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I. Introduction à la ligation biocompatible 

1. Concept général 

 

Depuis quelques décennies, l’étude de systèmes biologiques complexes est un domaine en plein 

essor. Cherchant à pousser toujours plus loin leur compréhension du vivant, les biologistes sont à la 

recherche de nouvelles techniques afin d’avoir une visualisation toujours plus fine et précise de ces 

systèmes. C’est pourquoi, dans leur quête de savoir, un travail conjoint avec celui des chimistes a 

donné naissance à une nouvelle discipline transfrontalière appelée chémobiologie, de l’anglais 

« chemical biology ». Cette discipline a pour objectif la création d’outils chimiques qui permettent 

une observation des systèmes biologiques à l’échelle moléculaire pour, in fine, avoir une meilleure 

compréhension du vivant. Pour cela, les chimistes ont, entre autres, développés différentes réactions 

compatibles avec les milieux imposés par les systèmes biologiques (et donc, en particulier, avec des 

milieux aqueux à des pH et 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 lumière une troisième classe de 

réactions souvent confondue avec les réactions bio-orthogonales, il s’agit des réactions 

chimiosélectives. Ainsi, ces réactions peuvent être divisées en trois catégories  :  

- Les réactions de bioconjugaison : l’une des fonctions impliquées dans la ligation est 

naturellement présente dans la biomolécule ou le système biologique étudié (exemple  : 

réaction entre le thiol d’un résidu cystéine et le maléimide)  

- Les réactions bio-orthogonales : ces ligations sont réalisées dans les systèmes biologiques 

(cellule biologique, bactérie, petit animal) à partir de fonctions généralement synthétiques , 

non présentes dans les matrices biologiques. Cette caractéristique leur confère donc une 

réactivité orthogonale aux systèmes biologiques (exemple : réaction entre un azoture 

organique et un cyclooctyne, ces deux fonctions d’origine synthétique ne peuvent, en 

principe, pas réagir avec des biomolécules). Elles nécessitent en revanche l’introduction d’un 

reporteur chimique en amont sur la biomolécule à 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’être réalisées dans des systèmes biologiques 

complexes contrairement aux réactions bio-orthogonales. Les caractéristiques limitantes 

peuvent être de différentes natures : a) la réaction présente un caractère réversible 

(exemples : ligation oxime et hydrazone dont les produits peuvent être hydrolysés; réactions 

de Diels-Alder réversibles, notamment entre le furane et le maléimide); b) la ligation 

nécessite l’emploi d’additifs ou catalyseurs cytotoxiques (exemple  : la catalyse au Cu(I) de la 

CuAAC); c) l’une des deux fonctions réactives peut également réagir avec les biomolécules 

(exemple : cycloaddition de Diels-Alder impliquant le maléimide en tant que diènophile, car 

le maléimide est également un accepteur de Michael qui réagit avec les thiols); 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-1s-1) pour 

pouvoir être utilisées dans les milieux biologiques, c’est-à-dire à faible concentration. 

Ainsi, en fonction des besoins et du système à étudier, il convient de choisir la 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  -

l’environnement local pouvant avoir cependant une légère influence, notamment sur le pKa des 

fonctions et donc leur réactivité-).  

En revanche, les réactions bio-orthogonales sont compatibles avec les systèmes biologiques et 

caractérisées par des constantes cinétiques élevées (entre 1 et 105 M-1
 s

-1). Elles n’ont lieu que sur un 

site précis de la biomolécule qui a été modifiée au préalable pour y introduire 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 l’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 l’avantage de ne générer qu’une seule molécule à l’issue de la 

ligation. Cette particularité rend donc les ligations chimioséléctives complémentaires vis-à-vis des 

ligations bio-orthogonales. De plus, cela en fait des outils particulièrement 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 l’utilisation de 

réactifs hétéromultifonctionnels[1].  

 

 

2. Principe de la bioconjugaison 

 

Suite à l’abondance et à 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 [2]. Les produits de bioconjugaison 

peuvent servir, par la suite, à élucider la structure,[3] étudier le rôle des biomolécules ou suivre leur 

devenir dans les milieux biologiques [4,5]. Par souci de cohérence avec les travaux présentés tout au 

long de ce manuscrit, cette étude bibliographique sera restreinte à la modification 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 

présentent sur la biomolécule étudiée. Les fonctions les plus utilisées des protéines sont celles des 

chaines latérales des acides aminés[6]. La grande variété de fonctions issues des acides aminés a 

généré un grand nombre d’entités chimiques pouvant réagir spécifiquement avec un des acides 

aminés en particulier. Parmi les acides aminés sollicités, nous retrouvons principal ement : le résidu 

cystéine et sa fonction thiol, le résidu lysine et sa fonction amine, le résidu tryptophane et son indole, 

la tyrosine et son phénol, le résidu arginine et sa guanidine, le résidu histidine et son imidazole, le 

résidu méthionine et la fonction thio-éther, les résidus sérine et thréonine et leur fonction alcool et 

enfin les résidus acides aspartique et glutamique et leur fonction acide carboxylique ( Figure 1). De 

façon plus contrôlé, mais impliquant en général une seconde réaction de bioconjugaison (voir 

paragraphe suivant), les extrémités C et N terminales de la chaine polypeptidique peuvent é galement 

être utilisées, ou modifiées, par les réactions ciblant les 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 fonctions issues des modifications post-synthétiques des protéines, comme 

les oligosaccharides des glycoprotéines. 

 

 

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

La cystéine est l’un des résidus les plus couramment ciblés en bioconjugaison. Le pKa du couple 

thiol/thiolate de cet acide aminé étant d’environ 8[7], la forme thiolate est donc présente à hauteur 

de 10% dans un milieu dont le pH se situe au voisinage de 7,ce qui en fait une des fonctions les plus 

réactives dans ces conditions [8]. Il réagit via différents processus chimiques, à savoir : a) par réaction 

d’addition de Michael sur les maléimides et autres accepteurs de Michael [9–12] du type vinyl 

sulfones[13] ou aryl propiolonitriles[14] ; b) par substitution nucléophile aromatique avec les méthyl 

arylsulfones[15] ; c) par substitution nucléophile sur les composés α-halocarbonylés[16–18] ; d) par 

réaction sur les ponts disulfures[19] ; e) par réaction thiol-ène[20] et thiol-yne[21]. 
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Le résidu lysine est également une cible de choix de par la présence de sa fonction amine très 

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 la cystéine[7], laquelle est 

fréquemment 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 

citer les esters activés comme les esters de N-hydroxysuccinimide par exemple,[22,23] les isocyanates 

et les isothiocyanates,[24] les chlorures de sulfonyles,[25] les fluorobenzènes,[26–28] les imidoesters,[29,30] 

la réaction d’amination réductrice[31,32] et la réaction d’aza-Michael[33]. De plus, il est important de 

noter que ces réactions doivent être réalisées à un pH basique puisque le pKa des résidus lysine 

présents au sein de protéines est généralement compris entre 7,5 et 10.  En effet, il faut déprotoner 

les ammoniums non réactifs afin de générer des amines nucléophiles. Ce domaine de pH prend tout 

son intérêt dans le cadre des réactions d’aza-Michael réalisées avec le 2-

((methylsulfonyl)methyl)acrylate d’éthyle [33]. C’est pourquoi, pour des valeurs de pH comprises entre 

7,5 et 8,5, on observe une compétition entre l’aza- et la thio-Michael. Malgré cela, la présence de  

sulfone va stabiliser le produit issu de la réaction d’aza-Michael par liaisons hydrogènes, ce qui va 

favoriser la bioconjugaison sur les résidus lysines. Dans le cadre des réactions avec les esters activés, 

la réaction de formation de la liaison amide est en compétition avec l’hydrolyse de l’ester activé par 

les molécules d’eau présentes dans le milieu ; ceci limite la gamme de pH accessible, et peut 

nécessiter l’utilisation d’un excès d’acide activé, ce qui ne permet pas de contrôler efficacement la 

stœchiométrie 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 la nature des résidus voisins, il peut être partiellement déprotoné et donc être réactif [34]. 

Toutefois, peu de réactifs ont été mis au point pour réagir spécifiquement avec ce résidu. En effet, 

seuls les dérivés de 1,2-dione[35] et de glyoxal[36,37] permettent de réaliser une ligation avec la 

guanidine. 

Le résidu tyrosine est très réactif de par la présence de sa fonction phénol. Cette dernière lui permet 

de réagir spontanément par réaction de substitution électrophile aromatique sur les dérivés de sel  

de diazonium[38,39] ou les azodicarbonamides[40] tels que le PTAD par exemple. Cette fonction phénol 

peut également être engagée dans d’autres réactions de SeAr[41], des dérivations en  position 

ortho[42,43] comme la réaction de Mannich,[44,45] des couplages oxydatifs[46–47] ou encore via des 

complexes de type π-allyles[48]. Enfin, on retrouve également des réactions d’halogénation en 

position ortho de la fonction phénol du résidu tyrosine (très utilisées pour les radiomarquages à 

l’iode). Une fois introduits par SeAr, les halogènes peuvent ensuite être engagés dans des réactions 

pallado-catalysées en milieu aqueux. C’est le cas, par exemple, du couplage de Suzuki-Miyaura[49]. 

Le résidu histidine est le seul résidu dont la valeur du pKa de 6,8 se situe dans la gamme 

physiologique. Cela veut donc dire qu’il existe , à la fois, sous forme acide et basique  [50]. La capacité 

de ce résidu à tranferer un proton à pH physiologique en fait un résidu très important et très présent 

dans les sites catalytiques des enzymes, en participant, entre autres, aux triades catalytiques des 

hydrolases à sérine ou cystéine. De plus, une modification de ce résidu entraine souvent une chute 

de l’activité biologique de la protéine. Nonobstant, quelques partenaires de bioconjugaison ont été 



Introduction 
 

 
23 

 

développés. C’est le cas de dérivés d’époxide qui nécessitent des conditions de ligations assez rudes 

(T = 80 °C, pH = 11-12)[51,52]. Les complexes de métaux de transition tels que les complexes d’iridium 

ont été réalisé à l’aide d’un résidu histidine (via la fonction amine et imidazole d’une histidine située 

en N-terminale), voire de deux résidus histidines d’une même séquence peptidique ou protéique [53]. 

De plus, l’utilisation de complexes de nickel a fait ses preuves pour le marquage d’étiquettes de type 

poly-histidine comportant 2, 4 ou 6 résidus [54]. Enfin, il est possible de réaliser des additions de 

Michael sur des dérivés d’aldéhydes insaturés. Cependant , cette dernière approche n’est pas 

sélective des résidus histidine puisqu’une réaction avec les résidus lysine a également été observée à 

pH 7,4[55,56]. 

Le résidu tryptophane se distingue des autres par sa faible abondance (1%)[18] qui est proche de celle 

du résidu cystéine, ainsi que par ces propriétés photophysiques. En effet, il possède une absorbance 

caractéristique à environ 280 nm qui s’accompagne d’un phénomène de fluorescence avec une 

émission à environ 360 nm. Toutefois, ce résidu est peu sollicité dans les approches de 

bioconjugaison, puisque, seul les malondialdéhydes[57] et les metallocarbenoïdes[58] peuvent réagir 

avec lui. 

Les résidus sérine et thréonine sont également peu sollicités pour la bioconjugaison suite à une 

valeur trop élevée du pKa du couple ROH/RO- (supérieure à 13), ce qui les rend très peu nucléophiles 

à pH physiologique. Néanmoins, une fonctionnalisation est possible par des ester de N-

hydroxysuccinimides.[59] Ce réactif généralement utilisé avec les résidus lysine, peut être utilisé pour 

fonctionnaliser les résidus sérine et thréonine à condition que ces derniers se situent à côté (à 

environ deux acides aminés d’écart) d’un résidu histidine ou arginine. [51] En effet, ces résidus 

basiques vont venir activer les fonctions alcools, probablement, par la mise en jeu d’une liaison 

hydrogène entre les deux résidus d’acides aminés, et ainsi, augmenter la réactivité des résidus sérine 

et thréonine à un niveau proche des résidus lysine. Toutefois, la ligation ne sera pas sélective par 

rapport aux lysines, et la fonction ester créée est plus fragile que la liaison amide obtenue avec les 

amines. 

Le résidu méthionine est également peu sollicité par les réactions de bioconjugaison. Pourtant, il est 

le seul résidu nucléophile ne subissant pas de protonation jusqu’à des pH très acides (2,4) [60], ce qui 

permet à de telles valeurs de pH, de procéder à des alkylations spécifiques de ce résidu[61], mais les 

sulfoniums, ainsi formés, sont également assez fragiles.  

Enfin, les résidus acides aspartiques et glutamiques sont, de par leur faible réactivité, difficiles à 

conjuguer. La technique utilisée à ce jour, consiste à activer leur fonction acide carboxylique à l’aide 

d’agents de couplage comme les carbodiimides (surtout l’EDC i pour sa bonne solubilité dans 

l’eau)[62,63] ou le N-éthyl-5-phénylisoxazolium-3’-sulfonate, appelé également réactif de Woodward [64] 

lui aussi hydrosoluble. Ensuite, il est important de réaliser le couplage peptidique avec des amines 

faiblement basiques afin que la réaction puisse être réalisée à un pH inférieur à 8 et d’éviter ainsi la 

réaction de couplage avec les résidus lysine de la protéine elle-même. C’est pour cette raison que ce 

couplage est souvent réalisé avec des dérivés d’hydrazides faiblement basiques [65]. 
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2. 2. Modification en position N-terminale et C-terminale 

2.2.1. Modification en pos ition N-terminale  

Les modifications en position N-terminale reposent sur la réactivité de la seule amine primaire 

présente au sein de la chaine principale d’un peptide ou d’une protéine. Cette particularité, fait que 

la réactivité de cette amine sera conditionnée par la présence d’une liaison amide en position , mais 

dépendra également de la nature de la chaine latérale. 

Tout d’abord, la présence d’une liaison amide en position a pour effet de diminuer le pKa (à 

environ 8) de l’amine en position N-terminal par rapport à celui de l’amine présent sur les chaines 

latérales des résidus lysine (environ 10). Cette particularité, permet donc la fonctionnalisation 

sélective de l’amine de la position N-terminale malgré un excès de réactif (5 éq.) à un pH de 6,5 et à 

basse température (4 °C). Cette approche a notamment permis la modification de peptides[66] ou de 

protéines[67]. 

L’amine en position N-terminale peut également être engagée dans des réactions de transamination. 

Ces réactions se réalisent à l’aide d’un aldéhyde en milieu modérément acide (pH 5-6,5) et sous 

activation thermique (65 -100 °C). les transaminations se réalisent selon le mécanismes du Schéma 1, 

c’est-à-dire, à partir d’aldéhydes activés par la présence d’ion métallique (Mn2+, Cu2+ ou Ni2+)[68], ou 

du pyridoxal[69]. A l’issue de la réaction une cétone est générée. Dans le cas où 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 [69] (voir page 26). 

 

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

Un aldéhyde peut également être obtenu en position N-terminale par oxydation d’un résidu sérine 

ou thréonine, à l’aide du periodate de sodium (NaIO4). L’aldéhyde ainsi généré peut alors être utilisé 

en ligation oxime ou hydrazone (voir page 26)[70] ou de formation de thiazolidine[71]. Cette méthode a 

été utilisée pour de la modification de peptides et de protéines (Schéma 2). Cependant, l’utilisation 

d’un oxydant puissant (NaIO4) peut induire des réactions d’oxydation sur d’autres résidus 

(méthionine, tryptophane, histidine). Ces réactions parasites peuvent être évitées en diminuant le 

ratio molaire oxydant/protéine [70] ou en réalisant la réaction à pH neutre[71]. En revanche, cette 

méthode fournit un aldéhyde particulièrement réactif, lié à l’effet électroattracteur du carbonyle 

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

 

Schéma 2 : Oxydation de la position N-terminale au periodate de sodium 
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Les résidus sérines et thréonines en position N-terminale peuvent également être 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[72] 

ou pour la ligation de deux peptides entre eux [73]. Le même type de réaction peut être réalisé en 

présence d’une cystéine toujours en position N-terminale et dans la même gamme de pH. La 

formation de la thiazolidine, ainsi obtenue, a permis la modification de peptides[74], ou la formation 

de conjugués médicament-anticorps[75] (Schéma 3). De plus, il est important de noter que la 

formation de thiazolidines, via une cystéine en position N-terminale, peut également être réalisée 

avec les 2-cyanobenzothiazoles à un pH de 7,4, à température ambiante en 30 min. Cette approche 

qui permet de former in situ un analogue de Luciférine, a notamment permis le marquage de 

protéine[76]. 

 

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 être utilisés dans des 

approches NCL (de l’anglais « Native Chemical Ligation »). La NCL a été découverte par Kent dans les 

années 1990 et le principe en est le suivant : il s’agit de générer un lien covalent entre deux peptides 

non protégés par le biais de fonctions réagissant spécifiquement l’une avec l’autre sans interférences 

des autres fonctions portées par les peptides[77]. Ainsi en 1994, le 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 [78] 

(Schéma 4). De plus, la même réaction peut également être réalisée avec un résidu histidine en 

position N-terminale[79]. De nombreuses optimisations de ce procédé ont été répertorié es, 

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 à bio-conjuguer, ce qui limite son utilisation. 

 

Schéma 4 : Principe de la NCL. 

2.2.2. Modification en pos ition C-terminale  

Contrairement à la position N-terminale, les techniques de modifications de la position C-terminale 

sont peu nombreuses. On retrouve essentiellement les méthodes utilisées avec les résidus d’acide 

aspartique et glutamique, à savoir un couplage peptidique à la suite de l’activation de la fonction 
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acide carboxylique (voir page 23). Néanmoins, cette méthode ne se révèle pas sélective de l’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 [80].   

En conclusion de ce paragraphe sur les réactions de bioconjugaison,  on peut dire que bien que ces 

réactions soient très utilisées, il est toutefois difficile de contrôler parfaitement le marquage d’une 

protéine par exemple. En effet, les réactions de bioconjugaison manquent de sélectivité s par rapport 

au site à modifier, l’acide aminé ciblé étant présent en plusieurs exemplaires dans la protéine . C’est 

pourquoi, une nouvelle classe de réactions, appelée conjugaison chimiosélective, a été développée 

pour réaliser de telles modifications ciblées. 

 

3. Principe de la conjugaison chimiosélective  

3.1. Définition 

Les réactions de conjugaison chimiosélective impliquent l’utilisation de deux fonctions réactives 

complémentaires, dont l’une des deux au moins est présente sur une biomolécule. Cette dernière  

fonction est préalablement introduite sur le biopolymère par voie chimique, enzymatique, 

métabolique (même si cette introduction est principalement réservée aux dérivés de 

polysaccharides), ou encore génétique [81,82]. Ces réactions ont bien sûr pour vocation de modifier des 

protéines mais aussi et surtout d’autres biomacromolécules comme les polysaccharides et les acides 

nucléiques qui ne possèdent pas de fonctions chimiques réactives permettant de faire des réactions 

de bioconjugaison sélectives. C’est notamment le cas pour les protéines, mis à 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 [83]). Les réactions 

qui seront abordées ci-après rentrent bien souvent dans le répertoire des réactions de la chimie click. 

De plus, les applications présentées par la suite seront restreintes aux peptides et aux protéines, sauf 

quelques cas présentant un intérêt sur d’autre bio-molécules. Contrairement aux réactions bio-

othogonales qui seront développées dans le paragraphe suivant, ces réacti ons chimiosélectives 

présentent en revanche, quelques limitations ne permettant pas de les utiliser systématiquement 

dans des milieux biologiques complexes. 

 

3.2. Exemples  de  ligations  chimiosé lectives  

3.2.1. Les  réactions  de  condensation sur le s  carbonyles  

La première réaction de condensation, est la formation d’imines à partir d’amines sur des carbonyles 

(Schéma 5 A). Or, cette condensation se révèle particulièrement réversible en milieu aqueux à pH 

physiologique, ce qui rend difficile son utilisation pour des applications en ligation [84]. Pour pallier 

cette limitation, une méthode d’amination réductrice peut être utilisée, mais elle nécessite 
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l’utilisation de réducteurs externes[85] (NaBH4 ou NaBH3CN par exemple). Dans ce contexte, l’une des 

premières 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 [86–88] (Schéma 5 

B). Toutefois, les dérivés d’aldéhydes et de cétones utilisés pour ce genre de réaction se révèlent 

sensibles aux amines. Ceci peut être limité en réalisant cette ligation à pH acide. De même, la faible 

cinétique de la réaction (10-4 M-1 s-1)[89] et sa réversibilité font que cette ligation n’est pas bio-

orthogonale. Cette approche a notamment permis d’introduire la fluorescéine hydrazine , 

spécifiquement, sur le lysozyme pré-fonctionnalisé par un acide aminé, non naturel, comportant une 

fonction cétone, obtenue par mutagénèse dirigée[87]. 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-

Spengler ont été, par la 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 

tryptophane[90], ou d’indole comportant une fonction alkoxyamine[91] ou encore hydrazine[92]. Elles 

ont été utilisées pour la modification de protéines et d’anticorps, ainsi que le marquage de 

bactéries[93]. Plus récemment, d’autres partenaires réactifs vis-à-vis des aldéhydes ont été utilisés, 

comme les pyrazolones, afin de substituer les indoles peu réactifs. Ces hétérocycles réagissent via 

une première réaction de condensation de Knoevenagel avec les aldéhydes pour conduire à des 

accepteurs de Michael qui peuvent alors réagir soit: a) par addition de Michael intermoléculaire en 

présence d’un deuxième équivalent de pyrazolone, permettant finalement l’introduction de deux 

motifs identiques[94] (Schéma 5 D); b) par une réaction de thio-Michael intramoléculaire dans le cas 

de pyrazolones fonctionnalisées par un groupement thiol[89,95] (Schéma 5 E). Cette approche a été 

utilisée pour la préparation de protéines et d’anticorps modifiés par une fonction aldéhyde 

incorporée grâce à la formylglycine, afin d’obtenir des conjugués d’anticorps-médicaments. 

 

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[96]. Ces 

réactions doivent préférentiellement être menées à des pH légèrement 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  le s  nitrosos  aromatiques  e t le s  

acides  sulfiniques  

Une autre classe de réactions chimiosélectives peut être représentée par les réactions d’addition s 

nucléophiles des acides sulfiniques sur des dérives de nitrosos aromatiques. En effet, le groupe de 

Carroll a montré que les acides sulfiniques présentent un caractère nucléophile, et peuvent 

s’additionner sur les fonctions nitrosos. Il s’avère cependant, que cette addition est réversible. Ce 

problème de réversibilité peut être pallié par la présence d’une fonction ester en ortho de la fonction 

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 acides aminés, ou des espèces nucléophiles comme le glutathion par exemple [97]. Cette réaction a 

ensuite été utilisée afin d’identifier la sulfinylation de protéines par spectrométrie de masse [98]. Les 

acides sulfiniques sont obtenus par oxydation d’une fonction thiol avec H2O2. 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. 

 

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

 

3.2.3. Les  réactions  de  cycloaddition [4+2] e t [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 

diène, comportant 4 électrons  et un diènophile comportant, lui, 2 électrons De plus, elles 

permettent de générer un cycle carboné à 6 chainons. De plus, ce sont des réactions présentant une 

économie atomique parfaite (Schéma 7). 

 

Schéma 7 : Principe général des cycloaddition [4+2] 
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Ces réactions de cycloaddition [4+2] sont soumisent à un contrôle orbitalaire, ce qui entraîne 

généralement la formation majoritaire du stéréoisomère endo lorsque le diène est cyclique, même si 

des mélanges sont souvent observés. On justifie fréquemment cette sélectivité par des 

considérations frontalières secondaires stabilisant l'approche endo. Les cycloadditions |4+2] se font 

de façon plus spontanées lorsqu’un rapporchement des niveaux énergétiques des HOMO et LUMO 

des deux partenaires est observé. Ainsi, il est possible de les classer en deux catégories. On retrouve 

donc les cycloadditions|4+2] à demande électronique normale et inverse. Les cycloadditions |4+2] à 

demande électronique normale se réalisent entre des diènes riches en électrons et des diènophiles 

pauvres en électrons. On observe donc une augmentation du niveau énergétique de la HOMO du 

diène électroniquement enrichis et une diminution du niveau énergétique de la LUMO du diènophile 

électroniquement appauvris, ce qui permet de faciliter la réaction par rapprochement des niveaux 

énergétiques HOMO du diène et la LUMO du diènophile. A l’inverse, Les cycloadditions |4+2] à 

demande électronique inverse se réalisent entre des diènes électroniquement pauvres en électrons 

et des diènophiles électroniquement riches en électrons. On observe donc une augmentation du 

niveau énergétique de la LUMO du diène appauvris et une augmentation du niveau énergétique de la 

HOMO du diènophile enrichis, ce qui permet de faciliter la réaction par rapprochement des niveaux 

énergétiques LUMO du diène et la HOMO du diènophile (Figure 2).  

 

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

La réaction de Diels-Alder à demande électronique normale (c’est-à-dire, entre un diène riche en 

électrons et un diènophile appauvri en électrons) est l’une des premières réactions développées en 

ligation chimiosélective. Il est important de noter que les diènophiles appauvris utilisés sont 

également des accepteurs de Michael sensibles à l’addition de thiols, ce qui rend cette réaction non 

bio-orthogonale. Elle peut cependant être chimiosélective si la cinétique de la réaction de 

cycloaddition est suppérieure à celle de l’addition de  Michael. Le maléimide est un des diènophiles 

les plus utilisés. En effet, les travaux pionniers du groupe de Jäschke en 1997, ont montré une 

première utilisation de cycloaddition [4+2] pour la modification site -spécifique d’ARN[99]. Cette 

réaction entre l’anthracène et le maléimide s’est même révélée compatible avec le s conditions de 

SPOS (de l’anglais « solid-phase oligonucleotide synthesis »). Le maléimide[9] est devenu, par la suite, 

le diènophile le plus utilisé pour sa grande réactivité avec des diènes de différentes natures, malgré 

sa sensibilité vis-à-vis des thiols, qui ne permet pas d’effectuer des réactions à proprement parler 

bio-orthogonales. Par ordre chronologique d’utilisation, on trouve les diènes suivants : 

l’anthracène[99], le butadiène[100,101], le cyclohexadiène[102], le furane[103–105], le cyclopentadiène [60] et le 
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5-éthoxyoxazole[107]. De plus, la réaction avec les 5-éthoxyoxazoles est la seule qui soit irréversible 

puisque la réaction de retro [4+2], possible dans tous les autres cas, se révèle impossible suite à une 

étape d’élimination-aromatisation. D’autres dérivés plus spécifiques ont également été développés 

comme une guanine modifiée pour une utilisation en SPOS [108], ou encore des aldéhydes 

photoénolisables[109,110] (Schéma 8). 

 

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 

cyclopentadiène et un dérivé nitroso comme diénophile, généré in situ[111]. Cette réaction a été 

utilisée afin de lier, de manière site spécifique, deux polymères, de nature différente, entre eux. 

