, que |I’on aurait pu attendre de tels composés hybrides de
mérocyanines, ne soient pas observées, leur obtention dans des conditions douces a suffisamment
attirée notre attention pour pousser notre étude plus loin. Tout d’abord, I’étude de la réactivité
entre la phényle-pyrazolone 68 (édaravone) et des analogues de I’hémicyanine 94 a été réalisée.
Ainsi, notre choix s’est porté sur la cyanine Cy5.0 symétrique 96 présentant un systéme polyénique
susceptible de réagir en tant qu’accepteur de Michael. Les cyanines sont des fluorophores
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couramment utilisés pourde I'imagerie in cellulo et in vivo, possédantdonc, une relativement bonne
stabilité dansles systémes biologiques. |l a été observé apres 2 heures, une consommation totale de
la Cy5.0 et la formation de mérocyanine 95 issue de I’addition de la pyrazolone (Schéma 83).
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Schéma 83 : Synthése de la mérocyanine 95

Cependant, les cinétiques de réaction observées avecl’hémicyanine 94 et la cyanine Cy5.0 96 se sont
révélées particulierement faibles. Ainsi, la réactivité de la phényle-pyrazolone (édaravone) a été
évaluée avecd’autres accepteurs de Michael et électrophiles apparentés. Pour ce faire, ladisparition
de la bande d’absorption caractéristique de I’accepteur de Michael, suite a I’addition de la
pyrazolone (500 éq.), a été suivie au spectrométre UV-Vis a la longueur d’onde d’absorption
maximum de chaque composé, dans le tampon PBS 7,4 pour chaque accepteur de Michael étudié (10
uM). De plus, lastabilité des différents accepteurs de Michael utilisés ainsi que celles des produits
obtenus a l'issue de la réaction, ont été évaluées en présence d’un exces de lysine, de N-
acétylcystéine (NAC) (500 éq, PBS 7,4, 2 h) et/ou en présence de BSA (1 éq., PBS 7,4, 37 °C, 24 h).
L'ensemble des résultats obtenus est récapitulé dans le Schéma 84.
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Schéma 84 : Etude de réactions de la pyrazolone 68 avec différents accepteurs de Michael. L’étude cinétique a été
réalisée pour chaque systéme électrophile (10uM) en présence d’édaravone (500 ég.). La cinétique a été suivie par
spectrométrie UV par diminution a I’absorbance maximale de chaque systéme électrophile sur 10 min dans le PBS 7,4 a
25 °C.

De cette étude il ressort que le partenaire offrant le meilleur compromis réactivité/stabilité est la
mérocyanine diméthylamine 99" porteuse d’un groupement fortement électrodonneur sur
I’aromatique. Laréaction mise enjeu estune réaction d’addition de Michael suivied’une élimination
de la partie indolique, rendant cette addition irréversible, comme observé pour la cyanine 96. De
plus, lamérocyanine etle produit d’addition-élimination obtenu présentent une bonne stabilité vis-
a-vis des thiols (pas de réaction détectée en présence de 500 éq. de NAC ou de lysine pendant au

moins 2 h) et de la BSA (1 éq., PBS 7,4, 37 °C, 24 h).

2. Etude de la réactivit¢ entre les mérocyanines et les
pyrazolones.

Suite a la mise en évidence d’une réactivité possible entre la pyrazolone et la mérocyanine 99
porteuse d’un groupement électrodonneur, plusieurs stratégies ont été mises au pointdansle butde
développer une nouvelle ligation chimiosélective, voire bio-orthogonale. Les trois stratégies
développées, ainsi que les difficultés rencontrées, sont présentées ci-dessous dans |'ordre
chronologique.

2.1. Stratégie N°1: Utilisation d’une « pince» pour des
réactions de piégeage intramoléculaire.

La premiere stratégie envisagée est inspirée des travaux de Rabuka de 2015, dans lesquels le
partenaire pyrazoloneréalise une réaction de Knoevenagel sur un aldéhyde suivie par un piégeage
de I'intermédiaire formé par une addition de thio-Michael intramoléculaire®". Ainsi, la synthése
d‘une « pince » comportant une pyrazolone ainsi qu’une fonction thiol pour le piégeage
intramoléculaire a été étudiée (Schéma 85).
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Schéma 85 : Principe et voies de synthése générales de la « pince » comportant une fonction thiol libre.
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Ainsi, lapyrazolone 105 est obtenue en quatre étapes a partirde I’acide 3-(tritylsulfanyl)proponique

commercial, comme décrit par Rabuka®®*

. Cette syntheése a été parfaitement reproduite au
laboratoire. Toutefois, cette méthode ne permet la synthése que de pyrazolones présentant des
groupements alkyles en position 1, alors qu’un groupement aromatique, appauvri en électron, est
nécessaire pouraccroitre la réactivité de la pyrazolone vis-a-vis des mérocyanines. Dans ce but, lors
del’étape de formation de la pyrazolone, laméthylhydrazine utilisée par Rabukaa été remplacée par
I’acide 4-hydrazinobenzoique. Cela a permis d’obtenir le composé 106 avec un rendement de 42%
contre 77% pour le composé 104 issu de la synthése de Rabuka. Néanmoins, lors de |'étape de
déprotectionfinale, le composé désiré n’a été obtenu qu’avecunrendement de seulement 12%, soit
10 mg de produitisolé en partantde 287 mg d’acide 3-(tritylsulfanyl)proponique colitant 80 euros le
gramme chez Sigma-Aldrich (Schéma 86).
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Schéma 86 : Voie 1 : « pince » comportant une fonction thiol libre a partir de I’acide 3-(tritylsulfanyl)proponique

La voie de synthése, précédemment décrite, a donc été abandonnée car trop colteuse. Une
approche alternative reposant surl’utilisation de I’acide 3,3-dithiodipropionique 200 fois moins cher
(21 euros les 50 grammes) et, plus économe en atomes, a ainsi été investiguée. En effet, la
déprotection finale ne génére pas de sous-produits contrairement au trityle utilisé dans la voie de
synthese précédente, qui en plus nécessite |'utilisation de triisopropyl silane (TIPS) pour piéger le
cationgénéré lors de la déprotection du trityle. Dans cette optique, le B-cétoester 108 a ainsi pu étre
obtenu avec un rendement de 21% sur deux étapes. Ce [-cétoester 108 a été mis en réaction avec
I’acide 4-hydrazinobenzoique eta permis d’obtenir quantitativement la dipyrazolone protégée 109.
Cependant, lorsde I’étape de coupure du pont dissulfure de cette derniere, latotalité du produit 109
engagée dans la réaction a été perdue lors de I'étape de purification sur gel de silice.
Alternativement, la synthése a été réalisée en utilisant la phényle hydrazine. La dipyrazolone,
protégée sous forme de disulfure 110, a ainsi été obtenue avec un rendement de 52% bien que ce
rendementn’aitjamais pu étre reproduit parlasuite. Malgré cela, seulement 4,3 mg du produit final
111 ontpu étre obtenus purs avec un faible rendement de 8%, suite a I’étape de réduction du pont
disulfure (Schéma 87).
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Schéma 87 : Voie 2 : « pince » comportant une fonction thiol libre a partir de I’acide 3,3-dithiodipropionique

Comme on peut le voir sur les deux approches réalisées pour obtenir les pinces pyrazolone -thiol,
c’estl’étapefinalede libération du thiol (par déprotection ou coupure du pontdissulfure) qui pose le
plus de difficulté. C’'est pourquoi en 2018, le groupe de Yin a publié une synthese de pyrazolone thiol
reposantsurla méme stratégie que celle que nous avions envisagée dans le Schéma 87, dans laquelle
il réalise laréduction du pontdisulfurein situ, évitantainsila purification extrémement délicate des
composés portant une fonction thiol libre®®.