 

3.2.3.2. Les  réactions  cycloaddition [3+2] 

Les réactions de cycloaddition 1,3-dipolaire sont également beaucoup utilisées en ligation 

chimiosélective, la plus connue étant la réaction de Huisgen découverte par Michael à la fin du 19ème 

siècle[112]. A l’origine, cette réaction qui met en jeu un alcyne terminal avec un azoture, était réalisée 
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sous activation thermique pour conduire à un mélange de 1, 2, 3-triazoles syn/anti. Le mécanisme de 

cette réaction péricycliquea été établi bien plus tard par Huisgen[113]. L’utilisation d’un catalyseur au 

cuivre (I) conduisant, à température ambiante et avec des cinétiques acceptables, régiosélectivement 

au triazole anti , a ensuite été proposé indépendamment par Meldal [114] et Sharpless[115,116] au début 

des années 2000. Cette réaction est plus connue sous le nom de CuAAC (Copper catalyzed Alkyne 

Azide Cycloaddition). Bien que celle-ci soit utilisée pour de la modification de protéines[117], d’ARN[118] 

ou même d’ADN[119], l’utilisation du cuivre qui se révèle être particulièrement cytotoxique  à forte 

dose pour les cellules bactériennes et mammifères. Cela limite donc son utilisation au sein de 

systèmes biologiques complexes[120] (Schéma 10), et, par la même occasion, sa bio-orthogonalité 

stricto sensu. Cependant, il est important de noter que le cuivre est naturellement présent dans les 

cellules, étant donné qu’il s’agit d’un oligoélément essentiel  pour l’homme. La dose journalière 

admissible (DJA) pour l’homme est de 0,15 mg/kg de poids corporel/jour (Valeurs données par 

l’ANSES « Agence Nationale de Sécurité Sanitaire de l’Alimentation, de l’Environnement et du 

Travail ») 

 

Schéma 9 : Réaction CuAAC sur un double brin d’ADN développée par le groupe de Van Kasteren en 2016[119] 

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 alcènes riches [121] ou pauvres[122,123] en électrons. Néanmoins, une 

étude récente a mis en évidence que le nitrile imine, formé après activation photochimique, est 

également capable de réagir avec de nombreux nucléophiles présents au sein des systèmes 

biologiques tels que : les thiols, les amines, ou les carboxylates [124]. La cinétique de la réaction avec 

l’alcène doit donc être plus rapide, pour que cette réaction de bio-conjugaison puisse être utilisée 

dans des milieux biologiques complexes, ce qui limite son utilisation et sa bio-orthogonalité. 

 

Schéma 10 : Cycloaddition photoinduite entre les tétrazoles et alcènes [120]. 
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Les réactions de bioconjugaison et de conjugaison chimiosélective , susmentionnées, sont 

généralement limitées à des applications de fonctionnalisation in vitro ou à l’élaboration de réactifs 

hétérotrifonctionnels aux applications multiples [1]. Toutefois, pour des applications en milieu 

biologique complexe, comme les cellules ou les organismes vivants par exemple, il faut travailler avec 

des réactions dites « bio-orthogonales » ; c’est-à-dire, des réactions qui n’interfèrent pas de manière 

significative avec le système biologique considéré. 

 

4. Principe de la ligation bio-orthogonale  

4. 1. Définition 

Comme leurs noms l’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 même 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 à synthétiser, et que la réaction de conjugaison ne dégage pas de 

sous-produits toxiques. Enfin, la réaction doit-être rapide à l’échelle des processus biologiques. Le 

développement des telles réactions [125] a permis une meilleure compréhension des systèmes 

biologiques au cours des dernières années grâce au marquage de biomolécules réalisé in vitro, in 

cellulo et in vivo. 

Le marquage bio-orthogonal procède en deux temps. Il y a tout d’abord l’introduction d’un reporter 

chimique dans le milieu biologique, qui peut se faire par une réaction de bioconjugaison 

chimique. 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 deuxième temps, de l’ajout du deuxième partenaire qui réalise alors la ligation 

spécifique du marqueur souhaité; celle-ci étant réalisée avec la fonction introduite précédemment, 

sans que les autres constituants de la cellule n’interfèrent.  

4. 2. Introduction du reporter chimique 

Le marquage sélectif et site spécifique des protéines est essentiel pour étudier la structure, l'activité, 

la localisation et le trafic des protéines. Au cours de la dernière décennie, une grande variété de 

rapporteurs bio-orthogonaux ont été incorporés dans des biomolécules, voire des cellules, par voie 

chimique ou biologique [126]. 

La première approche pour l’introduction d’un  reporter consiste à modifier chimiquement la 

molécule, ou biomolécule d’intérêt. Cette stratégie se divise en trois techniques  : 

- La première 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, 

en introduisant un trans-cyclooctène (TCO) sur les résidus lysine d’un anticorps via une fonction ester 

de NHS[127] (Schéma 10 A).  
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- La deuxième technique consiste à introduire le reporter sur une entité moléculaire ciblant 

spécifiquement l’analyte biologique visé. Cette approche a été , entre autres, appliquée à des 

phospholipides modifiés par un cyclopropène, préparés chimiquement en vue d’imager la membrane 

de cellules vivantes[128] (Schéma 10 B). 

- La troisième technique consiste à générer chimiquement des oligonucléotides, des peptides 

ou encore des protéines comportant le reporter. Ces biopolymères ont été respectivement préparés 

par synthèse sur support solide SPOS et SPPS. Des oligonucléotides ont été modifiés par des 

fonctions norbornène [129], TCO[130], ou tétrazine[131] et ont permis le marquage par fluorescence de 

brin d’ADN (Schéma 10 C). La SPPS repose, quant à 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. [132]  

 

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 l’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 permettre donc un marquage « site spécifique », ce qui est difficile à obtenir 

avec l’approche chimique (hormis pour les approches supportées). On retrouve ainsi par ordre 

chronologique, les techniques d’expansion du code génétique utilisant aussi les ncAAs, 

l’incorporation métabolique de glycans modifiés et l’insertion par voie enzymatique.  

- L’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 chaîne protéique en 

croissance en réponse à un codon stop (principalement le codon ambre UAG) sur l'ARNm ( Figure 3). 

Cette stratégie a permis l’introduction de ncAAs possédant des azotures, des alcynes ou encore des 

tétrazines, au sein de cellules vivantes, de bactéries E. Coli, ou d’animaux[133,134]. 
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Figure 3 : Structure de quelques ncAAs utilisés pour l’expansion du code génétique[126] 

- L’incorporation métabolique, par exemple d’un glycane, consiste à utiliser la biosynthèse 

endogène des cellules afin d’incorporer un monosaccharide modifié avec une fonction bio-

orthogonale dans les glycanes présents sur la surface des cellules mammifères[135] (Figure 4). Cette 

stratégie a permis l’introduction de fonctions azoture  bicyclononyne (BCN) ou encore norbornène à 

la surface des cellules. Une des limitations de cette méthode est de s’assurer que le sucre modifié 

pénètre bien dans la cellule, et soit bien pris en charge par la machinerie de glycosylation. De plus, il 

faut que cette modification n’interfère pas dans l’adressage. Malgré toutes ces contraintes, de 

nombreuses applications ont pu être mises en œuvre avec succès comme l’étude dynamique de 

lignification au sein de plantes[136] ou encore l’identification de bactéries vivantes[137]. 

 

Figure 4 : Principe de l’incorporation de monosaccharides sur les glycanes présents sur la surface cellulaire (Figure 

extraite de l’article[135]) 

- Enfin, l’insertion par voie enzymatique consiste à utiliser l’action d’une enzyme modifiée , ou 

non, afin d’incorporer une fonction bio-orthogonale sur une protéine ciblée. Ainsi en 2016, le groupe 

de Bordusa a utilisé la Trypsiligase afin d’incorporer un norbornène sur une protéine d’intérêt [138]. 

Cette étude a permis d’introduire spécifiquement un norbornène ou une tétrazine sur des protéines 

ou des anticorps. Il a ensuite été possible d’introduire par iEDDA  (de l’anglais « inverse electron 

demand Diels-Alder »), une chaîne PEG, un fluorophore ou encore un médicament sur les protéines 

et anticorps préalablement modifiés par l’enzyme. 
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4. 3. Les réactions bio-orthogonales 

4.3.1. La ligation de  Staudinger 

La première réaction de conjugaison bio-orthogonale à avoir été développée est basée sur la 

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[139]. Cette réaction repose sur la formation d’un iminophosphorane intermédiaire, qui est 

suivie par son hydrolyse pour former l’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’empêcher l’hydrolyse de l’iminophosphorane intermédiaire  via la formation 

spontanée d’un lactame. Ce lactame sera ensuite hydrolysé à son tour, pour générer un oxyde de 

phosphine et une liaison amide, créant ainsi  un lien covalent et irréversible (Schéma 12). 

 

Schéma 12: Ligation de Staudinger 

Cette réaction chimiosélective a notamment été utilisée par Bertozzi; cela en but de lier un 

polypeptide portant le partenaire phosphine avec une cellule modifiée à sa surface par une fonction 

azoture suite à la métabolisation d’un monosaccharide non naturel [135,140,141]. Bien qu’efficace en 

milieu biologique complexe, la ligation de Staudinger possède quelques limites. En effet, que ce soit 

sous sa forme classique ou « traceless »[142], cette réaction conduit toujours à un relargage de sous-

produit. Effectivement, un alcool primaire est généré dans le cas de la ligation Staudinger, tandis que 

l’extrusion d’une phosphine oxydée est observée dans sa version «  traceless ». De plus, les cinétiques 

observées pour cette réaction se révèlent particulièrement lentes puisqu’elles sont de l’ordre de 2,2 

x 10-3 M-1 s-1. Nonobstant, à 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 célèbre CuAAC a été développée afin de s’affranchir de 

l’utilisation du cuivre cytotoxique, même si des alternatives ont été développées comme l’utilisation 

de ligands rendant le cuivre inerte dans les cellules vivantes par exemple [143,144]. Cette variante de la 

réaction CuAAC qui a été découverte par Wittig et Krebs[145], repose sur l’utilisation des cyclooctynes, 

alcynes rendus plus réactives par la tension de cycle; elle a d’ailleurs été récemment utilisée par C. 

Bertozzi[146,147] en conjugaison bio-orthogonale. Cette nouvelle réaction bio-orthogonale porte le nom 

de SPAAC de l’anglais « strained promoted alkyne azide cycloaddition ». De plus, les fonctions alcynes 
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et azotures ne réagissent pas avec le milieu biologique dans les conditions physiologiques . Cela en 

fait d’excellents candidats pour la conjugaison bio-orthogonale (à noter qu’il a été démontré que 

certains alcynes tendus peuvent présenter des réactivités indésirables avec les thiols[21,148,149] , les 

persulfides[150] ou les acide sulféniques[151]). 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 la nature de la cyclooctyne. En effet, les cyclooctynes possédant, dans leur structure, des 

éléments augmentant leur tension de cycle comme des benzènes (BARAC) ou un cyclopropane (BCN), 

présentent une cinétique de réaction plus élevée vis-à-vis des azotures[152] (Figure 5). Néanmoins, au 

vu des accès synthètiques 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 à la ligation réalisée in vivo.  

 

Figure 5 : Cinétique de réaction de différents cyclooctynes avec l’azoture de benzyle[152]. 

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[153,154]. D’autre part, l’incorporation d’un atome de fluor en position 4 de la sydnone, a 

permis d’accélérer d’un facteur 10 000 la réaction avec les cyclooctynes[155]. De même, la présence de 

cet atome de fluor peut permettre l’introduction d’un fluor radioactif  utile pour de l’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 alcènes contraints a suscité beaucoup d’intérêt 

de par son caractère bio-orthogonal et ses cinétiques généralement élevées.  Cette conjugaison 

repose sur une première réaction [4+2] à 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 être observée dans un solvant polaire. Cette ligation a été 

décrite de manière indépendante par les groupes de Weissleder et Fox en 2008 en utilisant le 
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norbornène ou le trans cyclooctène (TCO)[156–158], respectivement et conjointement avec le motif 

tétrazine (Schéma 14). Ces deux réactions sont couramment utilisées pour le marquage en milieu 

biologique[159]. Par la suite, en 2012, le groupe de Devaraj rapporte le cyclopropène comme 

partenaire d’iEDDA, dans le but de diversifier la gamme des diénophiles utilisables avec la tétrazine. 

Ce nouveau partenaire a été utilisé afin d’imager la membrane de cellules par fluorescence [128]. Bien 

que le TCO, le cyclopropène et le norbornène soient largement utilisés il existe d’autre s alcènes 

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

 

Schéma 14 : Mécanisme de la réaction entre la tétrazine et des alcènes contraints (le norbornène développé par 
Weissleder[156] et le trans-cyclooctène développé par Fox [158]) 

Par ailleurs, la ligation entre les tétrazines et les TCO est la réaction bio-orthogonale la plus rapide 

rapportée à ce jour[160]. Les cinétiques des différentes réactions sont résumées dans le Tableau 1. Il 

est à noter que les réactions SPAAC et iEDDA conduisent toutes les deux à la formation de produits 

sous forme d’isomères. Ces réactions se révèlent très intéressantes pour des applications in cellulo 

ou in vivo, mais leur utilisation est difficile pour la modification d’objets moléculaires de plus petites 

tailles tels que des peptides par exemple [156], puisque la formation d’un mélange de produits sous 

forme d’isomères est obtenu à l’issue de ces réactions.  

Réaction Vitesse [M
-1

 s
-1

] 

Azoture + Phosphine 2,2 x 10
-3

 

Alcyne terminal + Azoture (CuAAC) 10
-4

-10
-2

 

Difluorocyclooctyne + Azoture 8 x 10
-2

 

Biarylazacyclooctynone + Azoture 1 

Norbornène + Tétrazine 1-10
1
 

Cyclopropène + Tétrazine 10
1
 

Fluorosydnone + BCN 10
3
-10

4
 

TCO + Tétrazine 3,8 x 10
5
 

Tableau 1 : Vitesses de réaction de différentes réactions de conjugaison bio-orthogonale
[128,155,160] 

Malgré tout, le nombre de réactions chimiosélectives et bio-orthogonale reste assez restreint. 

L’ensemble des ligations repose donc sur un nombre limité de réactions. Ainsi, afin de diversifier le 

plus possible les applications réalisées avec ces réactions, il faut en créer de nouvelles permettant de 
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pallier leurs faiblesses, afin d’ouvrir le champ des possibles. Une partie  de cette thèse a donc été 

consacrée au développement de ce type de réaction.  

Les réactions de conjugaison au sens large (bioconjugaison, ligation chimiosélective ou bio -

orthogonale) sont très souvent associées à une technique d’imagerie. L’incorporation d’une sonde 

sur l’une des fonctions chimiques impliquées dans ces réactions permet de visualiser , mais aussi, de 

comprendre le système étudié. Parmi les différentes techniques de visualisation, l’imagerie optique 

moléculaire et en particulier la fluorescence est l’une des plus utilisées pour sa simplicité et sa facilité 

d’accès et d’utilisation. Une introduction sur les grands principes de la fluorescence fait l’objet de la 

partie suivante. 

 

II.   Introduction à la fluorescence 

L’imagerie optique et, plus particulièrement, la fluorescence, est très utilisée puisque cette dernière 

possède de nombreux avantages. En effet, en comparaison avec les autres méthodes d’imagerie 

(écographie, radiographie, IRM et imagerie nucléaire), l’imagerie optique est une technique de 

détection peu coûteuse, très rapide (entre une seconde et cinq minutes), et elle possède une 

sensibilité très élevée. Les points faibles de l’imagerie optique sont sa faible résolution et la faible 

pénétrabilité des tissus biologiques (au maximum jusqu’à quelques mm) [161,162]. Toutefois, de par sa 

simplicité d’utilisation, la fluorescence est très largement représentée dans la littérature pour des 

études biologiques réalisées in vitro, in cellulo, et parfois même in vivo. 

 

1. Concept général 

Les chromophores sont des composés constitués de groupements leur permettant d’absorber la 

lumière tels que des enchainements de doubles liaisons ou d’aromatiques par exemple. Lorsqu’un 

chromophore est soumis à une excitation photonique, il va passer de l’état fondamental S 0 à un état 

de plus haute énergie Sn+1, dit état excité. Une fois la molécule portée à son état excité , suite à 

l’absorption d’un photon, un rapide retour à l’état fondamental va être observé selon plusieurs voies 

possibles résumées dans la Figure 6. Parmi ces processus de désexcitation, il en existe un en 

particulier dont le retour à l’état fondamental s’accompagne par une émission lumineuse. Ce 

phénomène est appelé fluorescence[163]. Dans ce cas précis, le chromophore est appelé fluorophore. 
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Figure 6 : Voies de désexcitation possibles d’un chromophore après irradiation. 

La luminescence est l’émission d’un photon suite au retour de la molécule d’un état excité à l’état 

fondamental. On parle de fluorescence si le passage initial de la molécule de l’état fondamen tal à 

l’état excité fait suite à une excitation lumineuse. Effectivement, lorsque qu’une molécule aux 

propriétés fluorescentes, appelée fluorophore, absorbe un photon, un de ses électrons passe à un 

état d’énergie supérieure. La fluorescence se caractérise par un retour de la molécule à son état 

fondamental, via une émission de photon, comme on peut le voir sur le diagramme de Perrin -

Jablonski (Figure 7). 

 

Figure 7: Diagramme de Perrin-Jablonski 
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Chaque fluorophore est caractérisé par un spectre d’absorption et d’émission donnant lieu à des 

valeurs maxima dépendantes à la fois du solvant,[164] du pH et de la température à laquelle on 

effectue la mesure. Une émission de lumière, dont le retour à l’état fondamental est issu d’un niveau 

d’énergie inférieur à celui du niveau du fluorophore à l’état excité , se caractérise par un spectre 

d’émission dont le maximum se situe à une longueur d’onde supérieure à celui du spectre 

d’absorption. L’écart entre la longueur d’onde maximale du spectre d’absorption et le maximum du 

spectre d’émission est appelé déplacement de Stokes (Figure 8). Il correspond à la conversion interne 

précédant le retour à l’état fondamental. 

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  F, est défini par le 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 l’efficacité du 

processus de fluorescence. En effet, le phénomène de fluorescence peut rentrer en compétition avec 

des interactions entraînant une désexcitation non radiative de la molécule, limitant ainsi sa 

fluorescence. 

 Le coefficient d'absorption molaire, noté ε et exprimé en M-1cm-1, caractérise l’efficacité 

d’absorption de la lumière par un composé. Plus un composé a un coefficient d’extinction molaire 

élevé, plus la lumière incidente sera absorbée. 

 La brillance est un paramètre également important. En effet, c’est la valeur qui donne au 

biochimiste l’information la plus pertinente concernant un fluorophore, puisqu’elle tient compte , 

non seulement, de l’efficacité de fluorescence mais également de sa capacité à absorber la lumière. 

Cette grandeur est proportionnelle au rendement quantique  f. Selon la formule suivante : B =  f  

   

 Il existe de nombreuses familles de fluorophores, comme les xanthènes 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 possèdent des valeurs 

d’  très élevées, et les BODIPYS qui sont quant à eux caractérisés par leur bande d’absorbption et 

d’émission très fines[165,166] (Figure 9). Tous ces fluorophores sont dit de types « push-pull » c’est-à-
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dire, que leur faculté de fluorescence est due à une délocalisation d’électrons  allant d’une fonction 

électrodonneuse (le push) vers une fonction électroacceptrice (le pull). A la suite de la délocalisation 

électronique, le donneur devient accepteur et l’accepteur devient donneur et ainsi de suite.  

 

Figure 9: Différentes familles de fluorophores 

Le choix d’un fluorophore dépend essentiellement de l’application que l’on souhaite réaliser. Pour de 

l’imagerie de surface, des fluorophores émettant dans le vert, c’est-à-dire vers 520 nm, peuvent 

convenir. En revanche, l’imagerie in vivo nécessite, quant à elle, l’utilisation de fluorophores plus 

performants, ayant de hautes valeurs de brillance, et émettant dans le proche infra-rouge, afin de 

limiter les interférences avec la fluorescence intrinsèque des tissus biologiques (auto-fluorescence), 

et l’absorbance des tissus biologiques. Les tissus biologiques sont des milieux très diffusant et très 

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 «  fenêtre thérapeutique » 

(Figure 10). 

 

Figure 10 : Courbes mettant en évidence les fenêtres thérapeutique et d’imagerie de surface, et les spectres d’absorption 

de l’hémoglobine (Hb) oxygénée ou non, principale biomolécule interférant au-delà de 500 nm [167] 
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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 façon générique, sondes. Ces sondes, via des 

modifications de leurs propriétés de fluorescence en présence d’analytes d’intérêt bio logique, ont 

permis la détection et l’analyse d’une multitude de ces analytes. Parmi les approches les plus 

utilisées on retrouve l’approche ratiométrique et celle de type OFF-ON. Usuellement, l’approche 

ratiométrique repose sur l’utilisation de sondes présentant un changement dans leur spectre 

d’excitation et/ou d’émission en présence de l’analyte à cibler. De plus, cette méthode permet une 

caractérisation quantitative qui peut être suivie sur deux longueurs d’ondes différentes [168]. 

L’approche OFF-ON repose sur une différence d’intensité de fluorescence en présence de l’analyte, 

dans l’idéal, une forte exaltation de cette fluorescence doit être observée. Ayant été la seule utilisée 

dans le cadre de cette thèse, et par souci de concision, l’approche OFF-ON sera la seule à être 

développée par la suite. L’approche de type OFF-ON signifie que la sonde sera « éteinte » et 

n’émettra pas de lumière sous sa forme native. Après interaction avec l’analyte souhaité, la sonde 

sera « allumée » et une émission de lumière caractérisera la présence de l’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 anné es. Il est ainsi possible de 

quencher un fluorophore par l’incorporation d’un motif avec lequel le fluorophore va échanger ses 

électrons via un phénomène de transfert d’électrons photo-induit (TeP). Il est également possible 

d’absorber l’énergie émise par le fluorophore par rapprochement spatial d’une entité chimique 

capable de dissiper de manière non-radiative cette énergie. Sont regroupés dans ces transfert 

d’énergie, les phénomènes de quenching statique (formations d’eximères et d’exiplexes [169,170]), de 

quenching par interaction collisionnelle (quenching de Dexter[171]) ou de quenching dynamique, par 

transfert d’énergie de type dipôle-dipôle (on parle alors de FRET ou Förster resonance energy 

transfer). Enfin une modification directe de la structure du fluorophore, qui sera restaurée après 

réaction avec l’analyte, peut conduire à l’extinction du fluorophore. Par souci  de concision, seules les 

quatre 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 phénomène de TeP est caractérisé par un transfert mono-électronique du fluorophore à l’état 

excité vers l’orbitale la plus basse vacante LUMO (TeP oxydatif), ou vers l’orbitale la plus haute 

occupée HOMO (TeP réductif) d’un récepteur spatialement proche (Figure 11). La relaxation indirecte 

de l'électron excité du fluorophore vers l'état fondamental empêche ainsi l'émission de fluorescence. 
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Figure 11 : Principe du phénomène de TeP 

Les approches de type TeP réductif impliquent généralement des récepteurs avec des groupements 

riches en électrons tels que les anilines [172] ou les phénolates[173], tandis que les mécanismes TeP 

oxydatif utilisent des fonctions pauvres en électrons telles que les nitroaryles [174] ou les 

maléimides[175]. Ainsi, en modifiant la structure du récepteur au moyen d'une réaction chimique, le 

mécanisme de TeP peut être interrompu, rétablissant ainsi la fluorescence attendue. Cette stratégie 

a été utilisée en particulier dans la conception de récepteurs à base de maléimides pour la détection 

spécifique de thiols[9]. En effet, après 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 être restaurée, attestant de la présence de thiols dans le milieu étudié. Sur le 

principe du TeP réductif, les anilines sont particulièrement utilisées et notamment pour le 

développement de sonde à pH. A pH basique les électrons présents dans le doublet non liant de 

l’aniline sont dans un niveau énergétique leur permettant de «  quencher » le fluorophore avec lequel 

elle est rattachée. En milieu acide, l’aniline sera sous sa forme protonée et perdra sa capacité à 

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 à pH dont le pKa a été 

mesuré à 3, présentant une exaltation de fluorescence de 505[176] (Schéma 15). 

 

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

Le FRET, ou « Förster resonance energy transfer »[177,178], est un transfert d’énergie non radiatif entre 

une molécule dite donneuse, qui sera un fluorophore, et une molécule dite acceptrice, qui pourra 

être un autre fluorophore, qui réémet l’énergie sous forme de fluorescence, ou une molécule 

capable de dissiper cette énergie de façon non radiative, appelée quencher.  

Il existe deux conditions au bon déroulement d’un FRET : premièrement, il faut qu’il y ait un 

recouvrement entre le spectre d’émission du donneur et le spectre d’absorption  de l’accepteur. 

Deuxièmement, il faut que les deux partenaires soient à une distance maximale de 100 Å l’un de 

l’autre. En effet, Förster a démontré que l’efficacité du transfert était proportionnelle à 1/d 6, ou d 

représente la distance entre les deux partenaires (Figure 12). De plus, un alignement des moments 

dipolaires est également un élément limitant dans ce phénomène de FRET. 

 

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

Ainsi le bon fonctionnement d’un système FRET repose sur un choix judicieux des deux partenaires. 

C’est pourquoi, il faut un bon recouvrement spectral entre les deux entités mises en jeu, qu’il s’agisse 

de deux fluorophores ou d’un couple fluorophore-quencher. L’approche à deux  fluorophores a, par 

exemple, été utilisée pour la détection simultanée de deux peptidases. [179] L’approche fluorophore-

quencher (ou fluorophore-extincteur de fluorescence) repose sur l’utilisation d’une molécule capable 

d’absorber l’énergie émise par le fluorophore pour ensuite la dissiper de manière non -radiative. Il 

existe différents types de quenchers, mais nous ne nous attarderons ici  que sur la famille des 

quenchers diazoïques. Ils comportent un pont diazo qui est à l’origine de l’extinction de fluorescence 

par une réaction de photo-isomérisation E/Z[180]. Ces quenchers sont très populaires. En effet, leur 

mécanisme d’extinction est efficace, il possède des valeurs d’  élevées leur garantissant une bonne 

absorption de la lumière et donc de l’énergie transmise par le donneur, il  couvre une large gamme 

d’absorbance (supérieure ou égale à 100 nm) ce qui leur assure une utilisation avec un 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), 

l’ECLIPSE, la gamme des BHQ (pour Black Hole Quencher), et le 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 diazoïques 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 l’élaboration de sondes FRET permettant la détection de 

protéases[181–183], ou bioanalytes comme le peroxyde d’hydrogène [184] ou les thiols[185,186], ou encore 

pour l’étude de l’appareillement des brins d’ADN [187]. Bien qu’il soit admit que ces quenchers 

diazoïques reposent sur un phénomène de FRET, des études ont montré que leur mécanisme de 

quenching de fluorescence pouvait également reposer sur un phénomène de type TeP [188]. 