Suite aux échecs survenus dans I’obtention de « pinces » comportant une fonction thiol, une autre
approche a été envisagée. Toujours sur le principe de développementd’unepince, le remplacement
de cette fonction thiol par une deuxieme pyrazolone permettrait également de réaliser ce méme
piégeage intramoléculaire. La base de cette approche repose sur la formation d’une pyrazolone
comportant en position 3, un 3-cétoester (molécule 114). Cette derniére pourra étre obtenue a partir
d’une pyrazolone substituée en position 3 par un méthyle (molécule 112) ou une fonction
permettantd’obtenirle B-cétoester desiré (fonction acide carboxylique de la molécule 113 ou ester

dela molécule 119). Le B-cétoester114 pourra ensuite étre utilisé pour générer un deuxiéme motif
pyrazolone. (Schéma 88).
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Schéma 88 : Principe et voies de synthése testés pour I'obtention de « pinces » dipyrazolone.
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Plusieurs voies de synthése ont été évaluées pour tenter d’obtenir cette pince dipyrazolone.
Toutefois, aucunesd’entre elles n’a permis d’obtenirle produit souhaité. La premiére tentative a été
basée, al’instarde ce qui estréalisé avecles B-cétoesters, surune stratégie de double déprotonation
en position a et y (composé 117) de la pyrazolone méthylée 112. En présence de (chloroformyl)
acétate d’éthyle, le dianion de la pyrazolone permettraitlaformation un B-cétoester en position 3de
la pyrazolone, conduisantalaformation de la pince dipyrazolone aprés condensation avec I’acide 4-
hydrazinobenzoique. Néanmoins, il semblerait qu’une seule déprotonation ait eu lieu puisque seule
une trés faible quantité du produit 118 issue d’une acylation en position 4 de la pyrazolone a été
obtenue avec un rendement de 4% (Schéma 89).
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Schéma 89 : Voie 3 : « pince » dipyrazolone par double déprotonation de la pyrazolone 112.

Toujours dans le but d’obtenir un B-cétoester en position 3 de la pyrazolone, deux pyrazolones
comportantune fonction ester éthylique et acide carboxylique en position 3 ont respectivement été
obtenues en une et deux étapes a partir du 1,3-acetonedicarboxylate de diéthyle 118 commercial.
Cesdeux composésont été respectivement engagés dans des condensations de Claisen et dans un
couplage avecl’acide de Meldrum. Malgré cela, de ces deux voies de synthese, aucune formation du
dérivé pyrazolone- B-cétoester n’a été observée par analyse RMN du proton du brut réactionnel,
seuls des mélanges complexes ont été obtenus (Schéma 90).
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Schéma 90 : Voie 4 : « pince » dipyrazolone par formation d’un f3-cétoester par condensation de Claisen ou couplage
avec I'acide de Meldrum.
La derniére approche testée consiste a générer un double B-cétoester symétrique a partir de la
dicétone 121 comportant un point de fonctionnalisation en position B. Ce double B-cétoester
permettrait la formation d’une pince comportant deux pyrazolones identiques. Pour ce faire, la 3-
méthyl-2,4-pentanedione a été alkylée par du bromure de propargyle en position BB’”, puis le produit
ainsi obtenu a été mis en réaction avec du carbonate de diéthyle en milieu basique. Cependant, le
produit souhaité n’a pas pu étre observé, seul un mélange complexe a été obtenu (Schéma 91).
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Schéma 91 : Voie 5 : « pince » dipyrazolone symétrique.

Cette stratégie mériterait d’étre évaluéeavecd’autres nucléophiles internes, comme des alcools ou
des amines en lieu et place du thiol, si la réaction d’addition intramoléculaire est assez rapide.
Toutefois, la synthése d’une « pince » telle que nous I’avions envisagée se révélant délicate, une
autre stratégie a été mise en place.

2.2. Stratégie N°2: Addition de deux pyrazolones par réactions
successives d’addition de Michael/élimination/addition de Michael.

Suite aux difficultésrencontrées aveclastratégie 1, une nouvellestratégie adoncété abordée. Cette
derniéere, s’inspirant des travaux de Meng de 1998 et de Rabuka de 2016, repose non pas, sur un
tandem Knoevenagel/addition de Michael entre une mérocyanine et un excés de pyrazolone, mais
sur deux additions de Michael successives entrecoupées par une élimination. Dans cette stratégie, la
mérocyanine joue le role du reporter chimique présent sur la biomolécule cible tandis que la
pyrazolone joue le réle du partenaire de réaction ajouté dans un second temps (Schéma 92). L’ajout
d’unsecond équivalent de pyrazolone permettra de bloquer |‘accepteur de Michael obtenu suite a
I’addition de la premiere pyrazolone.

= biomolécule N

/‘N\LLNG’, R
Addition

de Michael

Addition
de Michael

Schéma 92 : Principe général de la stratégie 2.

Dans un premiertemps, afin de validerla stratégie évoquée ci-dessus, laN-diméthylmérocyanine 99
a été mise en réaction avec |’édaravone (3 éq.) dans un mélange NMP/PBS 7,4 (1:1, v/v), a une
concentrationde 0,01 M et a température ambiante. Aprés deux heures, laréaction n’évolue plus, et
le brut réactionnel est extrait a I’aide de DCM. L’analyse par RMN du proton de ce brut réactionnel,
montre la présence du composé désiré 123 issu de deux additions d’édaravone sur une mérocyanine.
Néanmoins, lors de la purification de ce produitalorsincolore surgel de silice, un composé rouge se
forme peu a peu sur la colonne. Aprés analyse, le composé rouge se révele étre le composé 122
intermédiaire obtenu aprés élimination de la partie indolique lors de la premiére étape®®. Le produit
123 issu d’une di-addition serait donc instable et conduirait a une élimination d’une des deux
pyrazolones introduites, via une réaction d’élimination. Cette élimination de pyrazolone serait
probablement due a I’acidité de la silice qui favoriserait la réversibilité de la réaction (Schéma 93).
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Addition
de Michael

NMP/PBS (1:1, viv)
0.01M, t a.

Colonne de silice
(acidité ?)

Schéma 93 : Réaction entre le mérocyanine 99 et I’édaravone

Afinde vérifierI’hypothése de laréversibilité en milieu acide, la réaction entre la mérocyanine 99 et
la pyrazolone 85 a été suivie par RP-HPLC. Cette réaction a été réalisée dans les mémes conditions
gue laréaction présentéedans le Schéma 93. Malgré cela, pour le bon déroulement du suivi HPLC, la
pyrazolone hydrosoluble 85 comportant une chaine PEG a été utilisée. La réaction réalisée a une
concentration de 0,01 M a été suivie en HPLC en phase inverse avec deux systémes différents. Le
premier est un systéme neutre composé d’un gradient utilisant de I’ACN et de I’eau Milli Q. Tandis
gue le deuxiéme estun systéme acide utilisantde I’ACN et une solution de TFA 0,1% ayant un pH de
1,88. L'utilisation de ces deux systemes (pH acide et pH neutre), nous permet de voir I'impact de
I’acidité sur le déroulement de la réaction. Les chromatogrammes issus de cette étude sont
représentés dans le Schéma 94.
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Schéma 94 : A) Etude de la réaction par RP-HPLC et chromatogrammes du composé 85 en milieu neutre et acide. Systeme
HPLC neutre (H,0/ACN) et acide (TFA 0,1%/ ACN) Gradient 0 a 100% en 45 min. Détection a toutes les longueurs d’ondes
en modes « Max Plot ». B) Spectre d’absorption du composé 85 (Thermo Finnigan Surveyor UV-VIS Plus Detector). C)
Spectre d’absorption du composé 124 (Thermo Finnigan Surveyor UV-VIS Plus Detector). D) Spectre d’absorption du
composé 125 (Thermo Finnigan Surveyor UV-VIS Plus Detector).

L'hypothése selon laquelle des conditions acides rendraient la réaction réversible se révele étre
fausse. En effet, c’est dans le systéme acide qu’on observe vraisemblablement le produit de di-
addition 125, alors que dans le systéme neutre on observe vraisemblablement la formation du
produitd’élimination 124 et non le produit de di-addition 125. La formation potentielle des produits
124 et 125 peut étre proposée grace a leur signature UV (spectres d’absorption) mais également
grace a desanalyses des brutsréactionels par spéctrométrie de masse. L’hypothése la plus probable
semble doncétre undéplacement de I’équilibre thermodynamique lié a la concentration. En effet,
lorsque laréaction estréalisée aune concentration de 0,01 M, I’excés de pyrazolone présent dans le
milieu suffit a déplacer I’équilibre vers la formation du produit de di-addition 125 de maniere
prédominante. Or, lors de I’analyse en RP-HPLC, les échantillons sont & une concentration de 10 M,
soit cent fois plus dilués que le milieu réactionnel. A cette concentration, I’excés de pyrazolone
présentdansle milieu ne suffit plus a déplacer|’équilibre vers laformation du produit de di-addition
125. Le produit de mono-addition 124 estalors observé. C'estle méme phénomene quia lieu lors de
la purification de laréaction présentéedansle Schéma 93. En effet, lors de la purification le produit
de di-addition se retrouve séparé de I’exces de pyrazolone et I’équilibre est donc déplacé vers la
formation du produit de mono-addition (Schéma 95).

gt

o N
O .

< (3 6q.)

Ju )°
C=102M
\N 99 ) f»

Schéma 95 : Relation en produit formé et concentration en pyrazolone

Cependant, lorsquelaRP-HPLC a été réalisée en milieu acide (TFA aqg. 0,1%, pH ~2) le produit de di-
addition 125 a été obtenu majoritairement, bien que la concentration soit de 10 M. Cela s’explique
par le fait qu’a ce pH, I'aniline est protonée sous forme d’ammonium, perdant tout caractere
donneur, ce qui limite fortement laréaction d’élimination d’une des deux pyrazolones (Schéma 96).
La stabilité de ce systéme est donc étroitement liée au pKa de I’aniline.

126
Produit stable a une
concentration de 10 M

Schéma 96 : Protonation de I'aniline a pH acide
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Bien que les conditions de formation de I’'un ou de I’autre des produits soient mises en évidence, il
est toutefois tres difficile de contréler parfaitement I’obtention exclusive d’un des deux produits.
Une aniline avecun caractere fortement électrodonneur surla mérocyanine est nécessaire pour que
la premiére addition se fasse avec des cinétiques et une bio-orthogonalité acceptables, mais cette
aniline rend laseconde étape réversible. Une utilisation pour des applications de bioconjugaison se
révele donc délicate, et cette stratégie 2 a été abandonnée au profit d’une troisieme stratégie.

2.3. Stratégie N°3: Utilisation de la pyrazolone comme reporter
chimique au sein de la bio-molécules.

Alors que dansla stratégie N°2la mérocyanine est présente surlabiomoléculecible et |a pyrazolone
estutilisée en exces, cette stratégie repose, quantaelle, surune utilisation de la pyrazolone comme
reporter chimique, elle sera donc présente sur la biomolécule. La mérocyanine sera introduite en
exces, ce qui devraitempécherlaformation du produit de diaddition de pyrazolone, dont nous avons
montré I'instabilité (Schéma 97).

O = biomolécule i
. 44—\{ O NS0
N R\’\‘l )

Addition de Mickael LO—\Q\

Schéma 97 : Principe général de la stratégie 3.

Suite a cela, lasynthese d’une biomolécule comportant un motif pyrazolone a été réalisée. Le choix
de la biomolécule s’est porté surle peptide model 81, substrat de I’urokinase. Toutefois, la fonction
acide carboxylique portée par la pyrazolone 127, étant faiblement réactive, un espaceur de type
glycine a été envisagé. Dans un premier temps, I’acide carboxylique de la pyrazolone 127" a été
transformé en ester de NHS, puis mis en réaction en présence de glycine. Néanmoins, aucune
formation du produitsouhaité n’a été observée. Suite acela, lapyrazolone 127 a été engagée avecle
glycinate d’éthyle en présence d’un agent de couplage peptidique plus efficace, le HBTU. Cette
approche a permis|’obtention du composé 128 avecun rendement de 68%. Ce dernier a été engagé
dans une réaction de saponification afin de former quantitativement la pyrazolone 129 pouvant étre
alors liée au peptide 81. Cette pyrazolone a donc été mise en réaction avec le peptide substrat de
I’urokinase 81 en utilisant le PyBOP comme agent de couplage. Malgré cela, uniquement le sel de
phosphonium 130 non désiré a été observé en HPLC et par spectrométrie de masse suite a sa
purification en phase inverse, correspondant a une addition nucléophile de I’énol de la pyrazolone
sur I’agent de couplage. Les agents de couplages de type phosphonium ne semblant pas étre
compatibles avec les pyrazolones, la réaction a été relancée en utilisant le HBTU qui a déja fait ses
preuves précédemment. Cette voie de synthése a permis d’obtenir le peptide 131 comportant une
pyrazolone avec un rendement de 27% (Schéma 98).
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Schéma 98 : Chemin réactionnel pour I'obtention du peptide-pyrazolone 131.