 

2.3. Principe d’une détection de type ESIPT 

L’ESIPT (de l’anglais « excited state intramolecular proton transfer ») est un processus dans lequel les 

molécules photo-excitées réalisent un transfert de protons d’un hétéroatome à un autre 

hétéroatome spatialement proche. La tautomérisation prend souvent la forme d'un équilibre céto-

énolique. Les molécules qui présentent un phénomène d'ESIPT dans l'état fondamental existent 

principalement sous forme d'énol (E). Cependant, lors de la photoexcitation, ils subissent une 

tautomérisation en formes cétone (E* -> K*) via un processus ESIPT ultra-rapide et irréversible. Par la 



Introduction 
 

 
46 

 

suite, le retour de la forme cétone excitée à son état fondamental (K *-> K) s’accompagne d’une 

émission de lumière. Enfin, un retour à la forme énol est observé (K -> E) (Figure 14)[189]. Une des 

caractéristiques des fluorophores de type ESIPT est leurs déplacements de Stokes particulièrement 

grands (jusqu’à 200 nm)[190]. 

 

Figure 14 : Principe du phénomène d’ESIPT (Figure extraite de l’article
[189]

) 

Le principe d’une détection par ESIPT est plutôt simple. Effectivement, le phénomène de 

fluorescence étant dû à un transfert de proton d’un énol (souvent un phénol) vers une imine (le plus 

souvent). Ainsi, masquer ce proton permet de rendre l’ESIPT inactif. La méthode la plus employée est 

une acylation de cet énol rendant le fluorophore non émissif. Ensuite , en présence de l’analyte 

souhaité, la fonction masquant l’énol est éliminée permettant le retour du phénomène d’ESIPT, avec 

une émission concomitante de lumière. 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 

l’utilisation d’un bras auto-immolable libérant l’énol (ici un phénol) [191] (Schéma 16).   

 

Schéma 16 : Sonde de type ESIPT pour la détection de protéase développée par le groupe d’Hasserodt en 2014 [191]. 

 

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’obtenir une sonde OFF-ON par modification direct de la structure du fluorophore. Pour ce faire , la 

modification doit entrainer une chute des propriétés de fluorescence du chromophore étud ié, pour 

qu’ensuite une entité de nature biologique, chimique ou photo-chimique joue le rôle de déclencheur 

pour redonner le fluorophore natif avec ses pleines propriétés optiques. Les fluorophores de type 

xanthène, tels que les rhodamines, sont couramment utilisés pour ce type d’approche. En effet, les 
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rhodamines existent sous deux formes : une forme ouverte et fluorescente et une forme fermée dite 

spirolactonisée pour laquelle il n’existe plus de conjugaison au système polyaromatique  ; cela 

entraine une disparition totale de la fluorescence. L’exemple présenté dans le Schéma 17, montre 

une rhodamine dont l’aniline primaire est engagée dans une liaison peptidique. Cela a pour effet, de 

diminuer l’effet donneur de l’aniline et génère donc la rhodamine sous sa forme fe rmée. Suite à 

l’hydrolyse de la liaison peptide par un stimulus enzymatique, on observe la formation de la forme 

ouverte avec un retour concomitant de la fluorescence[192]. De plus, des phénomènes de dissipations 

par rotation[193], photo-isomérisation[194] ou par ICT (de l’anglais « Intramolecular Charge Transfer 

»)[195] ont été utilisées pour la conception de sondes fluorogéniques. 

 

Schéma 17 : Exemple d’une sonde profluorescente par modification de structure développée par T. Urano en 2018
[192]

 

Plus récemment, cette approche s’est étendue à la formation de fluorophores par réaction domino. 

C’est-à-dire que l’activité de l’analyte sur la sonde déclenche une réaction chimique spontanée  qui 

conduit à la synthèse d’un fluorophore. La sonde de départ étant non émissive, cette approche 

permet d’accroître grandement les exaltations de fluorescences post déclenchement, mais 

également de diminuer le bruit de fond résiduel. Cette approche a notamment permis la génération 

in situ d’iminocoumarine[196] et de xanthène (pyronine) [197] utilisés respectivement pour la détection 

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

 

Schéma 18 : Pro-coumarine développée par le groupe de Kim en 2011[196] 

 

III.  Présentation du sujet de thèse  

Les réactions chimiosélectives développées à ce jour comportent un certain nombre de limites 

comme, par exemple, la réversibilité des processus chimiques mis en jeu (alkoxyamine/carbonyle), la 

formation d’isomères (réactions de Diels-Alder), la présence d’une catalyse métallique (CuAAC), ou 

d’additifs (NaBH3CN) pas toujours compatibles avec les biomolécules manipulées. Ainsi, cette thèse 

porte sur le développement de nouvelles réactions de ligations chimiosélectives, flexibles, et d’un 

emploi facile en vue de simplifier la construction biomoléculaire, tant au niveau de la synthèse que 

de l’isolement du produit de ligation. L’efficacité des transformations développées sera évaluée par 

la préparation de sondes pour l’imagerie moléculaire optique . Une partie de la thèse sera donc 

consacrée au développement et à l’étude de nouveaux fluorophores.  
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Nous aborderons donc successivement dans cette thèse la mise au point de plusieurs nouvelles 

réactions chimiosélectives. En effet, le premier chapitre portera sur l’étude photophysique de la 

ligation de Kondrat’eva qui met en jeu le motif 5-alkoxyoxazole et maléimide, une réaction 

développée au préalable au laboratoire. En effet, cette partie de ma thèse s’inscrit dans la continuité 

de la thèse du Dr. Laurie-Anne Jouanno (2011-2014, thèse intitulée Préparation et réactivité des 5-

alkoxyoxazoles : application en synthèse organique et bio-organique), dans laquelle est décrite la 

découverte et l’utilisation d’une nouvelle réaction de ligation chimiosélective basée sur une réaction 

de Kondrat’eva.  Ainsi, la stratégie développée dans le cadre de ma thèse sera illustrée par 

différentes applications fluorogéniques utilisées pour la détection de proté ines, ou encore pour le 

criblage de partenaires potentiels de tétrazines. Cette dernière application sera développée plus en 

détail dans le chapitre 2, qui sera consacré à 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 à profit dans le marquage de peptides et d’une protéine. 

Le chapitre 3 sera consacré à l’étude de la réactivité des pyrazolones vis -à-vis d’accepteurs de 

Michael ou aldéhydes masqués en ligation chimiosélective. Les résultats indirects de cette étude 

conduiront à la mise au point d’une sonde profluorescente hydrosoluble originale pour la détection 

de biothiols. 

Enfin le chapitre 4, sera consacré à la mise au point d’une méthodologie d’accès aux 3-

benzoylquinoxalin-2-ones, ainsi qu’à l’étude des propriétés photophysiques de leurs dérivés. Ces 

travaux seront clôturés par l’élaboration et l’évaluation in vitro d’une nouvelle sonde fluorogénique 

pour la détection du gasotransmetteur sulfure d’hydrogène.  

 

 

. 
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I. Etat de l’art 

Depuis le début des années 2000, le développement de réactions chimiosélectives et bio-

orthogonales est en pleine expansion. De plus, l’utilisation de ces outils va souvent de pair avec la 

microscopie de fluorescence. Cette instrumentation nécessite l’utilisation de fluorophores dont les 

modifications synthétiques peuvent se révéler délicates et fastidieuses. De plus, l’utilisation de 

fluorophores rend obligatoire les étapes de lavages post-marquages, puisque les fluorophores non 

greffés sont eux aussi fluorescents. Ces raisons ont poussés les chimistes à développer des réactions 

qui soient fluorogéniques. Ces ligations évitent surtout le bruit de fond qui serait dû à un marquage 

non spécifique résiduel et ce, en dépit de multiples lavages afin d’éliminer le fluorophore en excès . 

De plus, lors de la ligation, le retour de fluorescence observé permet d’avoir un point de contrôle 

supplémentaire quant à la réussite et au rendement de la réaction. Les réactions de conjugaison à 

proprement parler fluorogéniques sont très 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 des systèmes dont la réaction chimiosélective permet soit : 1) la libération du fluorophore ; 2) la 

disparition du phénomène FRET ou TeP responsable de l’extinction de fluorescence  ; 3) la formation 

d’un motif fluorescent[1].  

1. Les ligations fluorogéniques par libération de fluorophores.  

La première approche présentée ici repose sur la libération du fluorophore au cours de la réaction de 

ligation, dont la fluorescence est initialement masquée. Cette approche est très utilisée dans la mise 

au point de sondes à bras auto-immolable, dont le fluorophore est libéré spécifiquement en 

présence de bioanalytes (exemple de la détection de nitroréductase [2]) (Schéma 19). Cependant, le 

fluorophore n’étant plus greffé sur la biomolécule bioconjugué , la localisation de la molécule 

bioconjuguée n’est pas précise, puisque le fluorophore (ou le bioluminophore) peut diffuser dans le 

milieu. Ces réactions fluorogéniques permettent toutefois de quantifier l’efficacité des réactions de 

bioconjugaison. 

 

Schéma 19 : Principe de la ligation fluorogénique par libération de fluorophores 

Ainsi, en 2004 l’équipe de Taylor a utilisé la ligation Staudinger afin de contrôler la libération d’un 

fluorophore. En effet, une phosphine reliée à un fluorophore à 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 pour la détection spécifique de séquences d’ARN. Ainsi, deux 

brins d’ARN complémentaires à la séquence cible ont été synthétisés respectivement avec un azoture 
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et le conjugué fluorescéine-phosphine. Ensuite, en présence de la séquence cible, un appariement 

des brins se réalise, ce qui rapproche spacialement l’azoture et la phosphine. La ligation se réalise, et 

la libération du fluorophores permet ainsi la détection de la séquence 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[3]. 

 

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

Plus tard, en 2010 le groupe de Bertozzi a montré que cette approche peut également s’appliquer à 

la détection par bioluminescence. Pour cela, une ligation de Staudinger a été réalisée à partir d’un 

azoture incorporé sur des glycanes de la membrane cellulaire par voie métabolique. Ce dernier réagit 

dans la réaction de ligation de Staudinger avec un partenaire phosphine lié à la luciférine. Lors de la 

réaction, le bio-luminophore expulsé peut réagir avec la luciférase, ce qui provoque alors l’émission 

de photons par bioluminescence permettant de quantifier et de détecter les glycanes dans les 

cellules vivantes observées[4] (Schéma 21).   

 

Schéma 21 : Imagerie de membranes cellulaires par libération d’un bio-luminophore (figure extraite de l’article[4]) 

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 » à proximité d’un fluorophore, permet au « quencher » 

d’absorber l’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) à la rupture de lien covalent 

unissant le « quencher » au fluorophore (Schéma 22 A), soit 2) à la transformation chimique du 
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« quencher » en un motif n’absorbant plus aussi efficacement l’énergie émise par le fluorophore 

(Schéma 22 B). 

 

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

La première approche a été utilisée par le groupe de Bertozzi en 2008 afin de rendre fluorogénique la 

ligation Staudinger. En effet, au cours de cette réaction, l’addition de l’azoture sur la phosphine 

conduit à l’aminolyse intramoléculaire de l’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 [5] (Schéma 23). La gamme de 

fluorophores en principe éligible à cette stratégie est large, mais elle est limitée par l’efficacité du 

phénomène de FRET et/ou TeP [6], liée aux propriétés photophysiques du quencher qui doivent 

coincider avec celle du fluorophore (Voir page 44). 

 

Schéma 23 : Ligation Staudinger fluorogénique. 

La seconde approche a été proposée en 2010 par Weissleder, qui a développé une ligation 

fluorogénique basée sur la paire tétrazine/TCO. Les tétrazines possèdent une bande d’absorption à 

520 nm qui leur permet de « quencher » la fluorescence des fluorophores émettant dans cette zone 

par processus FRET. Ces premières tétrazines fluorogéniques ont permis au groupe de Weissleder de 

réaliser le suivi de petites molécules, notamment le Taxol, afin d’imager le réseau de microtubules au 

sein de cellules vivantes [7] (Schéma 24). L’utilisation de ces propriétés photophysiques particulières 

des tétrazines sera abordée plus en détail dans le 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[8,9]. 

3. Les ligations fluorogéniques par TeP 

Cette stratégie met en œuvre un transfert d’électrons photoinduits entre le fluorophore à l’état 

excité et une entité chimique spatialement proche, qui a pour conséquence de rendre le fluorophore 

non émissif. En revanche, lorsque l’entité subit une modification chimique, elle perd cette capacité à 

échanger des électrons avec le fluorophore, ce qui conduit à une restauration de fluorescence. 

L’azoture est un bon exemple d’une telle entité chimique, car lorsqu’il réagit avec un alcyne via 

CuAAC ou SPACC, il conduit à la formation d’une nouvelle entité chimique, le triazole, qui n’a plus la 

capacité d’induire un phénomène de TeP avec le fluorophore. La fluorescence est alors restaurée 

(Schéma 25). 

 

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’anthracène, 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 [10–13] (Figure 15).  

 

Figure 15 : Structures de quelques azotures fluorogéniques 

Toutefois, le motif azoture n’est pas le seul à avoir la capacité de réalisé du TeP oxydati f. 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 à une réaction de thio-Michael, le 

maléimide va perdre sa capacité à réaliser de TeP oxydatif et un retour de fluorescence sera observé. 

Cette particularité a notamment été utilisée par le groupe de Keillor pour le marquage spécifique de 

protéines présentant des thiols vicinaux. Ce marquage a pu être réalisé par le développement d’une 

sonde présentant deux motifs maléimide en son sein[14] (Schéma 26).   

 

Schéma 26 : Marquage d’un protéine par utilisation d’une sonde TeP oxydatif basée sur le motif tétrazine. 

Cette stratégie permet d’utiliser une large variété de fluorophores, avec des longueurs d’ondes 

d’excitations et d’émissions variées. Or, elle nécessite un « quenching » par TeP très efficace, ce qui 

n’est pas toujours le cas. De plus, elle est limitée aux réactions de bioconjugaison mettant en jeu des 

fonctions chimiques éligibles aux phénomènes de TeP, directement greffées sur les fluorophores 

(principalement azotures et maléimides). 

4.  Les ligations fluorogéniques par formation d’un motif 

fluorescent. 

La dernière approche présentée ici repose sur un principe plutôt simple. En effet, il s’agit de réaliser 

une ligation générant un motif présentant des propriétés de fluorescence à partir de partenaires qui 

en sont dépourvus (Schéma 27). Cette approche présente l’avantage de mettre en œuvre des 

structures chimiques plus compactes que les approches précédentes, ainsi qu’un caractère «  off-on » 

de la fluorescence très marqué. 

 

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

Ce principe plutôt simple présente en réalité un véritable potentiel. En effet, en plus de réaliser un 

marquage profluorescent, cette approche permet de réaliser une ligation entre deux groupements 

différents R1 et R2, dont l’un n’est pas nécessairement un fluorophores (éteint ou non), 

contrairement à l’approche FRET ou libération de fluorophore. De plus, ces réactions sont très utiles 

puisqu’elles évitent l’utilisation de fluorophores externes dont la synthèse et la fonctionnalisation 

sont parfois fastidieuses et augmentent la taille des conjugués. La principale limitation que  l’on 

pourrait trouver à 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 peut citer la réaction « photo-click », la plus représentée, qui se réalise 

entre les tétrazoles et les alcènes sous irradiation lumineuse (cf. chapitre introduction). En 2010 

l’équipe de Qing utilise pour la première fois les propriétés de fluorescence de la pyrazoline formée à 

l’issue de la réaction pour marquer des biomolécules modifiées avec un alcène par voie métabolique 

et réaliser de l’imagerie in cellulo[15]. En 2013, la même équipe a réalisé un allongement de la 

conjugaison du tétrazole, ce qui a permis d’avoir un effet batochrome sur l’émission de la pyrazoline 

obtenue, passant ainsi de 520 nm à une émission supérieure à 600 nm [16] (Schéma 28).  

 

Schéma 28 : Réaction de « photo-click » fluorogénique entre les tétrazoles et les alcènes, structure de quelques 

tétrazoles utilisés et propriétés photophysiques des pyrazolines obtenues. 

La SPAAC a également été utilisée afin de former un motif fluorescent. En effet, en 2012 l’équipe de 

Boons a développé un cyclooctyne dont le produit de cycloaddition avec un azoture d’alkyle est 

fluorescent. Cette réaction a permis l’introduction d’un tag fluorescent sur la BSA [17] (Schéma 29). 

 

Schéma 29 : SPAAC profluorescente développée par l’équipe de Boons en 2012
[17]

 

 

II.  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 œuvre  

En 2014, il a été développé dans l’équipe par mon prédécesseur le Dr. Laurie -Anne Jouanno, une 

nouvelle ligation chimiosélective[18] entre les 5-alkoxyoxazoles[19] et les maléimides[20]. Cette ligation 

est décrite en détail dans les articles cités, nous ne reviendrons ici que sur ces principales 

caractéristiques. Elle s’effectue en deux étapes. La première est une cycloaddition de Diels-Alder à 

demande électronique normale, conduisant à un oxabicyle intermédiaire sous forme d’un mélange 

de stéréoisomères. Si la réaction est effectuée dans des conditions réactionnelles neutres ou 

légèrement basiques, cette dernière est stoppée à cette première 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. Cette dernière permet ainsi de former un azaphtalimide sous la forme d’un seul et unique 

stéréoisomère. Le milieu acide (tampon acétate, pH 5,0 37°C, ou H2O -éventuellement avec un 

solvant organique miscible s’il y a des problèmes de solubilisation des substrats -, avec une quantité 

catalytique d’acide comme l’acide trifluoroacétique (pH environ 2)) nécessaire à cette 

réaromatisation peut être une limitation dans certaines appl ications. Toutefois, il possède l’avantage 

d’augmenter considérablement la chimiosélectivité de la réaction, en limitant la cinétique de 

l’addition des nucléophiles (thiols ou amines) sur le maléimide. Cependant, une compétition avec les 

thiols a toutefois été observée lorsque la réaction est réalisée à pH 5,0[18]. De plus, Le motif 

azaphtalimide se révèle être structurellement proche des 4-hydroxyphthalimides fluorescents 

développés par le groupe de Song en 2015[21] (Schéma 30 A). Ainsi après une étude photophysique, il 

s’est avéré que le motif azaphthtalimide présentait lui aussi des propriétés de fluorescence 

intéressantes (Schéma 30 B). 

 

Schéma 30 : A) 4-hydroxyphthalimide développé par Song en 2015[21]. B) ligation fluorogénique basée sur la réaction de 

Kondrat’eva. 

 

Suite à cette découverte, une étude photophysique complète a été réalisée sur ces composés, et une 

relation entre la structure et les propriétés photophysiques ont ainsi pu être rationnalisées. De plus, 

le pKa entre la forme phénol et phénolate de l’azaphthalimide a été déterminé et s’est révélé égal à 

6. Ce qui veut dire qu’à pH physiologique le composé est majoritairement sous sa forme phénolate, 

qui est sa forme fluorescente. Ainsi, quatre applications ont été réalisées avec cette nouvelle ligation 

fluorogénique : le marquage fluorescent de biomolécules, et les synthèses de trois sondes FRET 

hydrosolubles, dont une utilisée pour le suivi de l’activité enzymatique et la détection de l’urokinase, 

qui est une enzyme surexprimée dans 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. 

Ces travaux ont fait l’objet d’une publication dans le 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)[22]. 

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

Ligation of 5-Alkoxyoxazoles with Maleimides and their 

Applications 
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En plus des résultats décrits dans l’article, l’hypothèse selon laquelle les 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 du composé modèle 1 avec un rendement de 83%. Ainsi, il a été observé une chute drastique 

des propriétés de fluorescence du composé que ce soit en termes de longueur d’onde d’émission ou 

de rendement quantique même a pH 7,4 (tampon PBS). Ainsi, quel que soit le pH, le composé 

méthylé 2 a les mêmes propriétés d’absorption et d’émission que le composé hydroxyle 1 en pH 

acide (pH 2,2, abs = 340 nm, em = 422 nm,  F = 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). 

 

Schéma 31 : Synthèse et propriétés photophysiques du composé 2 

Cependant, la synthèse de l’oxazole 9 bioconjugable (et utilisé dans le cadre de l’article 1) se révèle 

relativement longue pour un composé dont l’objectif est une utilisation en ligation chimiosélective 

(14% sur 6 étapes). En effet, il est généralement établi que les partenaires de ligation doivent, autant 

que faire se peut, être facilement et rapidement synthétisables. C’est pourquoi la synthèse de 

nouveaux oxazoles a été entreprise. La synthèse de l’oxazole 14 repose sur l’ester diéthylique de 

l’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 

l’oxazole 9 avec un 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. 

Parallèlement, une voie de synthèse a été développée, à partir de l’ester éthylique de la L-tyrosine N-

acétylée 16 (74 euros les 5 g, chez Sigma-Aldrich). Cette dernière a permis l’accès à l’oxazole 18 

fonctionnalisable en trois étapes avec un rendement global de 43% (Schéma 32). Concernant l’étape 

de formation du noyau oxazole, la cyclo-déshydratation peut se réaliser en présence de P2O5 ou de 

POCl3. Dans un premier temps, la méthode utilisant P2O5 a été utilisée. Bien que la conversion 

observée soit excellente, la difficulté rencontrée dans le traitement de la réaction (extraction) fait 

chuter les rendements obtenus à l’issue de la réaction. C’est pour cette raison que la méthode 

utilisant POCl3 a été privilégiée. En effet, les conversions obtenues sont semblables à celles observées 

avec P2O5 sans les problèmes liés au traitement, et rend par la même occasion la purification sur gel 

de silice plus aisée.  



Chapitre 1 : Propriétés photophysiques de la ligation de Kondrat’eva et études 

comparatives des réactions de Diels-Alder à base de maléimides  

 
76 

 

 

Schéma 32 : Synthèse 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 l’oxazole substitué par un cholestérol[23], et une partie polaire 

constituée d‘un maléimide comportant un acide carboxylique [24]. Il est important de noter que la 

substitution nucléophile se réalisant entre la molécule 21 et l’éthylène glycol, permet de générer la 

molécule 22 avec une rétention de stéréochimie[25]. Enfin, l’ultime étape de synthèse se réalisant 

avec la ligation Kondrat’eva a permis la formation de la sonde 28 avec un rendement de 30% 

(Schéma 33). Cependant, des problèmes liés à sa faible solubilité en milieu aqueux, ne nous ont pas 

permis de l’utiliser. 

 

Schéma 33 : Synthèse 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 portant sur le développement la ligation Kondrat’eva, une étude comparative a été 

réalisée entre les différentes ligations chimiosélectives reposant sur une cycloaddition [4+2] et 

utilisant le maléimide comme diènophile. Ainsi, plusieurs diènes connus dans la littérature ont été 

comparés lors de cette étude. On retrouve ainsi un diène carboné linéaire (butadiène), des diènes 

carbonés cycliques (cyclopentadiène, cyclohexadiène, anthracène)  et hétérocycliques (furane, 5-

ethoxyoxazole). La comparaison s’est donc réalisée selon les trois points suivant  : la cinétique de la 

réaction, le nombre de molécules formées à l’issue de la ligation et enfin la stabilité du produit 

formé. Ces travaux ont été réalisés avec Alexis Lossouarn et Axel Frisby, qui sont respectivement, 

doctorant et stagiaire de Master 2ème année au sein de l’équipe.  

2.1. Etude cinétique 

La réaction de Diels-Alder à demande électronique normale implique l’utilisation d’oléfines 

appauvries en électrons, qui sont potentiellement de bons accepteurs de Michael, et donc, 

susceptibles de donner des réactions non désirées avec les nucléophiles biologi ques, principalement 

les thiols et les amines. Pour que la sélectivité de la réaction de ligation soit bonne, il faut donc que la 

cinétique de la réaction de Diels-Alder soit plus rapide que la réaction de Michael sur le diènophile. 

Afin d’avoir une étude comparative rapide et facilement interprétable, nous avons choisi de mesurer 

l’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’accès synthétique et de propriétés photophysiques, deux sondes se sont naturellement 

imposées. On retrouve la sonde 30 comportant un motif pyrène [26] et la sonde 34 comportant le 

motif dansyl[27] (Schéma 34). 

 

Schéma 34 : Synthèse des sondes profluorescentes basées sur un motif pyrène et dansyl. 

Cependant, suite à la trop faible solubilité dans les milieux aqueux observée avec la sonde pyrène, 

notre choix s’est porté sur la sonde 34 comportant le motif dansyl. En effet, la fluorescence du dansyl 

est éteinte par le maléimide via un phénomène de TeP oxydatif. La disparition de la double liaison du 

motif maléimide au cours de la réaction de cycloaddition [4+2], provoque une hausse du niveau 

énergétique de la BV du maléimide ne lui permettant plus de réaliser efficacement le TeP oxydatif. 

Ainsi, un retour de l’émission de fluorescence du dansyl avec une exaltation maximale d’un facteur 

477 est observé et nous permet de caractérisé directement la cinétique de la réaction (Schéma 35). 
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Schéma 35 : Principe de la détection fluorogénique utilisée dans le cadre de l’étude comparative des cinétiques des 

ligations [4+2] 

L’étude comparative de la réactivité des différents diènes a été réalisée à l’aide d’un 

spectrofluorimètre 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) à température ambiante 

(20 °C). L’intensité de fluorescence à 560 nm (excitation à 330 nm) est mesurée au cours du temps 

pour chaque diène à une concentration de 5 mM, soit 5 équivalents. On obtient ainsi les courbes de 

la Figure 17. Il est donc possible de classer les différents diènes en fonction de leur réactivité vis-à-vis 

du maléimide 34. On retrouve ainsi du plus rapide au plus lent, le cyclopentadiène, les 5-

ethoxyoxazoles, le cyclohexadiène, le butadiène, les furanes, et enfin l’anthracène. Pour les 5 -

ethoxyoxazoles, les conditions de pH choisies lors de cette étude ne conduisent pas à la réaction 

d’élimination réaromatisante de la ligation Kondrat’eva, mais uniquement à la formation de l’adduit 

de Diels-Alder. Il n’y a donc pas d’interférence avec la fluorescence de l’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)t la ou les plus à même(s) d’être réalisée(s) en milieu physiologique. 

 

Figure 17 : Etude cinétique des différentes ligations [4+2]. Sonde 34 (1 mM) et diène (5 mM, 5 éq.) dans un mélange 

PBS/ACN (2:1, v/v) à 20 °C. ex = 330 nm et em
 
= 560 nm. Spectre d’absorption basé sur le référence

[27]
. 
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De cette étude, il ressort que le cyclopentadiène est beaucoup plus réactif que les autres partenaires. 

Ainsi, ce diène a fait l’objet d’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 après seulement 10 minutes, alors qu’en milieu organique (ACN) le retour est 

obtenu bien au-delà d’une heure (Figure 18). De plus, les constantes cinétiques du second ordre ont 

été calculées pour le cyclopentadiène en milieu aqueux et organique. Des valeurs entre 1,12 et 1,37 

M-1 s-1 ont été calculées en milieu aqueux (mélange PBS/ACN 2:1, v/v), contre une valeur de 0,035 M-

1 s-1 en milieu organique (chloroforme), soit 30 fois plus lent. L’accélération des réactions de Diels -

Alder, conduite dans l’eau, est connue depuis plusieurs décennies [27,29], et serait due à des 

interactions hydrophobes et à la formation de liaisons hydrogènes.  