Le peptide 131 a alors été mis en réaction avec deux équivalents de la mérocyanine 132, dans un
mélange NMP/PBS (1:1, v/v), a une concentration de 0,01 M. Aprés deux heures de réaction,
I’avancement a été suivi par RP-HPLC (systeme acide (TFA 0,1% pH ~2) afin de figer le systéme),
montrant la formation de nombreux produits. Afin d’en comprendre les raisons, ce mélange
complexe a été séparé par RP-HPLC semi-préparative. Chaque picimportant a été analysé en HPLC et
spectrométrie de masse. Il en est ressorti que le produit désiré 133, est largement minoritaire. On
observe tout de méme, malgre I'excés de la pyrazolone 132 dans le milieu, bien la formation du
produit issu d’une di-addition 134. Cependant, il a été observé majoritairement la présence du
produit 135 pour lequel I’étape d’élimination de la partie indolique ne s’est pas réalisée. C'est la
premiére fois que ce type de produit est observé malgré toutes les études menées en amont.
L'hypothése que nous pouvons émettre alors, serait que I'encombrement stérique généré parla
biomolécules rend particulierement difficile I’élimination de la partie indolique (Schéma 99).
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Schéma 99 : Analyse en RP-HPLC du brut réactionnel de la réaction entre la pyrazolone 131 et la mérocyanine132 et
chromatogrammes des composés 131, 132, 133, 134 et 135. Systéme HPLC : TFA 0,1%/ ACN Gradient 0 3 100% en 45 min.
Détection a toutes les longueurs d’'ondes en modes « Max Plot »

La présence de meilleurs groupements électrodonneurs sur le partenaire mérocyanine pourrait
permettre de faciliter|’étape d’élimination, méme en présence d’une géne stérique importante qui
serait due a la présence d’une biomolécule. De plus, la présence de meilleurs groupements
électrodonneurs devrait, parlaméme occasion, augmenter la stabilité du produit de mono-addition
formé apres|’étape de réaromatisation. Pourvalider cette hypothése le pigment 136 représentant le
produitformé a 'issue de laréaction de la pyrazolone avecune mérocyanine portant une julolidine a
été synthétisé, et sa stabilité, étudiée. Cependant, il s’est avéré que ce composé 136, bien que
présentant une unité julolidine, connue pour son caractere fortement électrodonneur, est bien
moins stable en présence de BSA a 37 °C. En effet, prés de 40 % de dégradation ont été observées
aprés 12 heures d’incubation pour le composé 136, tandis que le méme pourcentage avait été
obtenu apres 24 heures pour le composé 122 (Figure 36).

o o (o}
SO )
\T N
122 136
40% de dégradation 40% de dégradation
apres 24 h aprées 12 h

Figure 36 : Structures et stabilités relatives en présence de BSA a 37 °C dans le tampon PBS 7,4, 0,1 M des composés de
couplage entre une mérocyanine et la pyrazolone.

Bienqu’il ait été trouvé des conditions permettant d’accrocherla pyrazolone surune biomolécule,
ainsi qu’une série de composés réagissant facilement et rapidementaveccet hétérocycledansdes
milieux physiologiques, cette étude, surl’utilisation de la pyrazolone comme partenaire dans des
réactions de bioconjugaison reste doncafinaliser

3. Synthése et évaluation in vitro d’une sonde profluorescente

basée sur un pigment pyrazolone pour la détection de
biothiols.

3.1. Présentation de la stratégie mise en ceuvre

Outre les composés présentés au paragraphe précédent, de nombreux autres pigments basés sur la
pyrazolones ont été synthétisés via une étape d’aldolisation-crotonisation assistée aux micro-ondes
(Schéma 100). Bien que la plupart de ces pigments posséde une w-conjugaison étendue, ainsi qu’un
systéme donneur/accepteur de type push-pull (dont la pyrazolone joue le réle de I'accepteur),
aucune des molécules isolées ne présente des propriétés de fluorescence. Méme les pigments
comportant un fluorophore, comme la coumarine 140, se révelent « éteints » une fois liée ala
pyrazolone. Une telle extinction de fluorescence pour les coumarines substituées, via une double
liaison en position 3 a un groupement électroattracteur a déja été observée, et est liée a un effet
ICT®® ou une photoisomérisation de la double liaison™®. De plus, ces molécules ont été obtenues
sous la forme d’un seul isomere sauf pour le cas du composé 138 portant un motif furane.
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Schéma 100 : Voie d’acces générale et structures des différents pigments pyrazolones obtenus

Le pigment pyrazolone 140 comportant une partie coumarinique se révele particulierement instable
enprésence de thiols. En effet, en présence d’un exces de NAC en milieu aqueux, une décoloration
instantanée de lasolution est observée. Celle-ci passe d’unviolet profond aune solutionincolore. De
plus ce phénomeéne de décoloration s’"accompagne d’une intense émission de lumiéere suite a une
exposition sous une lampe UV a 365 nm. Cette émission de lumiére bleue/cyan semble coincider
avec la couleur d’émission de la DEAC (7-diaminoethylcoumarine). Cependant, ce composé est
hydrophobe, ce qui rend les études en systémes aqueux complexes. Pour pallier cette limitation,
I’ajout d’un groupement sulfonate a permis de rendre hydrosoluble la sonde profluorescente 142
(Schéma 101). Cette sonde facile d’acces a été synthétisée en une étape via une condensation de
Knoevenagel réalisée aux micro-ondes avecun rendement de 52%. De plus, I’addition des thiols sur
cette derniere est particulierement réversible a pH basique (entre 7 et 8). Cette particularité permet
donca notre sonde de pouvoirdétecter plus efficacement les biothiols a pH modérement acide (~5)
bien que la nucléophilie des ces derniers en soit amoindri.

I\( /\N
X X -
o N / 1411eq OS%H e

1éq. micro-ondes, 160 °C, 142 52°/

72 5 min , EtOH
Aabs 528 nm habs 446 nm
SO3zH Pas fluorescent Aem 487-490 nm
OsH Fluorescent

Schéma 101 : Syntheése et principe de la sonde profluorescente 142 pour la détection de biothiols

L'étude de cette sonde profluorescente qui a été utilisée pour la détection spécifique de biothiols a
faitl’objetd’une étudein vitro compléte, quivient d’étre publiée en 2018 dans le journal : European
Journal of Organic Chemistry, sélectionné par |’éditeur comme « very important paper ». Fast
Responsive and Water Soluble Pyrazolone based Fluorogenic Probe for the Detection of Biothiols.
Kévin Renault, Pierre-Yves Renard, Cyrille Sabot* Eur. J. Org. Chem. 2018, DOI:
10.1002/ejoc.201801157 (“Very Important Paper”).

3.2 Article 3: Fast-Responsive and  Water-Soluble
Pyrazolone-based Fluorogenic Probe for the Detection of
Biothiols
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European Journal of Organic Chemistry

Fast-Responsive and

Water-Soluble

10.1002/ejoc.201801157

WILEY-VCH

Pyrazolone-based

Fluorogenic Probe for the Detection of Biothiols

Kévin Renault, Pierre-Yves Renard,® and Cyrille Sabot*®

Abstract: Non-protein thiols such as GSH, Hcy, or Cys, are present
at different concentration levels in the body depending on the thiol
species and their localization (plasma, cell, urine etc...). They play
vital roles in controlling redox-mediated biological processes, and
abnormal levels of biothiols are related to a variety of syndromes. In
few years, fluorometric methods have gain increasing attention
enabling a rapid, sensitive and spatiotemporal detection of biothiols.
Herein, is reported a novel two-step access to a water-soluble
fluorogenic probe based on the 7-aminocoumarin dye conjugated to
a pyrazolone moiety. Upon the addition of biothiols, the fluorescence
is turned-on at 485 nm by a reversible thio-Michael addition process,
which enables the detection of biothiols in the low nanomolar range.

Introduction

Non-protein biothiols such as cysteine (Cys), homocysteine
(Hcy) or glutathione (GSH), are crucial biological compounds
that contribute to many physiological processes such as
detoxification. However, a small variation in their concentration
may be associated with pathological disorders!'?, A low level of
Cys can be responsible for haematopoiesis reduction, retarded
growth, hair depigmentation, liver damage, skin lesion
development, and cancer®. Furthermore, GSH is the most
abundant intracellular thiol, and deregulation of its concentration
can decrease the cell resistance to oxidative damages!*l.

The detection and quantification of biothiols being of
crucial importance, different analytical techniques have been
developed, including liquid and gas chromatography,7
capillary electrophoresis, electrochemical or colorimetric assays.
UV-vis and fluorescence spectrometric methods have gained
considerable attention due to manifold advantages such as their
high sensitivity, low cost, and ease of use. Notably, this
approach has recently enabled to monitor biothiol dynamics in
live-cells®® "3, In fact, the high binding affinity of thiols towards
metal ions, and their strong reductive or nucleophilic character
was leveraged to design reaction-based fluorescence probes for
the selective detection of biothiols!! Fluorescence sensing
mechanisms include specific thiol-based reactions such as
disulfide  bridge - reduction,"™  SyAr,'Sl  cyclisation  with
aldehydes!'® and Michael addition with maleimides,”-'8

[a] Kévin Renault, Prof. Dr. Pierre-Yves Renard, Dr. Cyrille Sabot.
Normandie Univ, CNRS, UNIROUEN, INSA Rouen, COBRA (UMR
6014), 76000 Rouen (France).

E-mail: cyrille.sabot@univ-rouen.fr

Supporting information for this article is given via a link at the end of
the document.

hydroquinone,*¥ enones” or acrylates!?".

Rabuka and co-workers have recently reported site-
specific derivatization of aldehyde-modified proteins with
pyrazolones through a tandem reaction involving a Knoevenagel
condensation followed by a fast intramolecular thio-Michael
addition (Scheme 1A). 2223 |nspired by this work, we designed a
pyrazolone-based Michael acceptor 1 as a fluorogenic probe,
composed of a coumarin dye whose fluorescence would be
quenched by an intramolecular charge transfer (ICT) andfor
photoisomerization process (Scheme 1B). Upon conjugate
addition of environmental thiols to 1, a disruption of this
fluorescence quenching mechanism would be expected,
restoring thus the fluorescence of the coumarin dye.

A) Previous work: site-specific derivatization of proteins

HS HS s
Intramolecular
Prot” 0 thiol-Michael
N Prot” SNy addion _ Prot” "N
N TN N \
R H,O R HO
B) This work: specific detection of biothiols
ICT R
P s
R-SH s
%y, Intermolecular ¢ Fluorophore Sy
off N thiol-Michael on |
o N addition wo” N
1
Water-solubilizing g g
g N9 (S05H> 504

Scheme 1. A) chemoselective reaction developed by Rabuka's group. B) Our
approached to develop new probe for biothiols detection.

We report herein the synthesis, fluorescence and UV-
visible behaviour of a novel water-soluble coumarin-based
pyrazolone probe towards biothiols, for which detection limits as
low as 19 nM were recorded.

Results and Discussion

Probe 1 was prepared in two steps and 50% overall yield
from 7-(diethylamino)coumarin 2 (Scheme 2). First, coumarin 2
underwent formylation under Vilsmeier-Haack conditions to
furnish 7-diethylamino-3-formylcoumarin ?¥ 3 in 96% isolated
yield. Then, Knoevenagel condensation between the active
methylene of commercially available pyrazolone 4 and aromatic
aldehyde 3 provided the corresponding probe 1 in moderate, but
useful 52% yield.

This article is protected by copyright. All rights reserved.
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Scheme 2. Preparation of probe 1.

Satisfyingly, probe 1 was found to be highly water-soluble
(up to 12.5 mg/mL) due to the presence of the sulfonate group,
and weakly fluorescent upon an excitation at 410 nm in PBS pH
7.4, which is in sharp contrast to the parent dye 2, whose good
fluorescence properties are well-established.?! Accordingly, the
introduction of the pyrazolone moiety on the coumarin core
quenched the fluorescence, and this, presumably through an
intramolecular charge transfer (ICT) 11 or photoisomerization
process?7],

Next, the chemosensing ability of probe 1 towards different
(bio)analytes was investigated (Figure 1A). First, treatment of a
10 pM solution of 1 in PBS pH 7.4 at 25 °C with N-acetyl
cysteine (NAC) (50 equiv.) resulted in a rapid and significant
increase in fluorescence signal with a remarkable 15-fold
enhancement within the first minutes (Figure 1B). Following this
encouraging preliminary result, other biologically relevant thiol-
containing species were also examined (GSH, Hcy, Cys), and
results indicate that fluorescence of probe 1 is also effectively
turned on in their presence. The fluorescence detection limits
were determined to be 38, 33, 19, and 26 nM for GSH, NAC,
Hcy, and Cys , respectively, which are in the range of best
values reported to date with turn-on fluorescent probes?®-32, The
chemoselectivity being another important parameter to assess
the performance of the probe, fluorescence response of probe 1
was investigated towards various sulfhydryl groups free
biologically relevant species such as reductive or oxidative
species, a series of metal ions, and amino acids bearing
nucleophilic side chains (His, Gly, Met, Lys, Tyr, Ser), as well as
a model protein (human lysozyme). Satisfyingly, no significant
fluorescence enhancement was observed in their presence

(Figure 1).
Next, the chemical mechanism responsible for
fluorescence recovery was investigated by 'H NMR

spectroscopy analysis. Upon the addition of NAC (5 equiv.), the
singlet signal at 7.21 ppm corresponding to the vinylic proton of
1, downshifted to 5.05 ppm (see the Supporting Information).
This result is consistent with a Michael addition of NAC to the
vinylic position of 1. Besides, the difference in fluorescence
response observed between thiol derivatives is at first sight
somewhat surprising as hindered GSH produced more
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fluorescence than Cys or Hcy[®® This result could be explained
by the fact that thio-Michael reactions involving compound 1 are
likely reversible, and therefore that the composition of the
system at equilibrium is governed by relative pKa values
RSH/RS" of biothiols: GHS (9.2) ~ NAC (9.0) > Hcy (8.8) > Cys
(8.3). To probe the hypothesis of reversibility, a non-fluorogenic
competing Michael acceptor (N-methylmaleimide, 50 equiv.) was
added to a solution of probe 1, whose fluorescence was
beforehand triggered with NAC (50 equiv.). When a solution of
maleimide was added to scavenge NAC, a dramatic decrease in
fluorescence intensity was observed at 488 nm, as expected.
Moreover, reformation of probe 1 via a retro-Michael process
was further confirmed by RP-HPLC experiments (see the
Supporting Information). It is worth noting that probes based on
reversible thio-Michael additions have recently been reported to
monitor dynamic biological processes, but such probes are still
rare in the literature®-13],
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Figure 1. A) Fluorescence responses (area under the curve) of probe 1 (10
M) one minute after the addition of biologically relevant nucleophilic species
(50 equiv.) recorded in PBS pH 7.4, at 25 °C, at Aex 410 nm. B) Time course of
fluorescence change of probe 1 upon the addition of NAC (50 eq.) in PBS pH
7.40 at 25 °C, at Aex 410 nm and at Aem 485 nm. C) Normalized absorption (in
black), emission spectra (in red, Aex 410 nm) of probe 1 (10 pM) in the
presence of NAC (50 equiv.) in PBS pH 7.40 at 25 °C.