 

Figure 18 : Etude cinétique de la sonde 34 (1 mM) avec le cyclopentadiène 35 (5 mM) en milieu aqueux (PBS/ACN (2:1, 
v/v)) (gris clair) et organique (ACN) (gris foncé) à 20 °C. ex = 330 nm et em

 = 560 nm. 

Toutefois, la cinétique observée pour la réaction entre les maléimides et les thiols est de l’ordre de 

103 M-1s-1[30], ce qui est bien supérieur à la cinétique mesurée avec le cyclopentadiène. Cela rend 

donc particulièrement difficile l’utilisation de ces ligations  chimioséléectives [4+2] à demande 

électronique normal, en milieu biologique complexe. Néanmoins, bien que la cinétique mesurée pour 

la ligation Kondart’eva soit faible (10-3 M-1s-1 dans le mélange PBS 7,4/ACN, 3:2, v/v), le fait qu’elle se 

réalise à pH acide (entre 2 et 5) permettrait d’obtenir une certaine orthogonalité vis-à-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 à un mélange de stéréoisomères voire de régiosomères, et 

la réaction de Diels Alder peut être renversable. Ces limitations ont été illustrées dans plusieurs 

articles de la littérature : 
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- en ce qui concerne le mélange de stéréoisomères, le groupe d’Hilderbrand a montré en 2008 que la 

ligation[4+2] à demande électronique inverse entre la tétrazine et le norbornène conduit à la 

formation d’un mélange de 4 isomères discernables par HPLC[31] (Schéma 36).  

 

Schéma 36 : Mélange d’isomères issu de la réaction entre une tétrazine et un norbornène observé par le groupe d’ 

Hilderbrand en 2008(schémas extrait de l’article
[31]

). 

- en ce qui concerne le mélange de stéréoisomères et la réversibilité des réactions de type [4+2] à 

demande électronique normale, le groupe de Madder a montré en 2013 que, la réaction entre un 

furane greffé sur un peptide et le N-phénylmaléimide, conduit à la formation de plusieurs isomères 

observables en HPLC (Schéma 37 b et c). De plus, il a été montré que la réaction est réversible en 

condition thermique (70 °C, toluène, 24 h) puisque, dans ces conditions, le peptide comportant le 

furane est recouvré [32] (Schéma 37 d). Cependant, la réversibilité de la réaction de type [4+2] à 

demande électronique normale entre le furane et le maléimide en milieu biologique reste à vérifier. 

En effet, ces conditions (70 °C, toluène, 24 h) sont assez aloignées des conditions physiologiques (pH 

~7, milieu aqueux, 37 °C). 



Chapitre 1 : Propriétés photophysiques de la ligation de Kondrat’eva et études 

comparatives des réactions de Diels-Alder à base de maléimides  

 
81 

 

 

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 l’article[32]). 

Après avoir étudié 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 diène 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 1H, afin de déterminer le 

nombre d’isomères obtenus à l’issue de la réaction. L’utilisation de ce diénophile chiral, à l’image des 

biomolécules chirales susceptibles d’être utilisées lors des réactions de ligation, permet d’obtenir un 

mélange non seulement de régioisomères, mais également de diastéréoisomères, ce qui permettra 

de conclure quant à la complexité de l’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 

dernière est la seule ligation à ne former qu’un seul isomère (énantiomère), ce qui en fait donc une 

excellente candidate pour la ligation avec des molécules chirales de petite s tailles ou de tailles 

moyennes, car la purification est nettement facilitée. , au-delà de quelques milliers de kDa, les 

mélanges d’isomères des produits formés sont sans doute de moins en moins discernables en HPLC, 

ou bien d’autres techniques de purifications sont utilisées (filtration sur membrane d’ultrafiltration 

avec différents seuils de coupure 3, 10, 30, 50 KDa…).  Dans ce cas précis, l’impact du nombre 

d’isomères formés à l’issue de la ligation se révèle négligeable. En revanche, le produit issu de la 

réaction entre le maléimide et le cyclopentadiène se présente sous la forme de cinq isomères le 

rendant, malgré sa vitesse, difficilement utilisable pour la modification de petites (bio)molécules.  
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2.3. Etude de stabilité 

 

Enfin, la stabilité du produit issu des différentes ligations utilisées a été étudiée en présence de la 

protéine plasmatique (BSA) ainsi qu’à pH basique. Ainsi, les produits ont été solubilisés dans deux 

systèmes distincts. Le système A est composé d’une solution contenant de la BSA (0,15 mM) dans le 

tampon PBS 7,4 à 37 °C. Ce système permet d’appréhender la stabilité des produits dans des 

conditions mimant le plasma sanguin. Le système B est fait à partir d’une solution tampon à pH 10 

(NaHPO4 0,05M / NaOH 0,1M) a 37 °C. Ce système permet, quant à lui, d’appréhender la stabilité des 

produits dans des conditions basiques qui se révèlent importants pour la fonctionnalisation de 

matériaux devant résister à une large gamme de pH[33,34]. Chaque produit a été analysé en HPLC 

après 48 heures, et le pourcentage de dégradation alors observé est mentionné dans la Figure 19. 

Nonobstant, il est important de noter qu’il s’agit ici de résultats préliminaires puisque cette étude est 

toujours en cours à l’heure actuelle. 

 

Figure 19 : Pourcentage de dégradation après 48 heures dans les systèmes A et B 

Un produit se révèle particulièrement stable quel que soit le système utilisé, il s’agit du produit 44 

issu de la réaction entre la maléimide et l’anthracène. Cela pourrait être dû à l’encombrement 

généré par les groupements phényles présents de chaque côté du succinimide formé. A l’inverse, 

l’azaphthalimide qui est plan est hydrolysé rapidement. Cependant, les  produits a  priori formés par 

hydrolyse du motif succinimide, conduisent à 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 

actuellement en cours afin de déterminer les produits formés à l’issue des études de stabilité. Enfin, 

il resterait à étudier la réversibilité thermique de la réaction de Diels-Alder à l’image des travaux de 

Madder[32]. 

Pour conclure cette étude, on peut dire qu’il n’y a pas de ligation chimiosélective [4+2] à demande 

électronique normale qui se détache des autres à la fois en termes de cinétique, de facilité de 

purification du bioconjugué (faible nombre d’isomères formés), et de stabilité. Il convient donc de 

choisir la ligation la plus adaptée en fonction de l’application envisagée. En effet, pour des 

applications nécessitant une cinétique de réaction rapide, il convient de choisir le cyclopentadiène. 

Pour de la construction (bio)moléculaire comme pour la préparation de sondes, par exemple pour 

l’imagerie in cellulo, la ligation Kondrat’eva convient avec son seul isomère formé. Et enfin, pour une 

application nécessitant une grande stabilité du produit de ligation, il convient de choisir l’anthracène. 
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3. Développement de réactions chimiosélectives tricomposantes.  

3.1. les réactions multicomposantes en milieu physiologiques : 

état de l’art 

Les réactions multicomposantes (MCR) sont des processus combinant trois réactifs ou plus en une 

seule réaction, tout en conservant l’ensemble des atomes présents sur chaque réactif. Elles sont 

donc économes en atomes. Depuis le début des années 2000, ces réactions sont utilisées en temps 

qu’outils de bioconjugaison. Ainsi, quatre réactions ont été développées. On retrouve la réaction de 

Ugi[35] développée en 1959 ainsi que sa variante l’azido-Ugi[36] (Schéma 39 A et B). Ce sont toutes 

deux des réactions tétracomposantes reposant sur l’utilisation d’isonitrile. Vient ensuite la réaction 

de Passerini qui est une réaction tricomposante utilisant également une fonction isonitrile [37] 

(Schéma 39 C). Et enfin, la réaction du couplage A3 nécessitant l’utilisation d’une catalyse 

métallique[38] (Schéma 39 D). 

 

Schéma 39 : Récapitulatif des réactions multicomposantes utilisées en bioconjugaison 

Ces réactions présentent l’avantage d’utiliser des fonctions simples, voire, naturellement présentes 

au sein des biomolécules comme les acides carboxyliques ou encore les amines. Cependant, ces 

réactions se limitent à une utilisation en bioconjugaison puisque par ces fonctions (acide 

carboxyliques et amines), elles ne présentent aucune chimiosélectivité. Toutefois, les MCR ont été 

utilisées dans de multiple applications[39] comme la conjugaison de biomolécules entre elles (lipide, 

oligosaccharide[40], peptide[41], protéine[42], stéroide[43]), ou encore pour le marquage de 

proteines[44,45] comme la BSA par exemple.  

3.2. Présentation de la stratégie mise en œuvre  

Le développement de réaction chimiosélective est en plein essor, ainsi, il est toujours intéressant de 

créer des outils 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, en particulier par le laboratoire, est de synthétiser 

des réactifs hétérotrifonctionnels, comportant trois fonctions bioconjugables orthogonales entre 

elles[46], mais leur synthèse peut être fastidieuse, et le nombre de réactions éligibles est assez limité. 

Une solution alternative, qui limite drastiquement le nombre de réactions à réaliser, pourrait 

consister, non pas, à utiliser un réactif hétérotrifonctionnel (ou tripode), mais à lier les deux premiers 

partenaires par une réaction de ligation qui conduirait à l’obtention d’une nouvelle fonction réactive 

utilisable pour une seconde ligation. Cette stratégie doit donc se réaliser entre trois partenaires 

différents P1, P2 et P3. P1 et P2 doivent réagir spécifiquement entre eux afin de former un produit P4 

qui réagira à son tour avec le partenaire P3 pour former le bioconjugué entre les trois molécules P5, 

qui peut être considéré comme une construction « one pot » du tripode. Cependant, pour le bon 

déroulement de la réaction, il ne faut pas qu’il y ait de réactions parasites entre P1 et P3 ni entre P2 

et P3 (Schéma 40 A). Cette stratégie possède de plus l’avantage de limiter les problèmes de solubilité 

ou d’encombrements supplémentaires liés aux réactifs hétérotrifonctionnels. Elle nécessitera 

d’ajouter sur chaque partenaire à bioconjuguer (R1, R2 et R3) les fonctions chimiques éligibles pour 

ces stratégies, comme dans le cas des réactions bio-orthogonales ou chimiosélectives (Schéma 40 B). 

 

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

Grâce aux connaissances acquises lors de l’étude des réactions chimiosélectives [4+2] à demande 

électronique normale présentées dans le paragraphe précédent, on peut voir que certains 

cycloadduits issus de la réaction présentent des alcènes tendus susceptibles de réagir dans un 

deuxième temps avec les tétrazines, dans le cadre d’une réaction de cycloaddition *4+2+ à demande  

électronique inverse (iEDDA), à l’image de la réaction de bioconjugaison tétrazine -norbornène par 

exemple. Ainsi, trois réactions semblent possibles. On retrouve les couples cyclopentadiène -
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maléimide, cyclohexadiène-maléimide et furane-maléimide. Malgré cela, des études préliminaires 

ont montré que le cyclopentadiène se révèle réactif vis-à-vis de la tétrazine, et que l’alcène généré 

lors de la réaction entre le cyclohexadiène et le maléimide n’est pas assez tendu pour réagir avec la 

tétrazine. Il nous reste donc le maléimide en partenaire P1, le furane en partenaire P2 et la tétrazine 

en partenaire P3 (Schéma 41). De plus, la réaction entre la tétrazine et l’oxabicycle formé à partir du 

furane et du maléimide permettrait de rendre irréversible la ligation [4+2] à demande électronique 

normale en empêchant toute retro [4+2] potentielle. 

 

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, la réactivité de l’oxabicycle 51, obtenu à partir du furane et du maléimide correspondant, vis-à-

vis de la tétrazine 52 a été investiguée par RMN dans un système aqueux deutéré (D2O/CD3CN, 3:1, 

v/v). La tétrazine 52 a été utilisée puisque les noyaux pyridine lui assurent une bonne stabilité mais 

également une bonne réactivité (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 et le produit correspondant a été isolé avec un rendement de 90%. De plus, l’orthogonalité 

de la tétrazine vis-à-vis du furane et du N-méthylmaléimide a également été validée puisqu’aucune 

réaction n’a été observée après trois jours d’agitation dans les mêmes conditions expérimentales 

(Schéma 42). 

 

Schéma 42 : Ligation chimioslélective tricomposante à partir du furane. 
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Suite à ces résultats encourageants, différents oxabicycles ont été synthétisés à partir de furanes 

substitués par des groupements méthyles symbolisant de futurs points de fonctionnalisation 

potentiels pour la bioconjugaison (le méthyle sur le maléimide symbolisant également le futur point 

de fonctionnalisation sur ce motif). Cependant, après analyse par spectroscopie RMN 1H, aucun 

d’entre eux ne s’est révélé réactif vis-à-vis de la tétrazine 52. L’hypothèse émise alors, est qu’un 

encombrement stérique dû à la présence des méthyles gênerait l’approche de la tétrazine (Figure 

20). 

 

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 cho ix 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. 

 

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

Ainsi, la tétrazine 59 est donc capable de réagir avec l’ensemble des oxabicycles, avec toutefois des 

cinétiques différentes. L’oxabicycle  56 issu du 2-méthylfurane réagissant le plus vite (conversion 

totale en deux heures), il a été conservé pour la suite. A l’issue de cette étude, les trois partenaires 

P1, P2 et P3 ont été identifiés, à savoir le maléimide (P1), le 2-méthylfurane (P2), et la 

phényltétrazine (P3). 
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3.4. Etude cinétique 

 

Après avoir trouvé les trois partenaires de réaction, des études cinétique s ont été réalisées afin 

d’évaluer les vitesses de réaction de la première et de la deuxième 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 1H. En plus 

d’évaluer l’influence de la substitution de furane sur la cinétique , l’influence du solvant a également 

été étudiée puisque ces réactions ont été réalisées en milieu aqueux (ACN/D2O 1:3, v/v) et organique 

(CDCl3) (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-même plus rapide que le furane. Cependant, comme l’adduit issu du 

diméthylfurane ne réagit pas suffisamment vite avec la phényltétrazine, le 2-méthylfurane a été 

sélectionné pour la réaction tricomposante. 

  

Schéma 44 : Etudes cinétiques réalisées par RMN 1H (300 MHz, pic résiduel de solvant servant à la calibration, solvant 
deutéré (A) D2O/ACN ou B) CDCl3), unité en ppm) de la réaction entre le maléimide 54 (90 mM) et différents furanes (90 

mM) 

Ensuite, les cinétiques de la deuxième étape ainsi que la cinétique globale de la réaction 

tricomposante ont pu être appréhendées via un suivi par fluorescence. En effet, dans le cadre des 

travaux réalisés sur la réaction chimiosélective de Kondrat’eva, une sonde fluorogénique basée sur le 

motif tétrazine avait été mise au point, rendant possible le suivi de ces réactions en observant le 

retour de fluorescence dû à la disparition du motif tétrazine. Ainsi , la tétrazine fluorogénique 62 (9 

mM) a été mise en réaction avec deux 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 

indépendamment en 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 éq.)  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 à 25 °C, pendant 12 min (gauche) et pendant 500 min (droite). ex = 
420 nm et em = 520 nm 

De cette étude cinétique, on peut confirmer l’orthogonalité de la tétrazine avec différents furanes et 

le N-méthylmaléimide. De plus, l’oxabicyle 63 généré à partir de l’alcool furfurylique 64 

fonctionnalisable est légèrement moins réactif que son analogue méthylé. Donc une 

fonctionnalisation du furane entraine une baisse de la réactivité 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 à 70% par fluorescence, après huit heures de réaction. 

Bien que la cinétique globale soit faible, la réaction tricomposante fonctionne. 

Ces résultats préliminaires ont servi de fondation aux travaux d’un développement d’un système de 

criblage de la réaction de Diels-Alder actuellement réalisé par le 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, ou la synthèse et l’évaluation in vitro d’une sonde de type FRET pour 

le suivi d’une activité enzymatique. Les fluorophores azaphthalmimides générés lors de la ligation, 

ont fait l’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] à demande 

électronique normale à partir de maléimides a été réalisée avec Alexis Lossouarn, doctorant en 2ème 

année au sein de l’équipe, et Axel Frisby, qui a réalisé son stage de Master 2 au sein de l’équipe. 

Cette étude avait pour but de comparer les 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 

cyclopentadiène. Ensuite, la ligation Kondrat’eva se démarque, puisqu’il s’agit de la seule ligation de 

l’étude à ne former qu’un seul et unique isomère, ce qui en fait une excellente candidate pour la 
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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 l’anthracène.  

Enfin, la dernière partie de ce chapitre a été consacrée à la mise au point d’une l igation 

chimiosélective tricomposante et séquentielle. La preuve de principe a été démontrée à travers le 

trio maléimide-furane-tétrazine. Malgré une cinétique globale faible, cette approche  permet de 

s’affranchir des problèmes liés aux réactions de déprotection séquentielle pour libérer les fonctions 

réactives des réactifs héterotrifonctionnels ou à l’utilisation de conditions réactionnelles différentes 

en fonction des ligations étudiées. 

En perspective, la ligation de Kondrat’eva pourrait être utilisée de façon orthogonale vis -à-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-à-vis des thiols ; Les thiols 

pourraient donc réagir dans un premier temps avec un premier maléimide, puis, suite à une 

activation micro-ondes une rétro [4+2] serait réalisée régénérant le maléimide [47] qui pourrait alors 

réagir avec un 5-éthoxyoxazole par ligation Kondrat’eva. Cette approche pourrait être utilisée pour la 

fonctionnalisation de peptides contenant des résidus cystéines ( Schéma 45). 

 

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 

l’azaphtalimide réagissait avec l’hydrazine, via une réaction d’ouverture/fermeture de cycle. De plus, 

lors de cette réaction, un effet hypsochrome en émission a été observé puisque l’on passe d’une 

fluorescence dans le vert à une fluorescence dans le bleu. Ainsi, ce traitement à l’hydrazine pourrait 

être utilisé pour des applications de déclick en chimie de matériaux [48], ou encore le motif 

azapthahlimide pourrait être utilisé comme sonde fluorescente pour la détection d’hydrazine qui est 

un polluant très toxique (Schéma 46).  

 

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

Ce chapitre est consacré aux résultats obtenus concernant la recherche de nouveaux réactifs 

énolisables (voire carbanioniques) capables de réagir avec les tétrazines dans les systèmes aqueux à 

pH physiologique. En effet, comme nous le verrons par la suite,  la plupart des partenaires recensés 

dans la littérature sont des alcènes sous contraintes de cycle.  

Les tétrazines sont des composés hétéroaromatiques comportant quatre atomes d’azotes. 

Relativement instables et parfois même explosifs, les tétrazines présentent trois isomères possibles. 

Cependant, seule la 1,2,4,5-tétrazine s’avère intéressante dans le cadre de la conjugaison, puisque 

c’est la seule connue pour réagir en iEDDA (Figure 22). 

 

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

La ligation tétrazine s’est rapidement imposée comme l’une des réactions bio-orthogonales les plus 

importantes, grâce à des cinétiques de réaction qui sont les plus élevées observées à ce jour, 

notamment avec le partenaire TCO. Les tétrazines ont fait et continuent à faire l’objet d’intenses 

études pour améliorer leur synthèse et leur stabilité tout en conservant une bonne réactivité. Toutes 

ces études ont permis le développement de nombreuses applications en chimie bio-orthogonale et 

en« drug delivery » [1] 

1. Synthèse des 1,2,4,5-tétrazines 

1.1. Synthèse de tétrazines par condensation d’hydrazines sur les 

nitriles ou équivalents 

La première synthèse de 1,2,4,5-tétrazines connue a été rapportée par Pinner en 1893. La réaction 

fait intervenir une amidrazone intermédiaire issue de la réaction entre un imidate et l’hydrazine. Un 

excès d’hydrazine conduit à la formation de la dihydrotétrazine qui sera ensuite oxydée pour  donner 

le noyau tétrazine[2] (Schéma 47). 

 

Schéma 47 : Première synthèse de tétrazine développée par Pinner en 1893. 
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Depuis le début des années 2000, les méthodes de synthèse 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 synthèse 

de tétrazines dissymétriques et a permis d’étendre la diversité structurelle de ces dernières. 

Toutefois, les rendements obtenus à l’issue de la réaction sont plutôt faibles suite à l’obtention de 

mélanges statistiques, avec notamment, la formation de tétrazines symétriques non désirées. 

L’obtention de tétrazines monosubstituées est également possible en remplaçant l’un des deux 

partenaires nitriles par du formamidine acétate. Cependant, les rendements obtenus se révèlent très 

faibles (inférieurs à 22%[3] ). 

Il a été observé que la présence d’un catalyseur permet d’améliorer les rendements.  Ainsi, Les 

réactions réalisées en présence de soufre colloïdal conduisent à des rendements compris entre 60 et 

70% pour les tétrazines disubstituées symétriques ou non (Schéma 48, conditions b))[4]. Récemment, 

le groupe de Devaraj a développé une méthodologie de synthèse reposant sur l’utilisation d’acides 

de Lewis (Schéma 48, conditions c)). Ainsi, l’utilisation de Zn(OTf) 2 ou Ni(OTf)2 a rendu possible 

l’obtention de tétrazines disubstituées symétriques ou non avec de bons rendements allant jusqu’à 

95%. De plus, cette méthode a également rendu possible la synthèse de tétrazines monosubstituées 

avec des rendements allant de 64 à 75% contre des rendements inférieurs à 20% pour la méthode au 

soufre colloïdal [5] (Schéma 48).  

 

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

1.2. Voies de synthèse alternatives de tétrazines 

Une méthode alternative a été développée en 2013 par le groupe de Wang. Elle repose sur la 

formation contrôlée de 1,2-dichlorométhylène-hydrazine. Ces dérivés sont ensuite mis en réaction 

en présence d’hydrazine sous activation thermique pour conduire à la formation de tétrazines 

disubstituées symétriques ou non avec de bons rendements allant de 52 à 75%[6] (Schéma 49). Cette 

méthode présente l’avantage d’offrir un meilleur contrôle quant à la synthèse de tétrazines 

disymétriques. Ainsi, on obtient un contrôle plus fin par rapport  aux méthodes reposant sur la 

condensation de deux dérivés nitriles pouvant générer la formation de tétrazines symétriques à 

l’issue de la réaction (cf. paragraphe précédent).   
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Schéma 49 : Voie de synthèse 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, l’avantage de cette méthode est de pouvoir insérer, une fois la tétrazine formée, 

divers substituants directement sur le noyau tétrazine par des réactions de S NAr[7] (Schéma 50). 

 

Schéma 50 : Synthèse de la thiométhyle-1,2,4,5-téatrazine. 

1.3. Synthèse de tétrazines par voie photochimique et enzymatique  

Une des limitations dans la synthèse des tétrazines, est l’oxydation de la dihydrotétrazine , qui est 

souvent réalisée par du nitrite de sodium en milieu acide. Cette étape génère donc de l’acide nitreux 

HNO2, un gaz qui se décompose a température ambiante. En 2016, le groupe de Fox a développé une 

méthode d’obtention de tétrazine in situ à partir dihydrotétrazine via un stimulus enzymatique ou 

photochimique. En effet, en présence de certaines enzymes oxydantes comme les péroxydases, i l est 

possible d’aromatiser la dihydrotétrazine en tétrazine correspondante. De même , l’utilisation de 

photosensibilisateurs tels que le bleu de méthylène ou le rose Bengale permet cette aromatisation [8] 

(Schéma 51).  

 

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

Ces différentes voies de synthèse ont permis l’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, au fil des années, de nombreuses tétrazines possédant différents substituants en positions 3 et 

6 ont vu le jour. Ces différences structurelles ont permis de moduler la réactivité et la stabilité des 

tétrazines. En effet, plus le noyau tétrazine est appauvri en électrons plus sa cinétique de réaction en 

iEDDA est grande. Néanmoins, cette augmentation de réactivité va de pair avec une diminution de 

leur stabilité. Ainsi, en fonction de l’application envisagée, il convient de choisir la tétrazine 

appropriée[3,9,10] (Figure 23). Ainsi, la tétrazine substituée par deux noyaux pyridines semble offrir le 

meilleur compromis entre la réactivité et la stabilité. En effet, cette dernière se révèle relativement 

réactive (104 M-1 s-1 avec les TCO), mais également stable puisqu’elle est couramment utilisée pour 

des applications in cellulo voire in vivo. 

 

Figure 23 : Réactivité relative estimée des tétrazines pour les réactions de type iEDDA avec le TCO, mise en regard de leur 
stabilité. 

 

Les diènophiles pouvant réagir avec les tétrazines ont également fait l’objet de nombreuses études. 

On retrouve essentiellement des alcènes sous contrainte de cycle comme les norbornènes, les 

cyclopropènes, les TCO ou encore les BCN qui sont des alcynes contraints, initialement utilisés en 

SPAAC. De plus, on retrouve des oléfines riches 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[9,11–16]. Ainsi, il en ressort que les TCO sont les partenaires de 

réaction de la tétrazine offrant les meilleurs constantes cinétiques (entre 104 M-1 s-1 et 105 M-1 s-1), 

tout en montrant également une bonne bio-orthogonalité. 

 

 

Figure 24 : Réactivité relative estimée de diénophiles pour les réactions de type iEDDA en présence de dipyridinyl -

tétrazine. Les principaux diènophiles utilisés en bioconjugaison sont représentés en bleu. 
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Par la possible modulation de sa réactivité et le choix du partenaire possible, l’iEDDA a rendu 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 l’iEDDA 

Ce qui démarque l’iEDDA des autres réactions bio-orthogonales, c’est essentiellement sa vitesse de 

réaction, comme nous l’avons mentionné plus haut. Cette réactivité unique (vitesse supérieure à 105 

M-1 s-1) a permis d’améliorer les applications développées, mais également d’en développer de 

nouvelles. Ainsi, l’iEDDA s’est rendue indispensable dans divers domaines, comme l’imagerie optique 

et nucléaire, l’étude de systèmes biologiques, et le suivi de petites molécules exogènes (ex. 

pharmacophores) dans des systèmes biologiques complexes. 

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

spécifique de protéine 

L’approche la plus utilisée à ce jour, pour suivre et imager par microscopie super-résolue les 

protéines dans les cellules vivantes, est l’incorporation de protéines fluorescentes telle que la GFP 

par exemple. Or, la grande 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 [17]. Dans ce contexte L’iEDDA permet de lier 

spécifiquement un fluorophore organique plus brillant, et de petite taille, à 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 à l’utilisation de la GFP par 

exemple[17]. 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 

Chin rapporte l’imagerie de super-résolution de filament d’actine nucléaire par STORM (de l’anglais 

« STochastic Optical Reconstruction Microscopy »). Le principe du STORM repose sur le fait que, 

l'état activé d'une molécule photosensible doit conduire à l'émission consécutive de suffisamment de 

photons pour permettre une localisation précise avant qu'el le ne sombre dans un état non 

luminescent ou ne soit désactivée par photoblanchiment. De plus, les molécules fluorescentes 

faiblement activées doivent être séparées d'une distance supérieure à la limite de diffraction d'Abbe 

(supérieure à environ 250 nanomètres) pour permettre l'enregistrement en parallèle de  nombreux 

émetteurs individuels. Pour ce faire, la production de protéines du cytosquelette a été réalisée avec 

un ncAA portant un TCO ou un BCN. Les images obtenues par STORM ont été comparées aux images 

obtenues par imagerie de fluorescence à champ large [18], 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 à champ large (gauche) et microscopie super-

résolue (droite) réalisées à la même échelle (2 m) (figure extraite de l’article[18]). B) Structure des ncAA TCO et BCN. C) 
Structure de la tétrazine portant un fluorophore (silico rhodamine) utilisée. 