While probe 1 in PBS is deep purple, the solution becomes
colourless in the presence of thiol species. This drastic colour
change prompted us to further investigate its colorimetric
behaviour. In fact, upon successive addition of NAC (0.1 equiv.),
the absorption peak at 528 nm is hypsochromically shifted to
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446 nm (Figure 2A), which may be rationalized by the loss of pi-
conjugated system between the coumarin and pyrazolone core.
From the emission point of view, a concomitant gradual
fluorescence recovery was observed at 488 nm upon successive
addition of NAC (Figure 2B). Of note, similar results were
obtained with the other biothiols Cys, GSH (see the Supporting
Information).
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Figure 2. :A) UV/Vis absorption spectra of the probe 1 (10 uM) upon addition
of increasing quantities of NAC (0.1 equiv. from 0 to 3 equiv.), in PBS 7.40 at
25 °C. B) Fluorescence response of the probe 1 (10 pM) upon addition of
increasing quantities of NAC (0.1 equiv. from 0 to 3 eq), in PBS 7.40 at 25 °C,
at hex 410 nm.

A number of reported probes lose their fluorogenic
properties under weakly acidic: environmentsP37 due to the
predominance of the thiol form over thiolate anion.®® It is,
however, of interest to have probes that are fluorescent over the
entire biologically relevant pH range from 4 to 8. This is
particularly true for the fluorescence labelling of endocytic
compartments, which are intracellular acidic organelles whose
internal pH is around 5-6. Thus, the fluorescence properties of 1
were examined at different pH values from ~4 to 9, and results
obtained are summarized in Figure 3. GSH, NAC and Hcy
triggered significant increase in fluorescence intensity as the pH
of the solution decreases from 8.47 to 5.01 to reach a maximum
of ~30-45-fold fluorescence enhancement. In fact, as the pH
decreases, the pyrazolon-5-olate moiety in the thio-Michael
adduct becomes O-protonated, which prevents the B-elimination
process in the retro-Michael reaction. Besides, the fluorescence
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response is almost constant in the presence of Cys over the
same range of pH. The detection limits were determined at pH
5.01, and found to be 159, 43, 147, and 198 nM for GSH, NAC,
Hcy, and Cys, respectively. Lower detection limits observed at
this pH value may be ascribed to the lower concentration of
thiolate ions. Besides, at pH 3.95 a drop in fluorescence
intensity was observed for all biothiols, due to the absence of
nucleophilic thiolate species under these acidic conditions.
Finally, an important fluorescence recovery was observed at pH
9.49 in the absence of analytes, which presumably results from
the conjugate addition of water to the vinyl moiety of the probe
(see the Supporting Information).
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Figure 3. pH-dependent fluorescence (area under the curve)
ratio F/FO changes of probe 1 without analyte (in blue), and in
the presence of 50 equiv. of GSH (in red), NAC (in green), Hcy
(in orange), or Cys (in black) at 25 °C, at hex 410 nm.

Conclusions

This article reports a two-steps access to a water-soluble
coumarin-pyrazolone-based probe, along with its photophysical
properties, which have been proven suitable for the specific
detection of biothiols. In fact, this probe showed detection limits
at pH 7.4 in PBS in the range of 19 and 38 nM for NAC, GSH,
Hecy, and Cys, and negligible fluorescence emission in the
presence of other biologically relevant non-thiol nucleophilic
functional groups. The fast and reversible Michael addition of
thiols to 1 proposed on the basis of a NMR spectroscopy
analysis, resulted in a dramatic change in colour from purple to
blue.

Experimental Section

General Methods: Flash column chromatography purifications were
performed on Geduran® Si 60 silica gel (40-63 mm) from Merck., TLC
were carried out on Merck DC Kieselgel 60 F-254 aluminium sheets. The
spots were visualized by illumination with a UV lamp (at 254/365 nm)
and/or staining with KMnOs solution. Unless otherwise noted, all
chemicals were used as received from commercial sources without
further purification. Phosphate buffer saline (PBS, 100 mM, pH 7.4),
acetate buffer (100 mM, pH 5.01) and aq. mobile phases for HPLC were
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prepared with water purified by means of a MilliQ system (purified to 18.2
M. cm). 'H and '3C NMR spectra were recorded with a Bruker DPX 300
(Bruker, Wissembourg, France). Chemical shifts are expressed in parts
per million (ppm) using the residual solvent peak for calibration. J values
are expressed in Hz. High resolution mass spectra (HRMS) were
obtained by using an orthogonal acceleration time-of-flight (oa-TOF)
mass spectrometer equipped with an electrospray source in positive and
negative modes. UV-visible absorption spectra were obtained on a
Varian Cary 50 scan spectrophotometer by using a rectangular quartz
cell (Varian, standard cell, Open Top, 10 x 10 mm, chamber volume 3.5
mL). Fluorescence spectroscopic studies (emission spectra and time
course) were performed on a Varian Cary Eclipse spectrophotometer
with a semi-micro quartz fluorescence cell (Hellma, 104F-QS, 10 x 4 mm,
Chamber volume 3.5 mL). The absorption spectra of probes derivatives
were recorded (220-800 nm) in PBS (100 mM, pH 7.4) at 25 °C.
Emission spectra were recorded under the same conditions after
emission at the corresponding wavelength (410 nm, excitation and
emission filters: auto, excitation and emission slit: 5 nm). Quenching
efficiency (QE) of probe 1 was measured as the difference in
fluorescence (area under the emission curve) of the probe before and
after addition of a large excess of analytes (50 equiv) in phosphate buffer
(PBS, pH 7.4, 0.1 M), and expressed as a percentage (QE = 100 x [1 -
10(em)/I(em)]).

Preparation of the PBS buffer (pH 7.4, 0.1 M): 500 mL of 2 0.1 M
solution of NaH:PO4+H20 and 500 mL of a 0.1 M solution of
NazHPO4-7H20 were prepared. 0.1 M solution of NaHCO3 (400 mL) was
added to the 0.1 M solution of NazCQO3-10H20 (100 mL), and NaCl (2.93
g) was added to give, after the pH value was adjusted by using a pH-
meter, the PBS buffer (pH 7.4, 0.1 M).

Preparation of the acetate buffer (pH 5.01, 0.1 M): To a solution of
sodium acetate (5.522 g) in water (1000 mL) was added acetic acid
(1.921 g) to give, after the pH value was adjusted by using a pH-meter,
the acetate buffer (pH 5.01, 0.1 M).

HPLC system used for purity control: System QC was used for
analytical experiments (Thermo Hypersyl GOLD C+s column, 5 pm,
2.1 x 100 mm) with ACN and 0.1% aq. TFA as eluents [0% ACN (5
min) followed by linear gradient from 0% to 100% (40 min) of ACN]
at a flow rate of 0.25 mL/min.

Procedure for the synthesis of coumarin (3): This procedure is based
on a literature report.*¥ Under nitrogen atmosphere, POCIs (0.4 mL, 4.2
mmol, 1.4 eq.) was carefully added to anhydrous DMF (4 mL) and the
mixture was stirred at 50 °C for 45 min. Then, 7-diethyl amino coumarin
(650 mg, 3 mmol, 1 eq.) dissolved in anhydrous DMF (3 mL) was added
and the reaction mixture was stirred for 2 h at 60 °C. After completion,
100 mL of iced water was added and the mixture was stirred for 1 h until
an orange precipitate appeared. The precipitate was filtered and washed
twice with water. The crude product was co-evaporated under vacuum
twice with Etz0, to give the product as an orange amorphous powder
(703 mg, 2.88 mmol, 96%). The 'H NMR spectral data are consistent
with the values reported in the literature/®!. '"H NMR (300 MHz, CDCls) &
10.09 (s, 1H), 8.22 (s, 1H), 7.39 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 6.62 (dd, J = 9.0, 2.4
Hz, 1H), 6.46 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 3.46 (q, J=7.1 Hz, 4H), 1.24 (t, J= 7.1
Hz, 6H).

Procedure for the synthesis of probe (1): To a solution of 7-
(diethylamino)-2-oxo-2H-chromene-3-carbaldehyde 3 (75 mg, 0.31 mmol,
1 equiv.) in EtOH (2 mL) was added 4-(3-methyl-5-oxo-4,5-dihydro-1H-
pyrazol-1-yl)benzenesulfonic acid (78 mg, 0.31 mmol, 1 equiv.) in a
microwave sealed tube. The reaction was irradiated for 5 min at 160 °C,
and the reaction mixture was evaporated under reduced pressure. The
crude product was purified by chromatography on silica gel (MeOH/DCM
1:9), to give the product as a dark purple amorphous powder (0.16 mmol,
76 mg, 52 %). IR (neat cm™") v = 2966, 2919, 1723, 1595, 1490, 1130. 'H
NMR (300 MHz, DMSO-d6) & 10.21 (s, 1H), 7.91 (d, J = 8.7 Hz, 2H),
7.73 (s, 1H), 7.64 (m, 3H), 6.85 (dd, J = 9.1, 2.1 Hz, 1H), 6.64 (d, J =21
Hz, 1H), 3.54 (q, J = 6.9 Hz, 4H), 2.29 (s, 3H), 1.17 (t, J = 6.9 Hz, 6H).
3C NMR (75 MHz, DMSO) & 162.2, 160.9, 158.1, 153.8, 151.4, 148.9,
144.3, 140.6, 138.2, 133.0, 126.2, 123.2, 117.0, 111.1, 111.0, 108.6,
96.8, 44.7, 12.9, 12.4. HRMS (ES]I) calcd for C24H22N30sS m/z 481.1229
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found m/z 481.1231 [M-H]. HPLC (system QC): tr = 27.57 min (97.5 %
purity). Mp = 285 °C (degradation)
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En plus des différents biothiols présentés dans I'article, la sonde 142 est également capable de
détecter du sulfure d’hydrogene qui est un gasotransmetteur, mais aussi un poison issu de la
fermentation des algues vertes responsables d’empoisonnements surles plages bretonnes. La sonde
présente une exaltation de fluorescence d’un facteur 15 en présence de 50 équivalents de sulfure
d’hydrogéne aun pH de 7,4. De plus, une limite de détection de 20 nM a été mesurée apH 7,4. Enfin,
I’influence du pH sur la détection de ce gaz par la sonde a été étudiée et une bonne détection est
obtenue pourun pHde 6,8 et 7,4. En dehors de cette gamme de pH (5-8), une chute drastique de la
réponse lumineuse de la sonde est observée (Figure 37).
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Figure 37 : Rapport des intensités de fluorescence de la sonde 142 (10 uM) a T=0 et T=1 min en absence (bleu) et
présence (rouge) de 50 équivalents de sulfure d’hydrogéne a différent pH (tampon acétate (pH 3,95 et 6,78) tampon PBS
(pH 7,4) et tampon borate (pH 8,47)). A, = 410 nm.

4. Conclusion et perspectives

Ce chapitre a été consacré a I’étude de laréactivité des pyrazolones surdifférents électrophiles,dont
des accepteurs de Michael. Un partenaire offrant une excellente biocompatilibté mais également
une réactivité satisfaisante avec les pyrazolones a été mis en évidence, il s’agit de la N-
diméthylamino-mérocyanine 99. Une fois ce criblage terminé, trois stratégies ont été développées
dans le but d’obtenir une ligation chimiosélective biocompatible entre les pyrazolones et les
mérocyanines. Chaque nouvelle stratégie a été développée afin de pallier les problémes re ncontrés
lors du développement de la stratégie précédente. Toutefois, malgré les efforts déployés, les
difficultés de synthéses ou de stabilité rencontrées n’ont pas permis d’aboutir a des résultats
satisfaisants.

Néanmoins, les connaissances acquises lors de cette étude, notamment sur les pigments comportant
une partie pyrazolone ont permis le développement d’'une sonde profluorescente et hydrosoluble
pour la détection spécifique de biothiols. Cette sonde permet de détecter les biothiols a un pH
modérémentacide (pH5) avecune exaltation de fluorescence bien plus élevée qu’a pH 7,4 (fois 45 a
pH 5 contre fois 15 a pH 7,4). Malgré cela, il serait intéressant d’étudier I'influence du TCEP surla
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sonde 142. En effet, le TCEP est couramment utilisé pour la réduction de ponts disulfures lors du
traitement de protéine. Ainsi, une compatibilité de notre sonde 142 avec le TCEP permettrait
d’utiliser cette derniére pour I’étude structurelle de protéine par exemple. Une autre perspective
d’utilisation de cette sonde serait une détection de biothiols comme le glutathion, par exemple, aux
seins des lysosomes cellulaires. En effet, dans les lysosomes le pH est aux alentours de 5, ce qui
devrait donc se traduire par une trés bonne exaltation de fluorescence de la sonde. De plus,
I’incorporation d’'un motif morpholinesur notre sonde, devrait permettre de cibler précisément les
lysosomes par rapport aux autres organites cellulaires comme les mitochondries ou le réticulum
endoplasmique rugueux parexemple. En effet, I’amine tertiaire de la morpholine de par sa basicité
augmente la pénétration des composés portant une telle entité au travers des membranes des
lysosomes. Une fois entrée au sein des lysosomes, le pH suffisamment acide conduit a une
protonation du motif morpholine (pKa = 7,4) ce qui aura pour effet d’empécher I’expulsion du
composé hors des lysosomes***? (Schéma 102). Donc, in fine, une accumulation lysosomale des
composés portant une morpholine.
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Schéma 102 : Perspective pour I’obtention d’une sonde profluorescente pour la détection de biothiols au sein de
lysosome.