 

3.2. L’iEDDA pour l’étude de processus dynamiques rapides dans les 

cellules vivantes 

Au VIe siècles Sun Tzu a dit : « La rapidité est l'essence même de la guerre. »[19]. Cela se révèle 

également vrai pour l’étude de systèmes dynamiques rapides au sein de cellules vivantes. En effet, 

pour pouvoir observer de tels processus, il faut une ligation bio-orthogonale qui soit très rapide par 

rapport aux processus biologiques. C’est le cas de la réaction iEDDA TCO/tétrazine utilisée 

notamment par l’équipe de Hang en 2016, afin de suivre pour la première fois, le trafic dynamique 

d'IFITM3 dans des cellules de mammifères vivants. L’IFITM3 est une petite protéine membranaire 

associée aux vésicules qui est impliquée dans l’inhibition de l’entrée de virus dans la cellule hôte, tel 

que le virus de la grippe et de nombreux autres virus pathogènes. Cette protéine a été modifiée avec 

un ncAA comportant un TCO. De plus, de nombreux conjugués tétrazine-fluorophore ont été testés 

afin d’obtenir les meilleures propriétés possibles en termes de pénétration de membrane cellulaire, 

de distribution et rétention intracellulaire, autant de paramètres qui se révèlent importants pour 

optimiser le marquage [20] (Figure 26). 

 

Figure 26 : ncAAs A) et conjugués tétrazine-fluorophore B) utilisés par l’équipe de Hang en 2016[20]. 
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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 révèle être 

particulièrement important. En effet, cela permet de mettre en évi dence les interactions entre la 

molécule à marquer avec sa 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[21], dans 

le cas de candidats à un potentiel médicament. 

A l’image de ce qui a été réalisé précédemment avec des sondes clickables fondées sur la réaction 

CuAAC ou SPAAC[22], en 2016, l’équipe de Bantscheff a développé des études d’identification de 

cibles, de localisation cellulaire, ou encore du taux d’occupation de cibles en utilisant l’iEDDA (Figure 

27)[23]. 

 

Figure 27 : Principe de la localisation de composés actifs, identification de cibles biologiques et de mesure de l’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 l’article[23]). 

Ces tests ont été réalisés avec de l’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 l’ovaire [24]. Les meilleurs 

résultats ont été obtenus avec l’IEDDA réalisé avec l’Olaparid-TCO (comparativement à la SPAAC et 

CuAAC) pour les études d’identification de la cible et de visualisation du composé (Figure 28). 
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Figure 28: Structure de l’Olaparid et des Olaparid modifiés avec des fonctions bio-orthogonales (TCO, BCN, alcyne et 
azoture) utilisés par l’équipe de Bantscheff. 

 

Ainsi par des tests protéomiques, l’affinité des médicaments (Olaparid) modifiés avec le reporter a pu 

être évaluée par compétition avec le médicament non modifié, via une analyse par spectrométrie de 

masse (Figure 27 (1)). De plus, l’utilisation d’une tétrazine portant un fluorophore a rendu possible la 

localisation de la molécule bioactive à l'intérieur des noyaux cellulaires par microscopie confocale 

(Figure 27 (2)). Enfin, le taux d’occupation de la cible (pEC50 qui est le logarithme négatif de la 

concentration efficace médiane (EC50)) a pu être obtenu en mesurant la diminution du signal de 

fluorescence après addition du médicament non modifié. Ainsi, un pEC50 de 8,8 a été mesuré avec 

l’Olaraprid-TCO, contre 9,2 pour l’Olaparid non modifié (Figure 27 (3)) ce qui montre que la 

modificaton de l’Olaparid avec un reporter ne génère pas une gêne importante quant aux capacités 

d’inhibition du composé. 

Une approche similaire à celle présentée dans la figure 27 (2) a été utilisée par le groupe de 

Weissleder afin d’imager par fluorescence l’aurora Kinase A, en utilisant l’inhibiteur MLN8054 

conjugué au TCO. L’introduction dans un deuxième temps d’une tétrazine couplée à un fluorophore a 

permis d’imager la localisation de ces kinases[25]. 
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3.4. L’iEDDA pour le marquage par radioactivité 

 

L’imagerie nucléaire est une technique de visualisation reposant sur l’utilisation d’isotopes 

radioactifs comme agent de contraste. Elle se divise en deux catégories. L’imagerie TEMP 

(Tomographie par émission monophotonique) dont l’isotope majoritairement utilisé pour l’imagerie 

médicale est le Technétium-99 métastable (99mTc), et la TEP (Tomographie par émission de positron) 

avec son représentant le plus célèbre le fluor-18 (18F). Ces radiotraceurs présentent l’avantage d’être 

très sensibles et permettent des détections à de très faibles concentrations de radiotraceurs, de 

l’ordre de 10-10 à 10-12 M[26,27]. 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. Pour le 99mTc, ce temps est de 6,01 heures, tandis que pour le 18F, elle n’est seulement 

que de 109 min. 

Pour que cette technique soit compatible en conjugaison, il faut que la réaction soit très rapide 

comparativement au temps de demi-vie des radioéléments. Ainsi, depuis une dizaine d’années, la 

chimie de conjugaison associée à des isotopes radioactifs est en pleine expansion [28–30]. Les premiers 

tests ont été réalisés avec CuAAC[31,32] puis avec la SpAAC[33–35]. 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 CuAAC et entre 15 et 30 min 

pour la SPAAC). Afin de pallier ces problèmes, le groupe de Fox rapporte pour la première fois en 

2010, la possibilité de faire un marquage radioactif entre une tétrazine et un TCO marqué avec du 
18F. La réaction a été réalisée sur des partenaires de réactions non bioconjugués, à une concentration 

de l’ordre du micromolaire avec un RCY de 98% en moins de dix secondes, en condition aqueuse et à 

température ambiante (Schéma 52). Ces excellents résultats font de l’iEDDA, une réaction de choix 

pour le marquage bio-orthogonal radioactif[36]. 

 

Schéma 52 : Premier exemple d’iEDDA avec un reporter radioactif développé par Fox en 2010
[36]

. 

L’utilisation de l’iEDDA associée à l’imagerie nucléaire a, depuis ces travaux pionniers de Fox, permis 

la modification d’anticorps[37–41] ou de peptides en SPPS[42], qui ont rendu possible l’imagerie de 

tumeurs[43], de sites de remodelage osseux actifs[44] ou encore l’observation du système digestif [45] in 

vivo chez le petit animal. 

 

 

 



Chapitre 2 : Etude de la réactivité des tétrazines vis -à-vis de composés énolisables  : 

application à la ligation chimiosélective    

 
104 

 

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 contrôlée nécessitent que la réaction soit biocompatible, 

rapide, ne nécessitant pas de catalyseur [46]. Cela fait donc de l’iEDDA la réaction idéale pour ce type 

de réactions. 

Ainsi, en 2013, le groupe de Robillard a montré pour la première fois que l’iEDDA peut être utilisée 

pour de la libération contrôlée « ultra-rapide » (58 M-1 s-1) d’une molécule portant une amine ou une 

aniline. En effet, il montre que les TCO substitués par un groupement carbonate en position allylique, 

subissent une élimination lors de la réaction avec une tétrazine, selon le mécanisme présenté dans le 

Schéma 53[47]. 

 

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

Cette découverte a permis en 2016 au même groupe de réaliser la libération d’un anticancéreux (la 

doxorubicine) près 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 deuxième temps 

d’une tétrazine a permis d’initier in vivo la libération du médicament au niveau des cellules 

cancéreuses. L’efficacité de la libération du médicament et la rétention de la doxorubicine aux seins 

des tumeurs a été validée par RP-HPLC à détection de fluorescence [48]. 

Par la suite en 2016, le groupe de Chen a réalisé une étude structure-réactivité sur le motif tétrazine, 

afin d’accélérer les réactions de libération avec les TCO substitués en position . Pour ce faire, un 

TCO fluorogénique a été préparé, dont le retour de fluorescence en présence de différentes 

tétrazines a permis de déterminer leur vitesse de relargage. A la suite de l’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 électro attracteur permet 

d’accélérer l’iEDDA, tandis que le groupement électrodonneur permet d’accélérer la réaction 

d’élimination[49] (Schéma 54).  
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Schéma 54 : Optimisation du partenaire tétrazine pour les réactions de libération contrôlée avec les TCO 

Bien que les réactions entre les tétrazines et les éthers de vinyle soient connues depuis longtemps[50], 

leurs premières utilisations pour des applications de libération contrôlée 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 

fluorescence est déclenchée par réaction entre la tétrazine et une fonction éther de vinyle, libérant 

une cyanine 7.0 émettant dans le proche infra-rouge (Schéma 55). Cette réaction, dont l’exaltation 

de fluorescence est de 70, a permis la détection d’ARNm in cellulo[51]. Ainsi, deux brins d’ARN 

complémentaires à la séquence cible ont été synthétisés respectivement avec une tétrazine et le 

conjugué éther de vinyl-cyanine. Ensuite, en présence de la séquence cible, un appariement des brins 

a lieu, ce qui rapproche spatialement les partenaires et amorce la réaction. 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 à 37 °C au lieu de 65 °C.  

 

Schéma 55 : Libération contrôlée d’un fluorophore développée par le groupe de Devaraj en 2016 [51]. 

En 2016 le groupe de Bradley a associé la libération contrôlée d’un anticancéreux par la réaction 

tétrazine-éther de vinyle associée à un bras auto-immolable de type para-hydroxybenzyle phénol. Ce 

bras auto-immolable est accroché à un copolymère comportant une partie PEG qui augmente la 

pénétration cellulaire du composé. Ensuite, en présence de tétrazine, l’auto-immolation est activée, 

ce qui permet la libération d’une molécule de doxorubucine in cellulo (Schéma 56). Cette stratégie a 

permis d’observer un taux de mortalité cellulaire de 80% en 48 heures pour le polymère (1 M), sur 

la lignée observée [52], contre 93% pour la doxorubicine seule (5 M). 
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Schéma 56 : Réaction d’auto-immolation déclenchée par le motif tétrazine, développée par le groupe de Bradley en 
2016[52]. 

Enfin en 2017, le groupe de Bernades a décrit la libération contrôlée in cellulo d’un médicament 

modifié par un éther de vinyle. En effet, après réaction avec la tétrazine, le pro-médicament subit 

une réaction de spyrocyclisation de Winstein afin de générer la molécule bioactive (N -Ac-CBI) 

souhaitée[53] (Schéma 57). 

 

Schéma 57 : Stratégie de libération de molécule biologiquement active in situ développée par le groupe de Bernardes en 

2017[53]. 

 

3.6. L’iEDDA pour le développement de ligation fluorogénique  

Le motif tétrazine est un chromophore qui possède une bande d’absorption caractéristique à environ 

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[54]. En effet, la tétrazine à la capacité de dissiper l’énergie transférée par le fluorophore par 

des relaxations non radiatives probablement via une transition de type -*[55] (tandis que les 

tétrazines présentant des propiétés de fluorescence passent par une transition n-*). Cette approche 

est très utilisée pour l’imagerie optique et le marquage d’analytes biologiques. En effet, lorsque la 

tétrazine, liée au fluorophore, réagit avec un alcène contraint, la bande d’absorption à 520 nm 

disparait, ce qui conduit à un retour de l’émission de fluorescence du fluorophore (Schéma 58). 
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Schéma 58 : Principe de la réaction profluorescente basée sur la réaction tétrazine-alcène 

Lorsque la longueur d’onde d’émission du fluorophore partenaire s’éloigne de la zone de la longueur 

d’onde d’absorption de la tétrazine, on observe une diminution de l’efficacité du FRET, jusqu’à 

n’obtenir aucune atténuation de la fluorescence, notamment pour les fluorophores émettant dans le 

NIR comme le VT680 par exemple [56,57] ( Figure 29), dont l’exaltation de fluorescence  après réaction 

avec le TCO n’est que de 1. 

 

Figure 29 : Différentes tétrazines fluorogéniques de type FRET. 

Ces sondes fluorogéniques comportent principalement deux limitations. Premièrement, la longueur 

d’onde d’émission du fluorophore choisie doit être 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 

absorbent les longueurs d’ondes inférieurs à 650 nm (voir page 41). Deuxièmement, les exaltations 

de fluorescence de ces sondes avant et après la réaction de ligation se révèlent relativement faibles, 

ce qui est lié au coefficient d’absorption molaire modeste de la tétrazine (entre 400 et 2000 M-1cm-

1)[55], et au mécanisme de désexcitation non radiatif par transition -*. Le transfert d’énergie du 

fluorophore à la tétrazine est donc non optimal. Afin de contourner ces limites, Devaraj [58] et 

Weissleder[59] 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 part de réduire drastiquement l’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 à 520 nm. Ainsi, il est possible d’utiliser des fluorophores possédant 

d’excellentes propriétés photophysiques mais possédant également une émission qui se situe dans le 

proche infra-rouge, tels que des BODIPY[60], des rhodamines[61], des silico-rhodamines[62] ou encore 

des cyanines[63]. Différentes sondes de type TBET possédant de très bonnes exaltations de 

fluorescence sont référencées dans la Figure 30 et classées par longueur d’onde d’émission 

croissante[64,65].
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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 [63,66], pour la détection spécifique de séquences 

d’ADN et D’ARNm dans les systèmes vivants[67], ou encore pour le marquage de protéines [68]. 

L’iEDDA utilisant des tétrazines, a permis le développement de nombreuses applications jusqu’alors 

difficiles voire impossibles à réaliser. Toutefois, ce type de réaction est limité à l’utilisation conjointe 

d’alcènes contraints. Bien que largement représentés, ils possèdent des limitations comme le fait  que 

ce soient des composés carbonés peu solubles en milieu aqueux, ou encore le fait de générer un 

mélange d’isomères difficilement séparables, même 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’é largir l’utilisation des 

tétrazines à de nouvelles applications[42]. Ce chapitre est dédié à nos efforts en ce sens. 

 

II.  Résultats et discussions 

1. Recherche de nouveaux partenaires réactionnels de tétrazines  

 

1.1. Présentation de la stratégie mise en œuvre  

Lors de l’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 possède des propriétés photophysiques assez modestes (faible exaltation de fluorescence (x5), 

hydrosolubilité modeste, nombreuses étapes de synthèse requises). La synthèse d’une sonde plus 

performante a donc été entreprise, basée sur l’utilisation de la fluorescéine isothiocyanate (FITC) 

connue pour réagir facilement avec les amines. De plus, la fluorescéine possède de bonnes 

propriétés photophysiques, une bonne stabilité vis-à-vis du photoblanchiment, et est relativement 

hydrosoluble (300 mg/L à 20 °C, source : société Laurylab) (Schéma 59). 
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 62 66 

abs (nm) 418 490 
em (nm) 520 520 

QE et (e) avec le norbornène 78% (x5) 86% (x8) 
 f (fluorophore seul) (PBS 7,4) 0,18 0,85 
Nombre d’étapes de synthèse 11 4 
Nombre de purifications RP-

HPLC 
2 1 

Concentration d’utilisation 5 mM (minimum) 2,5 mM (jusqu’à 10 M) 
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 à 520 nm) . 

Partant de l’observation que les diènophiles enrichis en électrons avaient été décrits comme de bons 

partenaires pour la réaction iEDDA avec la tétrazine, nous avons criblé une chimiothèque de 

composés facilement énolisables dans des conditions aqueuses à pH physiologique, avec cette son de 

optimisée, par criblage par fluorescence (réalisé au lecteur de plaques). Ce criblage nous a conduits à 

identifier la pyrazolone comme partenaire potentiel de la tétrazine (Schéma 60), mais suivant un 

mécanisme inédit et totalement différent de l’iEDDA que nous n’avions pas anticipé. En effet, la 

réaction conduit à une double addition de pyrazolone sur chacun des deux carbones de la tétrazine, 

et à l’élimination d’une molécule de diazote et d’hydrazine , via une addition de Michael de la 

pyrazolone 68 sur la tétrazine 67. 

 

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

A la suite de ces résultats, une étude de relation structure-réactivité a été réalisée afin d’identifier les 

sites fonctionnalisables de la pyrazolone en vue 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 (la tétrazine), nous a permis d’optimiser le marquage d’une protéine (le lysozyme humain) 

dont la fonctionnalisation est réputée difficile (Schéma 61)[69-70]. En effet, il a été montré que le 

lysozyme ne présente qu’un résidu lysine (K33) réactif à pH physiologique. De plus, elle ne possède 

aucun résidu cystéine libre. 



Chapitre 2 : Etude de la réactivité des tétrazines vis -à-vis de composés énolisables  : 

application à la ligation chimiosélective    

 
111 

 

 

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

Les différents résultats obtenus font l’objet d’un article qui vient d’être soumis à 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 SI.  
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Screening of potential carbanions/enolizable species in PBS 7.4 by 

fluorescence spectroscopy 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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 λex 470 nm and λem 520 nm. 
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En plus des résultats présents dans l’article, une palette plus large de réactifs, pas uniquement 

limitée aux dérivés énolisables, a été également testée en tant que partenaire possible de  la 

tétrazine. En effet, à la suite de l’étude réalisée en 2016 par le groupe de Bonger montrant la forte 

réactivité des acides vinyl-boroniques avec les tétrazines[16], quelques dérivés comportant un tel 

acide boronique ont été testés. Malgré cela, aucuns de ces dérivés ne s’est révélés réactifs vis-à-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 révèle pas aussi réactif (Figure 31). 

Le composé le plus réactif obtenu lors de la totalité de cette étude reste la sulfo pyrazolone 72.  

 

Figure 31 : A) Retour de fluorescence de la sonde 66 (2,5 mM)  observé en présence de différents analytes (4 éq.) après 2 

min (gris clair) et 60 min (gris foncé), dans le tampon PBS 7,4 à 25 °C. ex = 470 nm et em = 520 nm. B) Spectre 
d’absorption de la sonde 66 dans le tampon PBS 7,4 à 25 °C. 

Après avoir déterminé le composé le plus réactif, un criblage de différentes tétrazines a été réalisé 

avec la sulfo pyrazolone 72. Le fluorimètre du laboratoire étant en maintenance lors de la réalisation 

de cette expérience, la disparition de la bande d’absorption à 520 nm caractéristique du noyau 

tétrazine a été suivie au cours du temps à l’aide d’un spectrophotomètre UV-Vis (Figure 32). 

 

Figure 32 : Valeur absolue de la différence d’absorbance observée à 520 nm avec différentes tétrazines (500 M) 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 à 25 °C. 

De cette étude, il résulte que la tétrazine mono-substituée 59 est significativement plus réactive que 

les autres tétrazines vis-à-vis de la pyrazolone. En théorie, il serait donc possible de faire réagir 

sélectivement la tétrazine monosubstituée 59 avec la pyrazolone en présence d’une des trois autres 



Chapitre 2 : Etude de la réactivité des tétrazines vis-à-vis de composés énolisables  : 

application à la ligation chimiosélective    

 
122 

 

tétrazines 78, 52 ou 79, puis d’utiliser une des autres tétrazines dans le cadre d’une ligation de type 

iEDDA. Afin de vérifier cette sélectivité, la synthèse 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 norbornène, respectivement (Schéma 62). 

 

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

Pour ce faire, la synthèse d’un peptide modèle, substrat de l’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 à 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 modèle réalisée à partir de la tétrazine méthylé 78 (0,05M) et la pyrazolone phényle (5 éq.) 

dans le tampon PBS à température ambiante, aucune réaction n’avait été observée après  douze 

heures (Schéma 63). 

Schéma 63 : Synthèse 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 

avec deux 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 l’a montré le résultat du criblage de pyrazolones précédent, la O-alkylation[71] de la fonction 

hydroxyle du 5-hydroxypyrazole (en équilibre avec la pyrazolone) inhibe toute s réactions avec la 

tétrazine. Compte tenu du mécanisme d’addition proposé, de la pyrazolone sur la tétrazine, 

l’absence de l’équilibre cétoénolique serait responsable de la perte de réactivité observée. Aussi, ce 

résultat pourrait être mis à 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, incapable de réagir avec la tétrazine profluorescente. La formation de la pyrazolone 

pourrait être alors déclenchée in situ via un stimulus d’origine biologique par exemple, libérant 

l’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 à l’image des sondes fluorogéniques des cystéines et 

homocystéines décrites par Zhang en 2015. Ces dernières reposent sur un mécanisme séquentiel 

d’addition de thio-Michael sur une acroléine, suivie d’une  aminolyse intramoléculaire de l’ester, 

libérant le fluorophore [72] (Schéma 64 A). Ainsi, une réaction d’acylation de la pyrazolone avec le 

chlorure d’acryloyle a été réalisée en vue de détecter sélectivement les cystéines et homocystéines. 

Cette « propyrazolone » a été obtenue avec un rendement de 73% (Schéma 64 B). 

 

Schéma 64 : A) Sonde profluorescente pour la détection de cystéine et d’homocystéine développée par Zhang en 2015[72]. 

B) Synthèse 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 à 

l’addition de cystéine dans le milieu; alors que dans la réaction de contrôle réalisée sans la 

propyrazolone 87, le retour de fluorescence est beaucoup plus faible. Cette dernière proviendrait , 

vraisemblablement, de la thiolyse de la tétrazine par la cystéine. Ce résultat montre toutefois la 

viabilité de notre approche (Schéma 65).  

  

Schéma 65 : Preuve de principe de détection de cystéine par utilisation d’un système propyrazolone/tétrazine. Sonde 66 

(2,5 mM) plus « propyrazolone » 87 (4 éq.) et cystéine (4 éq.), dans le tampon PBS 7,4 à  25 °C. ex = 470 nm et em = 520 
nm. 

Cette preuve de principe nous permet effectivement de démontrer la potentielle utilisation de ce 

principe de propyrazolone. Cependant, cette étude doit être complétée par une réaction entre la 

propyrazolone 87 seule et la tétrazine fluorogénique 66 afin d’évaluer l’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 pyrazol one par 

rapport à la réaction d’addition de Michael – aminolyse intramoléculaire. Cependant, la réaction 

compétitive d’addition de la cystéine sur la tétrazine ne permet pas d’envisager l’utilisation de cette 

sonde sans avoir trouvé un moyen de limiter cette réaction parasite.  
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1.3.3. Autres « propyrazolones » synthétisées 

Suite à ce résultat encourageant, l’acétyle-pyrazolone 88 a été synthétisée afin de déclencher la 

formation de la pyrazolone par des estérases [73]. Néanmoins, l’acétyle-pyrazolone 88 se révèle 

instable et s’hydrolyse spontanément en mileu aqueux. Ainsi, l’incorporation d’un phénol acétylé 

plus résistant à l’hydrolyse, a été réalisée par un bras auto-immolable via réaction de Mitsunobu 

conduisant à la propyrazolone 90. Cette dernière s’est révélée être effectivement stable en milieu 

aqueux. Enfin, l’utilisation d‘une réaction de Mitsunobu a également permis la synthèse de la pro-

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

 

Schéma 66 : Synthèse des « propyrazolones » 

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 être observé. Cela serait dû à un phénomène de dilution. En effet, les tests de 

criblage ou de détection de cystéine ont été réalisés à une concentration en sonde  66 de 2,5 mM et 

avec quatre équivalents de propyrazolones et d’analytes. Les tests enzymatiques sont réalisés , quant 

à eux, à des concentrations beaucoup plus basses en sonde 66 (10 M) et quatre équivalents de 

propyrazolones. A ces concentrations, la réaction de ligation est sans doute trop lente dans la gamme 

de temps observée, fait qui est confirmé par le faite qu’à une concentration de 10 M il est 

nécessaire d’ajouter 100 équivalents de pyrazolone pour conduire à un retour de fluorescence 

(Figure 33).  
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Figure 33 : Cinétique de réaction entre la sonde fluorogénique 66  et l’édaravone 68 (noir) ou le norbornène (gris) dans le 
tampon PBS 7,4 à 25 °C à différentes concentrations (ex = 490 nm et em = 520 nm.). A) sonde 66 (2,5 mM) plus 4 

équivalents d’ l’édaravone ou le norbornène (fentes à 5 nm). B) sonde 66 (10 M) plus 100 équivalents d’ l’édaravone ou 

le norbornène (fentes à 10 nm). 

Note : Au cours de travaux sur la réactivité des pyrazolones sur la tétrazine, la 4-bromo-pyrazolone  a 

été synthétisée par bromation de l’édaravone en présence de dibrome dans l’acide acétique à - 10 

°C[74]. Bien que cette pyrazolone ce soit révélée non réactive vis-à-vis des tétrazines, elle s’est 

montrée réactive vis-à-vis des cystéines, puisqu’elle permet leur oxydation en cystine.  

 

Schéma 67 : Formation de pont disulfure 93 à partir de la 4-bromo-pyrazolone  

Les connaissances acquises sur les pyrazolones au cours de ces travaux ont été extrêmement 

précieuses pour l’étude de la réactivité des pyrazolones vis-à-vis des accepteurs de Michael, ainsi que 

dans la conception d’une sonde profluorescente pour la détection de biothiols. L’ensemble de ces 

travaux fait l’objet du chapitre suivant. 

 

2. Conclusion 

La synthèse d’une tétrazine fluorogénique performante basée sur la fluorescéine a permis de réaliser 

le criblage d’une famille de molécules énolisables à pH physiologique susceptible de réagir avec la 

tétrazine. De cette étude, il en est ressorti un partenaire en particulier, il s’agit de l’édaravone qui est 

un composé faisant partie de la famille des pyrazolones, qui réagit suivant un processus de 

quadruples additions nucléophiles sur le système tétrazine. Suite à cette découverte, un deuxième 

criblage plus fin a mis en lumière 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 la pyrazolone réaliserait 

une première addition de Michael sur la tétrazine, puis trois autres équivalents de pyrazolones 

réagiraient à leur tour, afin d’incorporer deux pyrazolones identiques en lieu et place de la tétrazine 

de départ. Cette réaction se révèle intéressante puisqu’elle est chimiosélective et le produit  de 

ligation se révèle facilement isolable. De plus, cette réaction ne conduit pas à la formation d’un 

mélange d’isomères. 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 dont la transformation 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 à nitroréductase et estérase n’ont pas conduit à un déclenchement de fluorescence  

significatif, vraisemblablement suite à une cinétique de ligation trop lente dans les conditions de 

dilutions imposées par les enzymes.  
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I. Etat de l’art 

Dans le chapitre précédent, la tétrazine réagissait vraisemblablement comme un accepteur de 

Michael avec la pyrazolone. Ce chapitre est donc consacré à l’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 cinq 

atomes comportant une fonction carbonyle ainsi que deux atomes d’azotes adjacents (Figure 34). Le 

terme de pyrazolone a été donné à ces hétérocycles par Knorr en 1883[1].  

 

Figure 34 : Structure générale et numérotation des pyrazolones 

Cette même année, un dérivé de pyrazolone nommé Antipyrine ou Phénazone a été synthétisé par 

Knorr et, pour la première fois rapporté, pour une utilisation clinique pour ses propriétés 

analgésique, antipyrétique et anti-inflammatoire[2]. Depuis lors, les pyrazolones ont été largement 

utilisées pour leurs propriétés bioactives [3]. En modulant leur structure chimique, il est possible 

d’obtenir des molécules ayant un large spectre d’activités biologiques. On retrouve ainsi une activité 

analgésique[4], antituberculeuse [5], antibactérienne[6], anti-tumorales[7], anti-cancéreuse[8], anti-

ischémique[9], ou encore inhibitrice de VIH-intégrase[10]. Quelques-unes de ces pyrazolones à 

propriétés pharmacologiques sont représentées dans la Figure 35. 

 

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 synthèse ou bien dans la compréhension de leur réactivité.  
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1. Synthèse des pyrazolones 

La synthèse des pyrazolones est restée inchangée depuis sa premi ère obtention. En effet, leur 

obtention repose sur la condensation d’un dérivé d’hydrazine sur un dérivé de -cétoester[11]. Cette 

réaction se réalise, la plupart du temps, sous activation thermique, mais les conditions peuvent être 

modulées en fonction des substituants présents sur les différents partenaires. L’incorporation de 

différents substituants sur l’hydrazine ou le -cétoester a permis d’obtenir, au fil des années, un très 

grand nombre de pyrazolones substituées en position 1, 3 et/ou 4 (Schéma 68). 

 

Schéma 68 : Voie de synthèse générale des pyrazolones 

En 2015, le groupe de Raju rapporte la synthèse de pyrazolones par une catalyse au bismuth. Cette 

méthode a permis l’obtention de deux dérivés comportant un chlore méthylènique en position 5 

avec des rendements de 52 et 62%. Cette approche a également rendu possible la synthèse de 

quinze composés comportants une fonction éther toujours en position 5 avec des rendements 

compris entre 35 et 58%. Ces deux approches utilisent les mêmes conditions expérimentales à 

l’exception du solvant. La réaction réalisée dans un alcool permet d’obtenir la pyrazolone portant la 

fonction éther qui est issue d’une réaction de substitution nucléophile entre le solvant et le composé 

chloré. En revanche, lorsque la réaction est réalisée dans le THF, la fonction chlorure est préservée 
[12] (Schéma 69). 

 

Schéma 69 : Synthèse de pyrazolones catalysée au bismuth développée par le groupe de Ma en 2015 [12] 

En 2017, le groupe Xi décrit la formation de pyrazolones bicycliques «  one-pot ». Cette synthèse se 

réalise entre diverses hydrazines et des dérivés de -cétoester fonctionnalisés par un atome d’iode. 

La réaction est réalisée dans le dioxane en présence d’acide acétique et d’acétate de sodium, à une 

température de 10 °C, pendant 12 heures. Suite à la première étape de condensation de l’hydrazine 

sur la cétone, l’atome l’azote de l’hydrazone nouvellement formée réalise une substitution 

nucléophile intramoléculaire sur l’iode permettant la formation du bicycle (Schéma 70). Cette 

méthodologie a permis la synthèse d’une chimiothèque de 48 composés obtenus avec des 

rendements allant de 17 à 93%[13]. 
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Schéma 70 : Méthodologie de synthèse de pyrazolones bicycliques développée par le groupe de XI en 2017 [13]. 

Suite à leur synthèse, la réactivité des pyrazolones a été étudiée afin d’illustrer leur utilisation en 

synthèse organique. 

 

2. Réactivité des pyrazolones 

La C-nucléophilie des pyrazolones vient du fait qu’elles présentent un équilibre céto -énolique dont le 

pKa a été mesuré égal à 7,0 pour l’édaravone[14,15] (Schéma 71). 

 

Schéma 71 : Equilibre céto-énolique de l’édaravone[14] 

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

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

Michael. 

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

En effet, les pyrazolones ont la capacité de s’additionner spontanément sur les sels de diazonium 

aromatiques à basse température (0-5 °C). Le produit ainsi formé se présente sous deux formes, la 

forme hydrazone et la forme diazo. [16] (Schéma 72). 

 

Schéma 72 : Synthèse et tautomérie des diazo-pyrazolones 

Cette méthode a notamment été utilisée dans la synthèse de pigments, pour lesquels l’influence du 

groupement R3 sur leurs propriétés optiques a été étudiée [17,18]. En 2002, le groupe de Jens rapporte 

une méthode de synthèse de ces pigments dite « propre » car la synthèse ne produit pas de déchets 
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(la réaction se fait sans solvant), par couplage en phase solide entre le sel de diazonium et le dérivé 

de pyrazolone[19]. Ces composés ne sont pas seulement utilisés pour leur qualité de pigment mais 

aussi pour leurs propriétés biologiques. Ils ont notamment un rôle de mime de l’activité de la 

thrombopoietin dans les cellules[20] ou encore des propriétés anti-cancéreuses[21]. 

 

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

Les pyrazolones ont également la capacité de réagir sur d’autres espèces é lectrophiles. C’est le cas 

des aldéhydes. En effet, par le biais d’une activation thermique, les pyrazolones sont capables de 

réagir avec ces dernières via une réaction de Knoevenagel. Ainsi en 1983, l’équipe de Tomasik décrit 

la réaction entre le 2-aminobenzaldéhyde et la 1,3-diméthylpyrazolone, sous activation thermique à 

150 °C, sans solvant[22] (Schéma 73). 

 

Schéma 73 : Réaction de Knoevenagel avec un aldéhyde aromatique décrite par Tomasik en 1983 [22]. 

La réaction de Knoevenagel entre les pyrazolones et les aldéhydes aromatiques a été utilisée par la 

suite dans la conception de pigments[23] ou d’inhibiteurs de protéases[24]. 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 l’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 méthode a permis d’obtenir une série de dix composés présentants des propriétés 

antimicrobiennes et anti-inflammatoires, avec des rendements identiques à ceux obtenus en 

condition thermique (77-84%)[25] (Schéma 74 A). En 2013, l’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 79 à 84%[26] (Schéma 74 B). Aucune information n’est donnée quant à la stéréochimie 

du groupement R3 (qui est en fait contrôlée par la réaction de Knoevenagel car la DA est 

stéréospécifique). 
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Schéma 74 : Condensation de Knoevenagel assistée par irradiation micro-ondes développée par le groupe de Saraf en 

2012[25] (A), et le groupe de Navale en 2013[26] (B). 

 

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

En 1998, lors d’une étude portant sur la réactivité des pyrazo lones en phase solide, le groupe de 

Meng rapporte que le composé issu de la condensation de Knoevenagel entre une pyrazolone et un 

aldéhyde aromatique forme un accepteur de Michael, qui peut réagir avec un second équivalent de 

pyrazolone, lorsque cette dernière est présente en excès (3 éq.). Cette étude a permis l’obtention en 

phase solide, sans solvant, à température ambiante pendant 20 à 40 minutes, de onze composés 

avec des rendements compris entre 43 et 78%. Tandis que les mêmes réactions réalisées en solution 

dans le chloroforme à température ambiante pendant 48 heures, n’ont conduit qu’à la formation de 

cinq produits (sur les onze réactions testées) avec des rendements plus faibles allant de 25 à 45%[27] 

(Schéma 75).  

 

Schéma 75 : Réaction des pyrazolones en phase solide développée par le groupe de Meng en 1998 [27]. 

 

Par la suite, des études ont été réalisées afin d’améliorer les 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 système aqueux à 80 °C pendant 30 à 90 minutes, permet 

d’obtenir une série de onze composés avec des rendements compris entre 58 et 94% [28]. Par la suite, 

en 2015, l’équipe d’Elinson montre que la même réaction peut être conduite sans catalyseur. En 

effet, seule une activation thermique suffit, puisque la réaction réalisée à 78 °C dans l’éthanol 

conduit à la préparation d’une librairie de neuf composés obtenus avec d’excellents rendements  

compris entre 93 et 99%[29]. 
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La réactivité des pyrazolones a été étendue à d’autres accepteurs de Michael. On retrouve ainsi, en 

2016, une méthodologie d’addition de pyrazolones sur des (2-nitrovinyl) benzènes pro-chiraux. Cette 

réaction, conduite dans le dichlorométhane à température ambiante, permet, en présence d’un 

organo-catalyseur chiral de type squaramide et d’une base, d’obtenir une chimiothèque de 18 

composés avec des rendements de 36 à 88% et des excès énantiomériques compris entre 86 et 

97%[30] (Schéma 76).  

 

Schéma 76 : Réaction de Michael organocatalysée développée par Shen en 2016[30]. 

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, à l’issue de la première réaction d’addition de Michael, le groupement hydroxyle du pyrazol-5-

ol (en équilibre avec la pyrazol-5-one), s’additionne sur l’aldéhyde afin de former le composé 

bicyclique correspondant. Cette réaction se déroule dans le DCE à 0 °C en présence d’une quantité 

catalytique d’acide benzoïque. L’utilisation d’un catalyseur organique chiral a permis l’obtention 

d’une série de 14 composés avec des rendements allant de 71 à 91% et des excès énantiomériques 

allant de 74 à 99%[31] (Schéma 77 A). En 2017, la même stratégie a été utilisée par l’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 à température ambiante avec du 

NaHCO3 et en présence d’une quantité catalytique de DBU. Cette méthodologie de synthèse a permis 

la synthèse de 22 composés racémiques avec des rendements allant de 62 à 97% [32] (Schéma 77 B). 

 

Schéma 77 : Réactions cascades d’addition de Michael/cyclisation intramoléculaire développées en 2015 par Wang [31] et 
2017 par Qin[32]. 
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3. Utilisation des pyrazolones en bioconjugaison 

La grande réactivité des pyrazolones a conduit les chimistes à s’intéresser à cet hétérocycle pour une 

utilisation en bioconjugaison. En effet, comme nous l’avons mentionné  précédemment, le pKa de la 

pyrazolone est d’environ 7,0, ce qui signifie , qu’à pH physiologique, cette dernière est déprotonée et 

présente donc un caractère nucléophile. 

La première 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, après digestion enzymatique de cet oligosaccharide par la 4-

glycanohydrolase, le dérivé de pyrazolone appelé MPMP (1-(4-methoxy) phenyl-3-methyl-5-

pyrazolone) peut réagir sur la position C-1’ terminale de chaque fragment de type polysaccharidique 

et ainsi, permettre leur identification par HPLC, couplée à la spectrométrie de masse. Il est important 

de noter qu’ici, la pyrazolone ne réagit, a priori, pas spontanément sur les carbohydrates puisqu’une 

activation thermique (70 °C) en milieu basique est nécessaire pour réaliser la réacti on de 

dérivatisation[33] (Schéma 78). 

 

Schéma 78 : Dérivatisation de carbohydrates par la MPMP utilisée pour leur analyse par HPLC[33]. 

En 2015 le groupe de Rabuka a développé la première ligation entre une pyrazolone et un aldéhyde 

dans des conditions douces. Cette approche, reposant sur l’utilisation d’une pyrazolone comportant 

une fonction thiol libre, a permis le développement d’un nouvel outil de con jugaison contrôlé entre 

les anticorps modifiés sur leur extrémité C-terminale de la chaîne lourde par un aldéhyde et des 

médicaments (Schéma 79 A). Le mécanisme de cette réaction fait intervenir une première réaction 

de condensation de Knoevenagel entre la pyrazolone et l’aldéhyde. L’accepteur de Michael ainsi 

formé subit une addition intramoléculaire de la fonction sulfhydrile portée par la pyrazolone, afin de 

former un lien stable et non-hydrolysable[34] (Schéma 79 B).  
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Schéma 79 : Ligation chimiosélective de Rabuka utilisant une pyrazolone portant une fonction thiol (Schéma extrait de 
l’article[34]). 

Fort de ces résultats, le même groupe a utilisé, en 2016, une approche tandem condensation de 

Knoevenagel/addition de Michael décrite par l’équipe de Meng en 1998. In fine, cette réaction 

permet l’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 [35] (Schéma 80). 

 

Schéma 80 : Ligation chimiosélective tandem condensation de Knoevenagel/addition de Michael de Rabuka (Schéma 
extrait de l’article[35]) 

S’inspirant de la première approche développée par le groupe de Rabuka en 2015, l’équipe de Yin a 

réalisé en 2018 une modification stœchiométrique et site -spécifique d’une protéine (la myoglobine) 

comportant une 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 

électroattracteur sur cet aromatique permet d’accroître encore leur réactivité. La modification d’une 

protéine (myoglobine) et l’imagerie de la membrane cellulaire (cellules mammifères RD) a été rendue 

possible en générant des fonctions aldéhydes par oxydation  in situ au NaIO4
[36] des acides sialiques 

présents sur la surface de cellules (Schéma 81). 

 

Schéma 81 : Modification de la membrane cellulaire par réaction tandem condensation de Knoevenagel/addition 
intramoléculaire de Michael, de Yin en 2018[36]. 

 

La grande réactivité des pyrazolones et leur utilisation récente en conjugaison a été un moteur pour 

l’étude de leur réactivité vis-à-vis des accepteurs de Michael en vue d’une application en conjugaison 

chimiosélective voire bio-orthogonale. L’utilisation de l’addition des pyrazolones sur des accepteurs 

de Michael devrait permettre de s’affranchir de l’utilisation d’aldéhydes, fonctions très réactives qui 

se révèlent sensibles, entre autres, vis-à-vis des amines. Restera à contrôler la réactivité des 

pyrazolones en addition de Michael par rapport aux autres nucléophiles biologiques comme les 

thiols. L’ensemble de ces travaux sont présentés dans la suite de ce chapitre.  
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III.  Résultats et discussions 

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

 

De l’étude bibliographique précédente, il en ressort que les pyrazolones sont des composés 

particulièrement réactifs vis-à-vis d’électrophiles carbonylés, ainsi que des accepteurs de Michael 

(c.f. deuxième approche de l’équipe de Rabuka[35]). Les aldéhydes ne présentant pas un caractère 

biocompatible suffisant (très réactif avec les lysines notamment), nous nous sommes tournés vers 

l’étude d‘accepteurs de Michael dont la réactivité pourrait être modulée en modifiant la nature de R 

et du GEA (groupement électroattracteur), en vue d’être suffisamment réactif avec les pyrazolones, 

tout en conservant une orthogonalité suffisante vis-à-vis, notamment, des fonctions amines et thiols 

des biomolécules (Schéma 82).  

 

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, l’hémicyanine 94, qui possède un système polyénique pouvant réagir en tant qu ‘accepteur de 

Michael, a été mise en réaction avec un léger excès d’édaravone (1,5 éq.) dans l’éthanol. Il a été 

observé ici un changement de couleur quasi immédiat après l’addition de la pyrazolone, attestant 

qu’une réaction a eu lieu à température ambiante. Après dix minutes, la réaction n’évolue plus, avec 

la formation d’un produit violet très coloré. Le produit obtenu est en fait la mérocyanine 

dissymétrique 95, qui a été isolée avec un rendement de 31%. Elle est issue d’une condensation de la 

pyrazolone sur l’imine, suivie de l’élimination de l’aniline, et non d’une addition de Michael comme 

nous l’avions imaginé. Malheureusement, ce colorant ne présente pas de propriétés de fluorescence 

mais un fort pouvoir colorant confirmé par un coefficient d’absorption molaire particulièrement 

élevé de 122 500 M-1.cm-1 pour une absorbance maximale à 573 nm dans le tampon PBS 0,1 M, pH 

7,4. 

Bien que les propriétés de fluorescence, que l’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 , l’étude de la réactivité 

entre la phényle-pyrazolone 68 (édaravone) et des analogues de l’hémicyanine 94 a été réalisée. 

Ainsi, notre choix s’est porté sur la cyanine Cy5.0 symétrique 96 présentant un système polyénique 

susceptible de réagir en tant qu’accepteur de Michael. Les cyanines sont des fluorophores 
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couramment utilisés pour de l’imagerie in cellulo et in vivo, possédant donc, une relativement bonne 

stabilité dans les systèmes biologiques. Il a été observé après 2 heures,  une consommation totale de 

la Cy5.0 et la formation de mérocyanine 95 issue de l’addition de la pyrazolone (Schéma 83). 

 

Schéma 83 : Synthèse de la mérocyanine 95 

Cependant, les cinétiques de réaction observées avec l’hémicyanine 94 et la cyanine Cy5.0 96 se sont 

révélées particulièrement faibles. Ainsi, la réactivité de la phényle -pyrazolone (édaravone) a été 

évaluée avec d’autres accepteurs de Michael et électrophiles apparentés. Pour ce faire, la disparition 

de la bande d’absorption caractéristique de l’accepteur de Michael, suite à l’addition de la 

pyrazolone (500 éq.), a été suivie au spectromètre UV-Vis à la longueur d’onde d’absorption 

maximum de chaque composé, dans le tampon PBS 7,4 pour chaque accepteur de Michael étudié (10 

M). De plus, la stabilité des différents accepteurs de Michael utilisés ainsi que celles des produits 

obtenus à l’issue de la réaction, ont été évaluées en présence d’un excès 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. 

  



Chapitre 3 : Etude d’accepteurs de Michael en réaction avec la pyrazolone  

 
143 

 

Schéma 84 : Etude de réactions de la pyrazolone 68 avec différents accepteurs de Michael. L’étude cinétique a été 

réalisée pour chaque système électrophile (10M) en présence d’édaravone (500 éq.). La cinétique a été suivie par 
spectrométrie UV par diminution à l’absorbance maximale de chaque système électrophile sur 10 min dans le PBS 7,4 à 

25 °C. 

De cette étude il ressort que le partenaire offrant le meilleur compromis réactivité/stabilité est la 

mérocyanine diméthylamine 99[37], porteuse d’un groupement fortement électrodonneur sur 

l’aromatique. La réaction mise en jeu est une réaction d’addition de Michael suivie d’une élimination 

de la partie indolique, rendant cette addition irréversible, comme observé pour la cyanine 96. De 

plus, la mérocyanine et le produit d’addition-élimination obtenu présentent une bonne stabilité vis-

à-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 réactivité entre les mérocyanines et les 

pyrazolones. 

Suite à 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 point dans le but de 

développer une nouvelle ligation chimiosélective, voire bio-orthogonale. Les trois stratégies 

développées, ainsi que les difficultés rencontrées, sont présentées ci -dessous dans l’ordre 

chronologique. 

 

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

réactions de piégeage intramoléculaire. 

La première stratégie envisagée est inspirée des travaux de Rabuka de 2015, dans lesquels le 

partenaire pyrazolone réalise une réaction de Knoevenagel sur un aldéhyde suivie par un piégeage 

de l’intermédiaire formé par une addition de thio-Michael intramoléculaire [34]. Ainsi, la synthèse 

d‘une « pince » comportant une pyrazolone ainsi qu’une fonction thio l pour le piégeage 

intramoléculaire a été étudiée (Schéma 85).  

 

Schéma 85 : Principe et voies de synthèse générales de la « pince » comportant une fonction thiol libre. 
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Ainsi, la pyrazolone 105 est obtenue en quatre étapes à partir de l’acide 3-(tritylsulfanyl)proponique 

commercial, comme décrit par Rabuka[34]. Cette synthèse a été parfaitement reproduite au 

laboratoire. Toutefois, cette méthode ne permet la synthèse que de pyrazolones présentant des 

groupements alkyles en position 1, alors qu’un groupement aromatique , appauvri en électron, est 

nécessaire pour accroître la réactivité de la pyrazolone vis-à-vis des mérocyanines. Dans ce but, lors 

de l’étape de formation de la pyrazolone , la méthylhydrazine utilisée par Rabuka a été remplacée par 

l’acide 4-hydrazinobenzoïque. Cela a permis d’obtenir le composé 106 avec un rendement de 42% 

contre 77% pour le composé 104 issu de la synthèse de Rabuka. Néanmoins, lors de l’étape de 

déprotection finale, le composé désiré n’a été obtenu qu’avec un rendement de seulement 12%, soit 

10 mg de produit isolé en partant de 287 mg d’acide 3-(tritylsulfanyl)proponique coûtant 80 euros le 

gramme chez Sigma-Aldrich (Schéma 86).  

 

Schéma 86 : Voie 1 : « pince » comportant une fonction thiol libre à partir de l’acide 3-(tritylsulfanyl)proponique 

La voie de synthèse, précédemment décrite, a donc été abandonnée car trop coûteuse. Une 

approche alternative reposant sur l’utilisation de l’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 génère pas de sous-produits contrairement au trityle utilisé dans la voie de 

synthèse précédente, qui en plus nécessite l’utilisation de triisopropyl silane (TIPS) pour piéger le 

cation généré lors de la déprotection du trityle. Dans cette optique, le -cétoester 108 a ainsi pu être 

obtenu avec un rendement de 21% sur deux étapes. Ce -cétoester 108 a été mis en réaction avec 

l’acide 4-hydrazinobenzoïque et a permis d’obtenir quantitativement la dipyrazolone protégée 109. 

Cependant, lors de l’étape de coupure du pont dissulfure de cette dernière, la totalité du produit 109 

engagée dans la réaction a été perdue lors de l’étape de purification sur gel de silice. 

Alternativement, la synthèse a été réalisée en utilisant la phényle hydrazine. La di pyrazolone, 

protégée sous forme de disulfure 110, a ainsi été obtenue avec un rendement de 52% bien que ce 

rendement n’ait jamais pu être reproduit par la suite. Malgré cela, seulement 4,3 mg du produit final 

111 ont pu être obtenus purs avec un faible rendement de 8%, suite a l’étape de réduction du pont 

disulfure (Schéma 87).  
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Schéma 87 : Voie 2 : « pince » comportant une fonction thiol libre à partir de l’acide 3,3-dithiodipropionique 

Comme on peut le voir sur les deux approches réalisées pour obtenir les pinces pyrazolone -thiol, 

c’est l’étape finale de libération du thiol (par déprotection ou coupure du pont dissulfure) qui pose le 

plus de difficulté. C’est pourquoi en 2018, le groupe de Yin a publié une synthèse de pyrazolone thiol 

reposant sur la même stratégie que celle que nous avions envisagée dans le Schéma 87, dans laquelle 

il réalise la réduction du pont disulfure in situ, évitant ainsi la purification extrêmement délicate des 

composés portant une fonction thiol libre [36].  

Suite aux échecs survenus dans l’obtention de «  pinces » comportant une fonction thiol, une autre 

approche a été envisagée. Toujours sur le principe de développement d’une pince, le remplacement 

de cette fonction thiol par une deuxième pyrazolone permettrait également de réaliser ce même 

piégeage intramoléculaire. La base de cette approche repose sur la formation d’une pyrazolone 

comportant en position 3, un -cétoester (molécule 114). Cette dernière pourra être obtenue à partir 

d’une pyrazolone substituée en position 3 par un méthyle (molécule 112) ou une fonction 

permettant d’obtenir le -cétoester desiré (fonction acide carboxylique de la molécule 113 ou ester 

de la molécule 119). Le-cétoester 114 pourra ensuite être utilisé pour générer un deuxième motif 

pyrazolone. (Schéma 88). 

 

Schéma 88 : Principe et voies de synthèse testés pour l’obtention de « pinces » dipyrazolone. 
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Plusieurs voies de synthèse ont été évaluées pour tenter d’obtenir cette pince dipyrazolone. 

Toutefois, aucunes d’entre elles n’a permis d’obtenir le produit souhaité. La première tentative a été 

basée, à l’instar de ce qui est réalisé avec les -cétoesters, sur une stratégie de double déprotonation 

en position  et (composé 117) de la pyrazolone méthylée 112. En présence de (chloroformyl) 

acétate d’éthyle, le dianion de la pyrazolone permettrait la formation un -cétoester en position 3 de 

la pyrazolone, conduisant à la formation de la pince dipyrazolone après condensation avec l’acide 4-

hydrazinobenzoïque. Néanmoins, il semblerait qu’une seule déprotonation ait eu lieu puisque seule 

une très 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).  

 

Schéma 89 : Voie 3 : « pince » dipyrazolone par double déprotonation de la pyrazolone 112. 

Toujours dans le but d’obtenir un -cétoester en position 3 de la pyrazolone, deux pyrazolones 

comportant une fonction ester éthylique et acide carboxylique en position 3 ont respectivement été 

obtenues en une et deux étapes à partir du 1,3-acetonedicarboxylate de diéthyle 118 commercial. 

Ces deux composés ont été respectivement engagés dans des condensations de Claisen et dans un 

couplage avec l’acide de Meldrum. Malgré cela, de ces deux voies de synthèse, aucune formation du 

dérivé pyrazolone--cétoester n’a été observée par analyse RMN du proton du brut réactionnel, 

seuls des mélanges complexes ont été obtenus (Schéma 90). 

 

Schéma 90 : Voie 4 :  « pince » dipyrazolone par formation d’un  -cétoester par condensation de Claisen ou couplage 
avec l’acide de Meldrum. 

La dernière approche testée consiste à générer un double -cétoester symétrique à partir de la 

dicétone 121 comportant un point de fonctionnalisation en position Ce double -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 [38], 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 être 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’être évaluée avec d’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 synthèse d’une « pince » telle que nous l’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 difficultés rencontrées avec la stratégie 1, une nouvelle stratégie a donc été abordée. Cette 

dernière, 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 excès de pyrazolone, mais 

sur deux additions de Michael successives entrecoupées par une élimination. Dans cette stratégie, la 

mérocyanine joue le rôle du reporter chimique présent sur la biomolécule cible tandis que la 

pyrazolone joue le rôle du partenaire de réaction ajouté dans un second temps (Schéma 92). L’ajout 

d’un second équivalent de pyrazolone permettra de bloquer l‘accepteur de Michael obtenu suite à 

l’addition de la première pyrazolone . 

 

Schéma 92 : Principe général de la stratégie 2. 