De plus, la ligation aldéhyde/pyrazolone pourrait étre rendue fluorogénique par |'utilisation de
fluorophores comportant une fonction aldéhyde responsable d’un « quenching» de sa
fluorescence!®**¥. Ainsi, aprés réaction avec les pyrazolones, la fonction aldéhyde disparait et un
retour de fluorescence devrait étre observé (Schéma 103), surtout aprés une double addition de
pyrazolone (une photoisomérisation de la double liaison exocyclique, ou un phénoméne d’ICT
seraient toujours possible si la double liaison issue de la réaction de Knoevenagel est présente).
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Schéma 103 : Principe d’une ligation fluorogénique basée sur les réactions entre les aldéhydes et les pyrazolones.
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l. Etat de Part

Ce chapitre est consacré a I’ensemble des travaux réalisés sur le motif quinoxalin-2(1H)-one a savoir
le développement d’une nouvelle méthodologie d’accés aux 3-benzoylquinoxalin-2(1H)-ones,
I’évaluation des propriétés de fluorescence des dérivés obtenus, ainsi qu’au développement de
différentes applications comme la synthese etl’évaluation in vitro d’'une sonde profluorescente pour
la détection de biothiols. La mise au point de la synthese de motifs 3-benzoylquinoxalin-2(1H)-ones a
été réalisée en collaboration avec Hasan Mtiraoui (Thése de I’Université de Monsatirsous la direction
du Pr. Msaddeck) dans le cadre d’un stage de quelques mois au laboratoire.

Les quinoxalin-2(1H)-ones sont des dérivés hétérocycliques aromatiques comportant deux atomes
d’azote (Figure 38).

4 5

QO
7

07> N

281 8

Figure 38 : Structure générale des quinoxalin-2(1H)-ones

Elles posseédent un large spectre d’activités biologiques comme des activités anticancéreuses? ou
antimicrobiennes®. Certaines quinoxalin-2(1H)-ones curatives sont mémes commercialisées, a

I’instar de I’ataquimast et du panadiplon pour leur activité antiasthmatique et anti-inflammatoire,
respectivement™ (Figure 39).

peribEres Rinbs
C H

A
Ataquimast Activité chimio- [ Panadiplon
Antiasthmatique préventive (cancer) Anxiolytique

Figure 39: Exemples de dérivés de quinoxalin-2(1H)-ones bioactives

Outre leur activité biologique, ces hétérocycles possedent des propriétés photophysiques
intéressantes mais relativement peu explorées comparativement aux coumarines', qui sont leurs
analogues oxygénés en position 1, et possédant un atome de carbone en position 4. Dans la
littérature, différentes voies de synthése de quinoxalin-2(1H)-ones ont été développées ainsi que des
stratégies de modifications post-synthétiques.

1. Syntheése des quinoxalin-2(1H)-ones

Depuis plus d’une décennie, les voies de synthése conduisant au motif quinoxalin-2(1H)-one sont en
pleine expansion. En effet, ladécouvertede leurs nombreuses activités biologiques a conduit a une
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demande de diversification structurelle afin de moduler leurs effets thérapeutiques. Les chimistes
ont doncdéveloppédifférentes voies synthétiques permettant d’accroitre ladiversitéstructurale des
quinoxalin-2(1H)-ones®”). Ces voies d’accés peuvent étre divisées en sept catégories résumées dans
le Schéma 104.
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Schéma 104 : Différentes voies de synthése de quinoxalin-2(1H)-ones

On retrouve ainsi les réactions de condensation reposant essentiellement sur I'utilisation d’o-
phenylénediamine®® (Schéma 104 A). Bien que trés représentée, cette approche conduit a la
formation de deux régioisoméres lorsque I’o-phenylénediamine possede des substituants non
identiques surson noyau aromatique. D’autres voies de synthése ont donc été élaborées permettant
I’obtention d’un unique isomeére comme les réactions d’expansion de cycles reposant sur une
activation thermique et/ou acido-basique™ ™ (Schéma 104 B). Viennent ensuite les réactions
d’aromatisation™*® (Schéma 104 C), d’halogénation™® (Schéma 104 D) et les réactions de
réarrangement avec notamment les réarrangements de Wallach'”! et de Smiles™ (Schéma 104 E).
On retrouve également des réactions radicalaires dont le radical peut étre généré par un amorgeur
radicalaire chimique (tBuONO, ou le tandem Bu;SnH/AIBN), ou encore vig une excitation

lumineuse!**™!

(Schéma 104 F). Enfin la derniére catégorie est représentée par les réactions
catalysées parles métaux et en particulierle cuivre (1) oule ruthénium (I1). Ces réactions reposant sur
I’utilisation d’anilines fonctionnalisées, permettent d’obtenir des quinoxalin-2(1H)-ones facilement

substituées aux positions R*, R* et R* **?! (Schéma 104 G).
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Malgré toutes ces voies d’acces, il est parfois nécessaire de devoir réaliser des modifications post-
synthétigues impliquant le noyau quinoxalin-2(1H)-one lui-méme.

2. Modification chimique du noyau quinoxalin-2(1H)-ones

Des modifications post-synthétiques peuvent étre apportées au noyau quinoxalin-2(1H)-one afin de
créer de la diversité structurelle supplémentaire et de moduler les propriétés de ces composés
aromatiques. Plusieurs positions peuvent ainsi étre modifiées, notamment les positions 1, 3, 6 et 7.

Peu de réactions sont engagées avec |’"atome d’azote de la position 1, en raison de sa faible
nucléophilie, qui s’explique par le fait qu’il s’agisse d’un amide ayant un caractére aromatique sous
sa forme tautomeére, doncappauvri en électrons. Ainsi, seules des réactions d’acylation en présence
d’anhydride acétique®®, ou d’alkylation avec de bons agents alkylants comme I'iodure de méthyle, le
bromure de benzyle ou encore le chloroacétate d’éthyle, sont rapportées?®*”). Il est important de
noter que toutes ces réactions nécessitent une activation thermique pour étre menées a bien. En
2000, I’équipedu Pr. Taylor metau pointune méthode originale pour lamono-méthylation sélective
d’amide. Cette réaction utilisant du chlorure de chlorométhyldiméthylsilyle en présence d’"HMDS,
repose sur la formation d’une espéce penta-coordonnée du silicium qui peut étre désilylée parla
suite avec du fluorure de césium™ (Schéma 105).

4 5 |
L0 L0
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Schéma 105 : Méthode d’alkylation en position 1 de quinoxalin-2(1H)-ones développée par Taylor en 2000

La position 3du noyau quinoxalin-2(1H)-one est celle qui recense le plus de modifications. En effet,
ce