Dans un premier temps, afin de valider la stratégie évoquée ci-dessus, la N-diméthylmérocyanine 99 

a été mise en réaction avec l’édaravone (3 éq.) dans un mélange NMP/PBS 7,4 (1 :1, v/v), à une 

concentration de 0,01 M et à température ambiante. Après deux heures, la réaction n’évolue plus, et 

le brut réactionnel est extrait à l’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 produit alors incolore sur gel de silice, un composé rouge se 

forme peu à peu sur la colonne. Après analyse, le composé rouge se révèle être le composé 122  

intermédiaire obtenu après élimination de la partie indolique lors de la première étape[25]. Le produit 

123 issu d’une di-addition serait donc instable et conduirait à une élimination d’une des deux 

pyrazolones introduites, via une réaction d’élimination. Cette élimination de pyrazolone serait 

probablement due à l’acidité de la silice qui favoriserait la réversibilité de la réaction (Schéma 93). 
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Schéma 93 : Réaction entre le mérocyanine 99 et l’édaravone 

Afin de vérifier l’hypothèse de la réversibilité 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 mêmes conditions 

que la réaction présentée dans 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 à une 

concentration de 0,01 M a été suivie en HPLC en phase inverse avec deux systèmes différents. Le 

premier est un système neutre composé d’un gradient utilisant de l’ACN et de l’eau MilliQ. Tandis 

que le deuxième est un système acide utilisant de l’ACN et une solution de TFA 0,1% ayant un pH de 

1,88. L’utilisation de ces deux systèmes (pH acide et pH neutre), nous permet de voir l’impact de 

l’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. Système 
HPLC neutre (H2O/ACN) et acide (TFA 0,1%/ ACN) Gradient 0 à 100% en 45 min. Détection à 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’hypothèse selon laquelle des conditions acides rendraient la réaction réversible se révèle être 

fausse. En effet, c’est dans le système acide qu’on observe  vraisemblablement le produit de di-

addition 125, alors que dans le système neutre on observe vraisemblablement la formation du 

produit d’élimination 124 et non le produit de di-addition 125. La formation potentielle des produits 

124 et 125 peut être proposée grâce à leur signature UV (spectres d’absorption) mais également 

grâce à des analyses des bruts réactionels par spéctrométrie de masse. L’hypothèse la plus probable 

semble donc être un déplacement de l’équilibre thermodynamique lié à la concentration. En effet, 

lorsque la réaction est réalisée à une concentration de 0,01 M, l’excès de pyrazolone présent dans le 

milieu suffit à déplacer l’équilibre vers la formation du produit de di -addition 125 de manière 

prédominante. Or, lors de l’analyse en RP-HPLC, les échantillons sont à une concentration de 10-4 M, 

soit cent fois plus dilués que le milieu réactionnel. A cette concentration, l’excès de pyrazolone 

présent dans le milieu ne suffit plus à déplacer l’équilibre vers la formation du produit de di -addition 

125. Le produit de mono-addition 124 est alors observé. C’est le même phénomène qui a lieu lors de 

la purification de la réaction présentée dans le Schéma 93. En effet, lors de la purification le produit 

de di-addition se retrouve séparé de l’excès de pyrazolone  et l’équilibre est donc déplacé vers la 

formation du produit de mono-addition (Schéma 95). 

 

Schéma 95 : Relation en produit formé et concentration en pyrazolone 

Cependant, lorsque la RP-HPLC a été réalisée en milieu acide (TFA aq. 0,1%, pH ~2) le produit de di-

addition 125 a été obtenu majoritairement, bien que la concentration soit de 10-4 M. Cela s’explique 

par le fait qu’à ce pH, l’aniline est protonée sous forme d’ammonium, perdant tout caractère 

donneur, ce qui limite fortement la réaction d’élimination d’une des deux pyrazolones (Schéma 96). 

La stabilité de ce système est donc étroitement liée au pKa de l’aniline.  

 

Schéma 96 : Protonation de l’aniline à pH acide 
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Bien que les conditions de formation de l’un ou de l’autre des produits soient mises en évidence, il 

est toutefois très difficile de contrôler parfaitement l’obtention exclusive d’un des deux produits. 

Une aniline avec un caractère fortement électrodonneur sur la mérocyanine est nécessaire pour que 

la première addition se fasse avec des cinétiques et une bio-orthogonalité acceptables, mais cette 

aniline rend la seconde étape réversible. Une utilisation pour des applications de bioconjugaison se 

révèle donc délicate, et cette stratégie 2 a été abandonnée au profit d’une troisième stratégie.  

 

 

2.3. Stratégie N°3 : Utilisation de la pyrazolone comme reporter 

chimique au sein de la bio-molécules. 

Alors que dans la stratégie N°2 la mérocyanine est présente sur la biomolécule cible et la pyrazolone 

est utilisée en excès, cette stratégie repose, quant à elle, sur une utilisation de la pyrazolone comme 

reporter chimique, elle sera donc présente sur la biomolécule. La mérocyanine sera introduite en 

excès, ce qui devrait empêcher la formation du produit de diaddition de pyrazolone, dont nous avons 

montré l’instabilité (Schéma 97).  

 

Schéma 97 : Principe général de la stratégie 3. 

Suite à cela, la synthèse d’une biomolécule comportant un motif pyrazolone a été réalisée. Le choix 

de la biomolécule s’est porté sur le peptide model 81, substrat de l’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, l’acide carboxylique de la pyrazolone 127[16] a été 

transformé en ester de NHS, puis mis en réaction en présence de glycine. Néanmoins, aucune 

formation du produit souhaité n’a été observée. Suite à cela, la pyrazolone 127 a été engagée avec le 

glycinate d’éthyle en présence d’un agent de couplage peptidique plus efficace, le HBTU. Cette 

approche a permis l’obtention du composé 128 avec un rendement de 68%. Ce dernier a été engagé 

dans une réaction de saponification afin de former quantitativement la pyrazolone 129 pouvant être 

alors liée au peptide 81. Cette pyrazolone a donc été mise en réaction avec le peptide substrat de 

l’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 à sa 

purification en phase inverse, correspondant à une addition nucléophile de l’énol de la pyrazolone 

sur l’agent de couplage. Les agents de couplages de type phosphonium ne semblant pas être 

compatibles avec les pyrazolones, la réaction a été relancée en utilisant le HBTU qui a déjà fait ses 

preuves précédemment. Cette voie de synthèse 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 l’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), à une concentration de 0,01 M. Après deux heures de réaction, 

l’avancement a été suivi par RP-HPLC (système acide (TFA 0,1% pH ~2) afin de figer le système), 

montrant la formation de nombreux produits. Afin d’en comprendre les raisons, ce mélange 

complexe a été séparé par RP-HPLC semi-préparative. Chaque pic important 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 même, malgrè l’excès 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 l’étape d’élimination de la partie indolique ne s’est pas réalisée. C’est la 

première fois que ce type de produit est observé malgré toutes les études menées en amont. 

L’hypothèse que nous pouvons émettre alors, serait que l’encombrement stérique généré par la 

biomolécules rend particulièrement difficile l’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. Système HPLC : TFA 0,1%/ ACN Gradient 0 à 100% en 45 min. 

Détection à toutes les longueurs d’ondes en modes « Max Plot » 

La présence de meilleurs groupements électrodonneurs sur le partenaire mérocyanine pourrait 

permettre de faciliter l’étape d’élimination, même en présence d’une gêne stérique importante qui 

serait due à la présence d’une biomolécule. De plus, la présence de meilleurs groupements 

électrodonneurs devrait, par la même occasion, augmenter la stabilité du produit de mono-addition 

formé après l’étape de réaromatisation. Pour valider cette hypothèse le pigment 136 représentant le 

produit formé à l’issue de la réaction de la pyrazolone avec une 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 caractère fortement électrodonneur, est bien 

moins stable en présence de BSA à 37 °C. En effet, près de 40 % de dégradation ont été observées 

après 12 heures d’incubation pour le composé 136, tandis que le même pourcentage avait été 

obtenu après 24 heures pour le composé 122 (Figure 36). 

 

Figure 36 : Structures et stabilités relatives en présence de BSA à 37 °C dans le tampon PBS 7,4, 0,1 M des composés de 

couplage entre une mérocyanine et la pyrazolone. 

Bien qu’il ait été trouvé des conditions permettant d’accrocher la pyrazolone sur une biomolécule, 

ainsi qu’une série de composés réagissant facilement et rapidement avec cet hétérocycle dans des 

milieux physiologiques, cette étude, sur l’utilisation de la pyrazolone comme partenaire dans des 

réactions de bioconjugaison reste donc à finaliser 

 

3. Synthèse 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 œuvre  

 

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 possède une -conjugaison étendue, ainsi qu’un 

système donneur/accepteur de type push-pull (dont la pyrazolone joue le rôle de l’accepteur), 

aucune des molécules isolées ne présente des propriétés de fluorescence. Même les pigments 

comportant un fluorophore, comme la coumarine 140, se révèlent « éteints » une fois liée à la 

pyrazolone. Une telle extinction de fluorescence pour les coumarines substituées, via une double 

liaison en position 3 à un groupement électroattracteur a déjà été observée, et est liée à un effet 

ICT[39] ou une photoisomérisation de la double liaison [40]. De plus, ces molécules ont été obtenues 

sous la forme d’un seul isomère sauf pour le cas du composé 138 portant un motif furane. 
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Schéma 100 : Voie d’accès générale et structures des différents pigments pyrazolones obtenus 

Le pigment pyrazolone 140 comportant une partie coumarinique se révèle particulièrement instable 

en présence de thiols. En effet, en présence d’un excès de NAC en milieu aqueux, une décoloration 

instantanée de la solution est observée. Celle-ci passe d’un violet profond à une solution incolore. De 

plus ce phénomène de décoloration s’accompagne d’une intense émission de lumière suite à une 

exposition sous une lampe UV à 365 nm. Cette émission de lumière bleue/cyan semble coïncider 

avec la couleur d’émission de la DEAC (7-diaminoethylcoumarine). Cependant, ce composé est 

hydrophobe, ce qui rend les études en systèmes aqueux complexes. Pour pallier cette limitation, 

l’ajout d’un groupement sulfonate a permis de rendre  hydrosoluble la sonde profluorescente 142 

(Schéma 101). Cette sonde facile d’accès a été synthétisée en une étape via une condensation de 

Knoevenagel réalisée aux micro-ondes avec un rendement de 52%. De plus, l’addition des thiols sur 

cette dernière est particulièrement réversible à pH basique (entre 7 et 8). Cette particularité permet 

donc à notre sonde de pouvoir détecter plus efficacement les biothiols à pH modérement acide (~5) 

bien que la nucléophilie des ces derniers en soit amoindri. 

Schéma 101 : Synthèse 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 

fait l’objet d’une étude in vitro complète, qui vient d’être publiée en 2018 dans le journal  : European 

Journal of Organic Chemistry, sélectionné par l’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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En plus des différents biothiols présentés dans l’article, la sonde 142 est également capable de 

détecter du sulfure d’hydrogène qui est un gasotransmetteur, mais aussi un poison issu de la 

fermentation des algues vertes responsables d’empoisonnements sur les plages bretonnes. La sonde 

présente une exaltation de fluorescence d’un facteur 15 en présence de 50 équivalents de sulfure 

d’hydrogène à un pH de 7,4. De plus, une limite de détection de 20 nM a été mesurée à pH 7,4. Enfin, 

l’influence du pH sur la détection de ce gaz par la sonde a été étudiée et une bonne détection est 

obtenue pour un pH de 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). 

 

Figure 37 : Rapport des intensités de fluorescence de la sonde 142 (10 M) à T=0 et T=1 min en absence (bleu) et 
présence (rouge) de 50 équivalents de sulfure d’hydrogène à différent pH  (tampon acétate (pH 3,95 et 6,78) tampon PBS 

(pH 7,4) et tampon borate (pH 8,47)). ex = 410 nm. 

4. Conclusion et perspectives 

Ce chapitre a été consacré à l’étude de la réactivité des pyrazolones sur différents 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 problèmes re ncontrés 

lors du développement de la stratégie précédente. Toutefois, malgré les efforts déployés, les 

difficultés de synthèses ou de stabilité rencontrées n’ont pas permis d’aboutir à 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 pro fluorescente et hydrosoluble 

pour la détection spécifique de biothiols. Cette sonde permet de détecter les biothiols à un pH 

modérément acide (pH 5) avec une exaltation de fluorescence bien plus élevée qu’à pH 7,4 (fois 45 à 

pH 5 contre fois 15 à pH 7,4). Malgré cela, il serait intéressant d’étudier l’influence du TCEP sur la 
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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 dernière pour l’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 très bonne exaltation de fluorescence de la sonde. De plus, 

l’incorporation d’un motif morpholine sur notre sonde, devrait permettre de cibler précisément les 

lysosomes par rapport aux autres organites cellulaires comme les mitochondries ou le réticulum 

endoplasmique rugueux par exemple. En effet, l’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 con duit à une 

protonation du motif morpholine (pKa = 7,4) ce qui aura pour effet d’empêcher l’expulsion du 

composé hors des lysosomes[41,42] (Schéma 102). Donc, in fine, une accumulation lysosomale des 

composés portant une morpholine.         

 

Schéma 102 : Perspective pour l’obtention d’une sonde profluorescente pour la détection de biothiols au sein de 
lysosome. 

De plus, la ligation aldéhyde/pyrazolone pourrait être rendue fluorogénique par l’utilisation de 

fluorophores comportant une fonction aldéhyde responsable d’un « quenching » de sa 

fluorescence[43,44]. Ainsi, après réaction avec les pyrazolones, la fonction aldéhyde disparait et un 

retour de fluorescence devrait être observé (Schéma 103), surtout après une double addition de 

pyrazolone (une photoisomérisation de la double liaison exocyclique, ou un phénomène d’ICT 

seraient toujours possible si la double liaison issue de la réaction de Knoevenagel est présente). 

 

Schéma 103 : Principe d’une ligation fluorogénique basée sur les réactions entre les aldéhydes et les pyrazolones.  
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I. Etat de l’art 

Ce chapitre est consacré à l’ensemble des travaux réalisés sur le motif quinoxalin -2(1H)-one à savoir 

le développement d’une nouvelle méthodologie d’accès aux 3-benzoylquinoxalin-2(1H)-ones, 

l’évaluation des propriétés de fluorescence des dérivés obtenus, ainsi qu’au développement de 

différentes applications comme la synthèse et l’évaluation in vitro d’une sonde profluorescente pour 

la détection de biothiols. La mise au point de la synthèse de motifs 3-benzoylquinoxalin-2(1H)-ones a 

été réalisée en collaboration avec Hasan Mtiraoui (Thése de l’Université de Monsatir sous 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).  

 

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

Elles possèdent un large spectre d’activités biologiques comme des activités anticancéreuses [1,2] ou 

antimicrobiennes[3]. Certaines quinoxalin-2(1H)-ones curatives sont mêmes commercialisées, à 

l’instar de l’ataquimast et du panadiplon pour leur activité antiasthmatique et anti -inflammatoire, 

respectivement[4] (Figure 39). 

 

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

Outre leur activité biologique, ces hétérocycles possèdent de s propriétés photophysiques 

intéressantes mais relativement peu explorées comparativement aux coumarines [5], qui sont leurs 

analogues oxygénés en position 1, et possédant un atome de carbone en position 4. Dans la 

littérature, différentes voies de synthèse de quinoxalin-2(1H)-ones ont été développées ainsi que des 

stratégies de modifications post-synthétiques. 

 

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

Depuis plus d’une décennie, les voies de synthèse conduisant au motif quinoxalin -2(1H)-one sont en 

pleine expansion. En effet, la découverte de leurs nombreuses activités biologiques a conduit à une 
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demande de diversification structurelle afin de moduler leurs effets thérapeutiques. Les chimistes 

ont donc développé différentes voies synthétiques permettant d’accro ître la diversité structurale des 

quinoxalin-2(1H)-ones[6,7]. Ces voies d’accès peuvent être divisées en sept catégories résumées dans 

le Schéma 104.  

 

Schéma 104 : Différentes voies de synthèse de quinoxalin-2(1H)-ones 

On retrouve ainsi les réactions de condensation reposant essentiellement sur l’utilisation d’o-

phenylènediamine [8–10] (Schéma 104 A). Bien que très représentée, cette approche conduit à la 

formation de deux régioisomères lorsque l’o-phenylénediamine possède des substituants non 

identiques sur son noyau aromatique. D’autres voies de synthèse ont donc été élaborées permettant 

l’obtention d’un unique isomère comme les réactions d’expansion de cycles reposant sur une 

activation thermique et/ou acido-basique[11–14] (Schéma 104 B). Viennent ensuite les réactions 

d’aromatisation[15,16] (Schéma 104 C), d’halogénation[10] (Schéma 104 D) et les réactions de 

réarrangement avec notamment les réarrangements de Wallach [17] et de Smiles[18] (Schéma 104 E). 

On retrouve également des réactions radicalaires dont le radical peut être généré par un amorçeur 

radicalaire chimique (tBuONO, ou le tandem Bu3SnH/AIBN), ou encore via une excitation 

lumineuse[19–21] (Schéma 104 F). Enfin la dernière catégorie est représentée par les réactions 

catalysées par les métaux et en particulier le cuivre (I) ou le ruthénium (II). Ces réactions reposant sur 

l’utilisation d’anilines fonctionnalisées, permettent d’obtenir des quinoxalin-2(1H)-ones facilement 

substituées aux positions R1, R2 et R3 [22–25] (Schéma 104 G). 
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Malgré toutes ces voies d’accès, il est parfois nécessaire de devoir réaliser des modifications post -

synthétiques impliquant le noyau quinoxalin-2(1H)-one lui-même. 

 

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

Des modifications post-synthétiques peuvent être 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 être modifiées, notamment les positions 1, 3, 6 et 7.  

Peu de réactions sont engagées avec l’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 caractère aromatique sous 

sa forme tautomère, donc appauvri en électrons. Ainsi, seules des réactions d’acylation en présence 

d’anhydride acétique [26], ou d’alkylation avec de bons agents alkylants comme l’iodure de méthyle, le 

bromure de benzyle ou encore le chloroacétate d’éthyle, sont rapportées [26,27]. Il est important de 

noter que toutes ces réactions nécessitent une activation thermique pour être menées à bien. En 

2000, l’équipe du Pr. Taylor met au point une méthode originale pour la mono-méthylation sélective 

d’amide. Cette réaction utilisant du chlorure de chlorométhyldiméthylsilyle en présence d’HMDS, 

repose sur la formation d’une espèce penta-coordonnée du silicium qui peut être désilylée par la 

suite avec du fluorure de césium[28] (Schéma 105). 

 

Schéma 105 : Méthode d’alkylation en position 1 de quinoxalin-2(1H)-ones développée par Taylor en 2000[28] 

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

cette position s’avère très réactive dans des conditions radicalaires  car, lorsque les espèces 

radicalaires réagissent sur l’imine de la quinoxalin-2(1H)-one, le radical formé sur l’atome d’azote est 

stabilisé par le noyau aromatique. Il est alors possible de former, via cette méthode, une liaison 

carbone-carbone ou carbone-azote comme indiqué dans le Schéma 106. 

 

Schéma 106 : Réaction des quinoxalin-2(1H)-ones avec les radicaux 

Ces méthodologies ont permis l’incorporation d’une variété de fonctions et ainsi d’améliorer la 

diversité structurelle des quinoxalin-2(1H)-ones. Cette méthode a rendu possible l’insertion de 

cétones, d’aromatiques et même du groupement persulfate en position 3 de la quinoxalin -2(1H)-one. 

Le mécanisme radicalaire de ces réactions a été vérifié par ajout de TEMPO ou de BHT. En présence 

de ces pièges à radicaux, aucune réaction n’est observée. L’ensemble de ces réactions est récapitulé 

dans le Tableau 2. 
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Réactif R’ Conditions R. Produit rendement réf 

  

AgNO3 (0,1 éq.), 
K2S2O8 (2 éq.), 
ACN/eau (1:1, 

v/v), 100 °C, 3 h  
 

34-88% [29] 

  

TBHP (4 éq.), DCE, 
70 °C, 5 h 

 
 

35-88% [30] 

  

Cs2CO3 (3 éq.), 
ACN (0,1 M), t. a. 

72 h  
 

37-90% [31] 

  

PhIO (1,5 eq.), 
ACN, t. a. 9 h  

 

50-86% [32] 

 
 

tBuONO (1,2 eq.), 
CH3SO3H (1 eq.), 
acétone, t. a. 1 h 

30 
 

 

46-86% [33] 

  

Mn(OAc)3.2H2O (3 

éq.), ACN, 120 °C, 

12 h tube scellé  
 

70-88% [34] 

  

K2S2O8 (2 eq.), 
ACN, 60 °C, 16 h 

 
 

19-99% [35] 

Tableau 2 : Exemples récents de réactions radicalaires en position 3 du noyau quinoxalin-2(1H)-one 

De façon complémentaire, la fonctionnalisation des quinoxalin-2(1H)-ones en position 3 peut 

également se faire via une réaction de C-H activation avec un dérivé aromatique d’acide boronique, 

en présence de Pd(OAc)2 (5 mol%) et de 1,10-phénanthroline (7,5 mol%) à 100 °C[36] (Schéma 107).  

 

Schéma 107 : Insertion d’aryles en position 3 par CH activation développée par le groupe d’Alami en 2013[36]. 

L’incorporation d’amines en position 3 est également possible par l’utili sation de conditions 

oxydantes[37,38], ou par réaction de type SNAr si la quinoxalin-2(1H)-one de départ comporte un atome 

de chlore en position 3. Il faut noter que cette dernière approche rend également possible l’insertion 

de thiols[39] (Schéma 108). 
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Schéma 108 : Insertion d’amines (ou de thiols) en position 3 du noyau quinoxalin-2(1H)-one 

Enfin, les positions 6 et 7 sont fonctionnalisables uniquement lorsqu’un atome de brome est présent 

sur une de ces deux positions. Cela permet l’incorporation de divers groupements à l’aide de 

couplages pallado-catalysés tels que les couplages de Heck ou de Suzuki. Ces réactions ont permis 

l’élaboration de nouveaux pigments[40,41] ou encore de nouvelles molécules biologiquement 

actives[42,43].  

Ces synthèses et modifications post-synthétiques ont permis l’utilisation des quinoxalin-2(1H)-ones 

dans divers domaines de recherche et, plus particulièrement, pour la préparation de sondes 

fluorescentes. 

 

3. Propriétés de fluorescence des quinoxalin-2(1H)-ones 

Bien que structurellement proches, les quinoxalin-2(1H)-ones sont moins représentées pour leurs 

propriétés de fluorescence que leurs homologues, les coumarines. Cependant, au milieu des années 

1980, les chimistes se sont toutefois intéressés au développement de quinoxalin -2(1H)-ones 

fluorescentes portant des groupements électrodonneurs alkoxy identiques en position 6 et 7 afin de 

faciliter leur synthèse en évitant la présence de régioisomères. L’amide joue alors le rôle de 

groupement électroattracteur, à l’image de la lactone des 7-alkoxy (ou 7-amino) coumarines. 

Différentes quinoxalin-2(1H)-ones présentant des systèmes push-pull améliorant leurs propriétés de 

fluorescences, modifiées en position 3 sont disponibles commercialement et sont connues sous les 

noms de Br-DMEQ, Br-MMEQ , DMEQ-COCl ou DMEQ-TAD (Figure 40). 

 

Figure 40 : Dérivés de quinoxalin-2(1H)-ones fluorescents commerciaux 

Ces dérivés sont essentiellement utilisés pour l’étude d’analytes spécifiques par HPLC à détection de 

fluorescence. Ainsi le Br-DMEQ et le Br-MMEQ, peuvent créer un lien covalent avec les carboxylates 

grâce à leurs unités bromométhyle en position 3[44,45]. Ces composés ont été utilisés pour déterminer 
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la présence d’oligosaccharides[46] ou d’acide phénylacétique dans le plasma humain [47], de 

peptides[48,49] ou d’analogues de drogues dans l’urine humaine [50], de prostaglandine dans du fluide 

séminal humain[51], ainsi que la présence d’enzymes dans le sérum de souris [52], ou encore de toxines 

dans les phytoplanctons marins[53]. Ensuite, le DMEQ-COCl est utilisé pour sa réactivité vis-à-vis des 

alcools, des phénols et des amines. Il a notamment été utilisé pour la détermination  de la 

composition de mélange d’alcools[54], la présence de composés phénoliques [55] comme les 

phénylalanines hydroxylées[56], ainsi que pour déterminer la présence de tryptophanes dans une 

séquence peptidique via un phénomène de FRET entre le potentiel tryptophane présent et la 

DMEQ[57]. Et enfin, le DMEQ-TAD a été utilisé pour la quantification in vitro de métabolites de la 

vitamine D par HPLC[58]. 

Les propriétés de fluorescence des quinoxalin-2(1H)-ones ne sont pas mises à profit uniquement 

dans le domaine de la chromatographie. Ainsi en 1996, le groupe de Dogra montre pour la première 

fois que le motif quinoxalin-2(1H)-one possède différents états prototropiques induisant des 

propriétés de solvatochromisme [59]. Par la suite, en 2003, le groupe d’Imai publie ses travaux sur la 

corrélation entre la structure et les propriétés de fluorescence de différents fluorophores et 

notamment des dérivés de quinoxalin-2(1H)-ones[60]. Il en ressort que les quinoxalin-2(1H)-ones 

substituées par un groupement électrodonneur, comme un méthoxy ou une amine, ont de meilleurs 

rendements quantiques. Cela se vérifie tout particulièrement lorsque cette substitution a lieu en 

position 7 du noyau quinoxalin-2(1H)-one, ce qui est dû à la présence d’un effet push-pull, comme 

pour les coumarines. De plus, la présence d’un groupement électroattracteur en position 3 engendre 

un effet bathochrome à la fois de l’absorption et de l’émission du composé. 

Une autre approche pour obtenir des quinoxalin-2(1 H)-ones fluorescentes consiste à incorporer en 

position 3, un aromatique possédant un groupement électrodonneur en para. De plus, il est possible 

de moduler les longueurs d’ondes d’absorption et d’émission en augmentant ou diminuant la 

conjugaison entre le groupement donneur et la quinoxalin-2(1H)-one jouant le rôle de groupement 

accepteur (Figure 41). 

 

Figure 41 : Représentation de quinoxalin-2(1H)-ones fluorescentes par effet push-pull (flèche en noire) 

Cette stratégie de modification en position 3 a permis le développement de sondes pour la détection 

de thiols[61,62] ou d’espèces réactives de l’oxygène (ROS)[63] in vitro et en milieu cellulaire, ou encore 

pour la visualisation du transport vésiculaire[64]. 

En 2013, le groupe de Madder a développé une sonde profluorescente de type FRET pour la 

détection de l’alpha-chymotrypsine[65]. Cette sonde repose sur l’utilisation du DMEQ-TAD, d’un 

quencher adapté au fluorophore, ainsi que d’un peptide substrat pouvant être clivé par l’alpha -

chymotrypsine (Figure 42). 
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Figure 42 : Structure de la sonde FRET proposée par le groupe de Madder en 2013[65] 

Le groupe d’Akutagawa a développé en 2015 et 2017, deux sondes de type quinoxalin-2(1H)-one 

dont les propriétés de fluorescence sont dues à un phénomène d’ESIPT, c’est-à-dire à un transfert de 

proton intramoléculaire à l’état excité. Ce phénomène est possible uniquement lorsque la 

quinoxalin-2(1H)-one est sous sa forme lactime et non sous forme lactame habituelle. Cette 

approche a permis le développement de sondes pour la détection de différents anions ( Schéma 

109)[66,67]. Ces sondes ont notamment été utilisées pour la détection de cation lithium Li + et sodium 

Na+ mais également des anions fluorure F - et acétate AcO-. En effet, en absence de ces analytes la 

sonde se présente sous sa forme lactime avec une fluorescence dans le vert à 520 nm. En présence 

des anions F- ou AcO- ou des cations Li+ ou Na+, l’équilibre est déplacé vers la forme lactame. On 

observe ainsi, une émission de fluorescence à 460 nm. 

 

Schéma 109 : Principe des sondes ESIPT développées par le groupe d’Akutagawa [66,67] 

Enfin, en 1991, le groupe de Bernard Valeur a développé un hybride éther couronne -quinoxalin-2(1 

H)-one dans le but de synthétiser un complexe de lanthanide par chélation d’europium Eu3+. La 

quinoxalin-2(1H)-one joue ici le rôle d’antenne qui transmet l’énergie reçue vers le cation Eu3+, ce qui 

permet d’atteindre une longueur d’onde d’émission supérieure à 600 nm [68]. 

L’obtention, de manière fortuite, d’un dérivé de quinoxalin-2(1H)-one nous a conduits à développer 

une nouvelle voie de synthèse courte et convergeante conduisant au noyau quinoxalin-2(1H)-one. 

Suite à cela une étude des propriétés photophysiques peu connues a été réalisée sur différents 

dérivés de quinoxalin-2(1H)-one obtenus. 
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II. Résultats et discussions 
1. Nouvelle voie d’accès au 3-benzoylquinoxalin-2(1H)-ones 

1.1. Présentation de la stratégie de synthèse mise en oeuvre  

Cette partie sera consacrée à la découverte d’une nouvelle voie d’accès aux 3-benzoylquinoxalin-

2(1H)-ones qui a été le point départ de différentes études à la fois chimiques et photophysiques. La 

synthèse des 3-benzoylquinoxalin-2(1H)-ones fut découverte par sérendipité lors de travaux réalisés 

par Hasan Mtiraoui sur les benzodiazépin-2-ones. En effet, dans le but d’obtenir un dérivé acétylé , la 

benzodiazépin-2-ones 144 a été mise en réaction avec du chlorure d’acétyle dans le DMSO à 80 °C. 

Cependant, dans ces conditions oxydantes, aucun produit acétylé 143 ne fut observé. En revanche, 

un produit ne présentant que des protons aromatiques en RMN 1H a été obtenu avec un faible 

rendement de 15%. Il s’agissait de la 3-benzoylquinoxalin-2(1H)-one 145 (Schéma 110), dont la 

structure a été confirmée par diffraction des rayons X. 

 

Schéma 110 : Obtention de la 3-benzoylquinoxalin-2(1H)-one X par sérendipité 

Toutefois, bien que le rendement obtenu soit modeste, l’obtention de dérivé de 3-

benzoylquinoxalin-2(1H)-ones en une seule étape par contraction du cycle benzodiazépin-2-one 

s’avère inédite. Ces benzodiazépin-2-one étant très faciles d’accès, avec une large possibilité de 

substitution sur les o-phenylènes diamines de départ, une étude méthodologique a donc été réalisée 

afin d’optimiser les rendements de cette transformation. L’utilisation de NBS (0,4 éq.) dans le DMSO 

pendant 6 heures, a permis d’obtenir le produit désiré avec une conversion de 100% et un 

rendement isolé de 52%. Suite à cette optimisation, une librairie de 10 molécules a pu être obtenue 

avec des rendements modérés à bons (Schéma 111). 

 

Schéma 111 : Obtention de diverses quinoxalin-2(1H)-ones dans les conditions réactionnelles optimisées. 

Contre toute attente, les 3-benzoylquinoxalinones obtenues ne sont pas fluorescentes, et ce , 

quelque soit la substitution apportée par le groupement R3. Toutefois, la réduction du motif cétone 

en alcool correspondant a permis de récupérer le caractère émissif des quinoxalinones. Cela a permis 

la synthèse d’un nouveau fluorophore qui a été utilisé dans la conception d’un dérivé de cholestérol 

fluorescent. Ces travaux ont été réalisés en collaboration avec le Dr. Hasan Mtiraoui de l’université 

de Monastir (Tunisie), et ont fait l’objet d’une publication dans le journal Organic and Biomolecular 

Chemistry en 2017, en tant que co-premiers auteurs (Hasan Mtiraoui, Kevin Renault, Morgane 
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Sanselme, Moncef Msaddek, Pierre-Yves Renard, Cyrille Sabot Org. Biomol. Chem 2017 15, 3060-

3068). 

1.2. Article 4 : Metal-free oxidative ring contraction of 

benzodiazepinones: an entry to quinoxalinone
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En plus des résultats présents dans l’article 4, la viabilité de notre méthodologie a été testée sur des 

dérivés de benzodiazépin-2-ones présentant en position 1 d’autres groupements qu’un hydrogène ou 

méthyle. La benzodiazépin-2-one 147A portant une fonction nitro en position 8 fut choisie pour 

diversification, suite au bon rendement (74%) obtenu lors de la contraction de cycle. Ainsi, 

l’incorporation d’un groupement benzyle ou ester éthylique a pu être réalisé , conduisant à la 

formation des composés 149 et 151 avec des rendements respectifs de 48 et 61%. Ces composés ont 

ensuite été utilisés pour la synthèse de quinoxalin-2(1H)-ones via la réaction de contraction de cycle 

développée dans le cadre de l’article 4. Toutefois, une faible diminution des rendements a été 

observée puisque l’on obtient respectivement 48 et 51% de rendement  pour les composés 150 et 

152. Cependant, la réaction avec le dérivé 153 comportant une fonction ester de tert-butyle a 

échoué, probablement suite à une réaction d’hydrolyse de l’ester en présence du bromure 

d’hydrogène généré au cours de la réaction (Schéma 112). En conclusion, cette étude montre qu’une 

fonction ester est compatible avec les conditions de synthèse de la quinoxalinone. Cet ester, une fois 

hydrolysé, pourrait servir de point d’ancrage dans l’optique de la préparation de photomarqueurs 

d’affinité fluorogéniques fonctionnalisables, étude qui sera abordée par la suite (cf. partie 2.5, pages 

203). 

 

Schéma 112 : Synthèse de dérivés de quinoxalin-2(1H)-ones substituées en position 1 par contraction de cycle 

Disposant d’un certain nombre de quinoxalin-2(1H)-ones en main, leurs propriétés photophysiques 

ont été examinées en détail par la suite. 
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2. Développement de nouvelles quinoxalin-2(1H)-ones 
fluorescentes et application à la détection in vitro du sulfure 

d’hydrogène  
2.1. Présentation de la stratégie de synthèse mise en œuvre  

La synthèse des quinoxalin-2(1H)-ones par contraction de cycle oxydative nous a permis de mettre en 

évidence qu’il était nécessaire de réduire la fonction cétone en alcool correspondant afin d’avoir un 

composé fluorescent. En effet, il semblerait que la non fluorescence des dérivés cétones soit due à 

un croisement intersystème, faisant passer le composé d’un état excité singulet à un état triplet. 

(Schéma 113), cette propriété sera étudiée plus en détails au paragraphe 2.4 (page 196). 

 

Schéma 113 : Synthèse d’une quinoxalin-2(1H)-one fluorescente 

Dans cette étude différentes quinoxalinones ont été synthétisées afin d’obtenir une corrélation entre 

leur structure et leurs propriétés photophysiques. De plus, l’incorporation d’un groupement 

électrodonneur en position 7 du noyau quinoxalin-2(1H)-one, pourrait permettre d’augmenter 

significativement les propriétés de fluorescence, à l’instar de ce qui est observé avec les coumarines 

par exemple. L’incorporation d’une fonction amine a été réalisée par réduction du dérivé nitro 148 

obtenu lors de l’étude précédente en amine correspondante.  

De ces travaux, trois dérivés de quinoxalin-2(1H)-ones fluorescents ont été obtenus et étudiés. Ainsi, 

il a été possible de comprendre l’impact des différent substituants et de leurs positions sur les 

propriétés photophysiques des quinoxalin-2(1H)-ones. (Schéma 114) 

 

Schéma 114 : Structure des fluorophores obtenus de type de quinoxalin-2(1H)-one 

Ainsi le dérivé 7 amino-quinoxalin-2(1H)-one 158 présentant des valeurs de rendements quantiques 

inédites pour ce type de composé, a été utilisé dans l’élaboration d’une sonde pro fluorescente pour 

la détection sélective du sulfure d’hydrogène (Schéma 115) ; tout cela, avec un facteur d’exaltation 

de fluorescence de 72, ce qui permet une limite de détection de 1,30 M.   
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Schéma 115 : Sonde profluorescente pour la détection spécifique du sulfure d’hydrogène étudiée 

Ces travaux sur l’étude des propriétés photophysique des quinoxalin-2(1H)-ones ont fait l’objet d’une 

publication dans le journal New Journal of Chemistry en 2017 (Kévin Renault, Pierre-Yves Renard, 

Cyrille Sabot New J Chem 2017 41, 10432 – 10437).  

 

2.2. Article 5 : Photophysical properties of quinoxalin-2(1H)-ones: 

application in the preparation of an azide-based fluorogenic probe 

for the detection of hydrogen sulfide 
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Dans le but d’avoir une étude la plus complète possible, la synthèse d’autres dérivés fluorescents a 

été envisagée. Cependant, les stratégies de synthèse mises en œuvre se sont révélées infructueuses 

et n’ont pas conduit aux composés souhaités suite à une faible stabilité chimique des composés 

envisagés. Ces travaux, non publiés sont exposés ci -après. 

Nous avons voulu synthétiser un composé comportant la fonction amine, riche en électrons, en 

position 6 du noyau quinoxalin-2(1H)-one, afin de vérifier l’influence de la position de l’amine sur 

l’aromatique (position 6 versus 7) sur les propriétés photophysiques. La synthèse envisagée 

comprenait deux étapes à partir du composé 160 possédant une fonction nitro en position 6. Cette 

molécule issue de la méthodologie de synthèse précédemment décrite  (voir article 4), a été réduite 

par une hydrogénation hétérogène catalysée par le palladium sur charbon sous atmosphère 

d’hydrogène. Le produit 161 obtenu avec un rendement de 59% a été mis en réaction en présence de 

NaBH4 dans le but de réduire la fonction cétone en alcool correspondant. Néanmoins, aucune trace 

du produit attendu 162 n’a été observée, seul un mélange complexe de produits non identifiés a é té 

obtenu (Schéma 116). 

 

Schéma 116 : Tentative d’obtention du dérivé 7-aminoquinoxalin-2(1H)-one 

Afin de voir l’influence de l’alkylation en position 1, la synthèse de dérivés NH libre a ensuite été 

envisagée. Le dérivé 163 portant un groupement méthoxy en position 6 a été choisi en raison de sa 

facilité d’accès. Il a été ensuite réduit en présence de NaBH4. Toutefois, malgré les différentes 

conditions réactionnelles testées, le produit désiré 164, n’a été obtenu qu’une seule fois avec un 

rendement non reproductible de 8% (Schéma 117). De plus, le produit s’est révélé particulièrement 

instable, et ce, même lors de son stockage à – 20 °C et sous atmosphère inerte après moins de 48 

heures. 

 

Schéma 117 : Synthèse du dérivé 6-méthoxy  164 
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A la suite de ce résultat, nous nous sommes tournés vers la préparation d’un composé substitué en 

position 7 par une amine, dont l’analogue N-méthylé 158 en position 1 s’était révélé stable lors de 

l’étude précédente (cf Article 5). Malgré cela, contrairement au dérivé N-méthylé, la benzodiazépin-

2-one nitro 146 n’est pas suffisamment soluble dans les solvants de purification pour permettre la 

séparation du mélange de régioisomères par chromatographie sur gel de silice constitué du 7- et 8-

nitrobenzodiazépinone (ratio 7-nitro/8-nitro : 1:2). Nous nous sommes donc tournés vers la 

préparation de la N-benzyl-quinoxalinone 150 dont le précurseur benzodiazépinone s’est avéré 

suffisamment soluble pour pouvoir séparer le mélange de régioisomères. Une fois la N-

benzylquinoxalinone 150 en main, différentes conditions de déprotection du benzyle ont été testées 

sans succès, puisque dans la majorité des cas le produit de départ a été récupéré intact ( Schéma 

118). 

 

Schéma 118 : Tentative de déprotection de la quinoxalin-2(1H)-one 150 

Suite à ces travaux, la préparation de quinoxalin-2(1H)-ones dont l’amine en position 7 serait mono- 

ou dialkylée a été envisagée. Ceci permettrait d’une part, d’améliorer le rendement quantique mais 

également, d’offrir une solution supplémentaire pour permettre la fonctionnalisation de quinoxalin-

2(1H)-ones. 

 

2.3. Optimisation des propriétés de fluorescence de la 7-

aminoquinoxalin-2(1H)-one 

Suite à l’obtention du composé 158, présentant d’excellentes propriétés spectrales pour un dérivé de 

quinoxalin-2(1H)-ones ( F : 0,31 (DCM), 0,65 (eau), 0,88 (DMSO)), ce dernier présente une base 

solide dans le but d’obtenir des dérivés fluorescents toujours plus performants. A l’instar de ce que 

l’on peut observer avec les coumarines [69,70], une dialkylation de l’amine en position 7 pourrait 

permettre de décaler l’émission de notre composé jusqu’à 520 nm (Figure 43). Cela serait intéressant 
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puisque le composé obtenu pourrait ainsi émettre dans le vert et permettrait une utilisation de ce 

dernier pour des applications en imagerie de surface par exemple. 

 

Figure 43 : Analogie entre les propriétés spectrales des coumarines et celles des quinoxalin-2(1H)-ones. 

Suite à cette observation, une série de réactions a été réalisée à partir de la 3-benzoyl-7-

aminoquinoxalin-2(1H)-one 170, afin d’obtenir des composés dialkylés. Plusieurs types de réactions 

ont été testées comme l’utilisation d’agents alkylants puissants, ou encore les réactions de 

Mitsunobu et d’amination-réductrice. L’ensemble des conditions testées et résultats obtenus sont 

résumés dans le Schéma 119. 

 

Schéma 119 : Tentatives d’alkylation de7-aminoquinoxalin-2(1H)-ones 

Sur les sept réactions engagées, seule la réaction avec le bromoacétate de tert-butyle a permis une 

alkylation de l’amine en position 7. Cependant, seule la mono-alkylation a été observée avec un 

faible rendement de 15%. L’influence de cette modification sur les propriétés de fluorescence du 

composé a été étudiée. En effet, l’intensité de fluorescence du composé a été mesurée en l’absence , 

et en présence de NaBH4. La réduction de la cétone par NaBH4 (10 éq.) dans le tampon PBS pH 7,4, 
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0,1 M à température ambiante s’accompagne de façon concomitante avec une grande exaltation de 

fluorescence d’un facteur 110 pour le composé 171 contre un facteur de 81 pour le dérivé 7-amino 

158 (Figure 44).  
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Figure 44 : Variation de l’intensité de fluorescence du composé 171 avant et après ajout de NaBH4 (ex = 400 nm) 

Néanmoins, l’alkylation n’a entrainée aucune modification significative de la longueur d’émission 

puisque l’intensité maximale a été observée à 485 nm (contre 489 pour l’analogue non alkylé 158). 

Suite à ces observations, il est probable qu’une di -alkylation de l’amine soit nécessaire afin d’obtenir 

un effet bathochrome notable sur l’émission du composé. C’est dans cette optique qu’une tentative 

d’insertion d’une amine secondaire sur une 7-halogénoquinoxalin-2(1H)-one par SNAr a alors été 

envisagée. En effet, cette approche a été réalisée avec succès au sein du laboratoire pour la synthèse 

de sulforhodamines non symétriques[71]. Pour ce faire, la synthèse d’une quinoxalin-2(1H)-one 

substituée par un atome de fluor en position 7 a été réalisée en deux étapes à partir de la 4-fluoro-

1,2-phenylenediamine commerciale. Puis, une tentative de SNAr a été réalisée en utilisant la 

morpholine comme amine secondaire, car cette dernière est moins volatile que la diéthylamine tout 

en permettant d’améliorer l’hydrosolubilité du produit. Toutefois, même après quinze heures de 

réaction au reflux de l’acétonitrile, seul le réactif de départ a été récupéré intact (Schéma 120). 

 

Schéma 120 : Voie de synthèse pour l’insertion d’amines secondaires sur le noyau quinoxalin-2(1H)-one 
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Ne parvenant pas à obtenir de déplacement bathochrome de l’émission des quinoxalinones par 

modification du groupement donneur, l’extension de la conjugaison du fluorophore a été envisagée. 

A l’instar des coumarines, dont l’allongement de la conjugaison en position 3 rend possible la 

modulation des propriétés d’émissions[72], il serait donc possible de décaler l’émission des quinoxalin-

2(1H)-ones vers le rouge. L’approche développée ici est d’engager la fonction cétone des 3-benzoyl 

quinoxalin-2(1H)-ones dans une réaction de Horner-Wadsworth-Emmons (HWE) avec le 2-

(diethoxyphosphoryl) acetate d’éthyle. Ceci, dans le but de générer une double liaison CC possédant 

une fonction ester, qui aura pour but d’étendre la conjugaison du système. Un premier essai sur le 

composé model 145 a permis de montrer la viabilité de l’approche malgré le faible rendement de 

16%. Ce rendement a pu être amélioré à 66% par l’utilisation de la quinoxalin-2(1H)-one 148 

possédant un groupement nitro en position 7. Les produits issus des réactions de HWE sont obtenus 

sous forme d’un isomère unique non identifié. Toutefois, la réduction sélective de la fonction nitro 

en présence de l’oléfine n’a pu être réalisée. La dernière tentative a été d’utiliser la quinoxalin-2(1H)-

one 170 possédant un groupement amino en position 7. Nonobstant, de façon surprennante, la 

formation unique d’un produit non-désiré issu d’une rupture de liaison carbone -carbone a été 

observée. L’ensemble de ces réactions est résumé dans le Schéma 121. 

 

Schéma 121 : Réaction de HWE sur les 3-benzoylquinoxalin-2(1H)-ones 

En conclusion de cette partie, les modifications post-synthétiques des quinoxalin-2(1H)-ones se sont 

avérées dépendantes du substrat, ce qui a limité l’étude des relations structure -propriétés 

photophysiques de cette famille de molécules. 

Toutefois, nous avons noté que la plupart des 3-benzoylquinoxalin-2(1H)-ones préparées n’étaient 

pas fluorescentes. L’étude suivante a été réalisée afin de comprendre les propriétés électroniques 

des 3-benzoylquinoxalin-2(1H)-ones en vue de déterminer l’origine de l’absence d’émission sous 

radiation lumineuse. 

 

2.4. Les 3-benzoylquinoxalin-2(1H)-ones comme photosensibilisateur de 

dioxygène singulet 

Les 3-benzoylquinoxalin-2(1H)-ones n’étant pas fluorescentes, le retour à l’état fondamental qui a 

lieu après excitation lumineuse doit donc emprunter une voie de désexcitation non-radiative. Il en 
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existe de nombreuses (transfert d’électron ou de proton photoinduit, ICT, changement 

conformationnel …). Cependant, la voie de désexcitation la plus probable semble être due à un 

croisement intersystème. En effet, lorsqu’une molécule est excitée, elle produit un état électronique 

excité singulet (Sn). A partir de cet état excité, différents chemins de relaxation existent, comme par 

exemple le croisement intersystème vers l’état triplet Tn. Cet état triplet est responsable de diverses 

propriétés comme la phosphorescence ou encore la possibilité de générer de l e dioxygène singulet. 

En effet, le dioxygène naturellement présent à l’état triplet, passe à l’état singulet sous l’action d’une 

molécule appelée photosensibilisateur qui est excitée à l’état triplet. 

L’hypothèse selon laquelle les 3-benzoylquinoxalin-2(1H)-ones seraient capables de passer à l’état 

triplet est confortée par l’exemple de la 3-benzoyl-7-diethylamino-5-methyl-1-phenyl-1H-quinoxalin-

2-one (ChAD)[73] (Figure 45). Cette 3-benzoylquinoxalin-2(1H)-one est utilisée comme 

photosensibilisateur  pour générer de le dioxygène singulet[74] dans des réactions de polymérisation 

initiées par des radicaux libres[75] ou comme référence pour des études de photoblanchiment sur 

divers pigments[76].  

 

Figure 45 : Structure et propriétés photophysiques du ChAD 

Nous avons alors réalisé une série d’expériences afin de vérifier si nos 3-benzoylquinoxalin-2(1H)-

ones, dont les structures sont proches de celle du ChAD, étaient capables de générer de le dioxygène 

singulet à partir du dioxygène triplet. Pour ce faire, nous avons suivi la réaction entre l e dioxygène 

singulet et le diphénylbenzofurane (DPBF) [77] en mesurant la décroissance de fluorescence de ce 

dernier, le produit de cycloaddition n’étant pas fluorescent. La réaction a été amorcée par différents 

dérivés de 3-benzoylquinoxalin-2(1H)-ones, mais également avec la phénalénone qui est un 

photosensibilisateur de référence dont le rendement de formation de dioxygène singulet  (1O2) 

connu est de 0,95[78] (Schéma 122). 

 

Schéma 122 : Principe de la détection du dioxygène singulet 

La disparition de la fluorescence à 460 nm du DPBF a donc été suivie au cours du temps pour une 

excitation lumineuse à 400 nm. Il est à noter que le DPBF ainsi que tous les composés absorbent à 

cette longueur d’onde. A l’issue de cette série d’expériences,  les courbes reportées Figure 46 ont été 

obtenues.  
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Figure 46 : Etude des propriétés de photosensibilisateur des 3-benzoylquinoxalin-2(1H)-ones. Diminution de fluorescence 
du DPBF seul par photoblanchiment (en noir), en présence du photoinitiateur de référence phénalénone (en rouge), en 

présence de différentes 3-benzoyl-quinoxalin-2(1H)-ones (en bleu, vert foncé et rose). Etude réalisée dans le 

chloroforme, à 25 °C, ex = 400 nm et em = 460 nm. 

On observe bien une décroissance de fluorescence du DPBF (courbes bleue, verte et rose, Figure 46), 

ce qui confirme de façon indirecte la formation de dioxygène singulet en présence des 3-

benzoylquinoxalin-2(1H)-ones testées 155, 170 et 183. Ceci montre donc que le mécanisme de 

désexcitation non radiatif de ces composés serait dû à un croisement intersystème S1->T1. De plus, en 

calculant le coefficient directeur de ces droites et en prenant en compte le photoblanchiment naturel 

subit par le DPBF, on peut remonter à une approximation des rendements quantiques de formation 

de dioxygène singulet  (1O2) de nos composés qui sont résumés dans le Tableau 3. 

Composé  (1O2)   

phénalénone 0,95  
ChAD 0,078 
183 0,38 
155 0,13 
170 0,78 

Tableau 3 : Valeur des  (1O2)  des différent composés 

Ces valeurs sont toutefois à prendre avec beaucoup de prudence, car nous ne possédons pas le 

matériel optimal pour réaliser de telles mesures. Néanmoins, cette expérience permet de classer les 

composés du plus réactif au moins réactif. 

Cette étude a donc montrée que nos 3-benzoylquinoxalin-2(1H)-ones feraient bien intervenir un état 

électronique triplet dans leur processus de désexcitation. Le même phénomène est observé entre 

autres avec les benzophénones qui sont utilisées dans le cadre du marquage de photo-affinité ou 

photoréticulation
[79]. Nous avons alors envisagé d'utiliser les 3-benzoylquinoxalin-2(1H)-ones en tant 

que marqueur de photo-affinité fluorogénique (l’alcool obtenu après réaction du diradical étant 

fluorescent, ce qui est encore peu décrit dans la littérature, vide infra), les résultats préliminaires 

réalisés font l’objet de la partie suivante. 
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2.5. Les 3-benzoylquinoxalin-2(1H)-ones comme marqueurs de photo-

affinités 

Les réactions de marquage par photo-affinité sont très utilisées, notamment pour réaliser un lien 

covalent avec des cibles biologiques comme les protéines, ou pour mettre en évidence des 

interactions protéine-protéine[80] ou protéine – petite molécule. Ces réactions de bioconjugaison 

reposent sur l’utilisation de fonctions photo-réactives qui sont bio-orthogonales avant irradiation. 

L’irradiation entraîne alors la formation d’un motif très réactif capable de se lier  sur différentes 

positions avec une biomolécule en interaction proche avec le réactif de photomarquage . Les 

groupements les plus utilisés à cet effet sont les benzophénones, les diazirines ou encore les 

azidoaryles[81,82] (Figure 47). L’avantage de la benzophénone par rapport aux deux autres fonctions, 

est que l’intermédiaire diradicalaire obtenu après photoactivation réagit de façon dégénérée avec 

l’eau pour redonner la benzophénone, ce qui accroît sensiblement les rendements de 

photocrosslinking. 

 

Figure 47 : Structures générales et réactivités des principaux marqueurs de photo-affinités 

Une approche intéressante du marquage par photo-affinité a été étudiée par Jun-Seok Lee et al en 

2015[83], en utilisant un hybride BODIPY-benzophénone leur permettant de faire une ligation sous 

irradiation UV tout en conservant la fluorescence du motif BODIPY après marquage ( Schéma 123). 

Dans ce cas, le motif benzoyle n’est pas responsable d’un « quenching » de la fluorescence, mais 

engendre un effet batochrome sur l’émission du composé. Ainsi, après réaction un décalage 

ispochrome sur l’émission du composé est observé, ce qui permet d’évaluer qualitativement, voire 

même, quantitativement l’efficacité du photomarquage, ce qui est souvent l’étape limitante dans ces 

expériences. 

 
Schéma 123 : Hybride BODIPY-benzophenone développé par Jun-Seok Lee, pour le marque de photo-affinité

[83]
 

Cette structure hybride fluorophore-benzophénone est très intéressante puisque l’on retrouve ce 

même type de structure chez les 3-benzoylquinoxalin-2(1H)-ones. Combinées à leurs capacités à 
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passer à l’état triplet, ces dérivés de quinoxalin-2(1H)-ones seraient donc de bons candidats pour le 

marquage par photo-affinité. De plus, si le marquage s’avère réalisable , la cétone aromatique en 

position 3 responsable du croisement intersystème, serait transformée en alcool tertiaire. Cela 

signifie que l’utilisation d’une 3-benzoylquinoxalin-2(1H)-one profluorescente, permettrait peut-être 

de réaliser un photo-marquage fluorogénique (Schéma 124). 

 

Schéma 124 : Hypothèse sur une utilisation possible des 3-benzoylquinoxalin-2(1H)-ones en tant que marqueur de photo-
affinité 

Les marqueurs de photo-affinité doivent être bio-orthogonaux avant leur activation lumineuse. La 

bio-orthogonalité de la 3-benzoylquinoxalin-2(1H)-ones 183 portant un groupement méthoxy en 

position 6, a donc été vérifiée, et en particulier, avec différentes aldo-keto-réductases. Ces enzymes 

ont la capacité de réduire une large gamme d’aldéhydes et de cétones en utilisant le NADH comme 

cofacteur[84]. La réduction des 3-benzoylquinoxalin-2(1H)-ones par ces enzymes présentes dans les 

milieux biologiques investigués entrainerait un faux positif quant à la réussite du photo-marquage 

puisque l’on observerait un retour de fluorescence de la part de nos composés qui ne serait pas dû 

au photo-marquage. Ainsi des aldo-keto-réductases, venant de quatre sources différentes, ont ainsi 

été testées. On retrouve l’alcool dehydrogénase recombinant (E. coli), le AKR1C2  humaine ayant 

déjà fait ces preuves dans la réduction de cétones aromatiques[85,86], et enfin les réductases issues 

d’extraits de pommes ou de carottes[87]. De façon satisfaisante, aucune de ces réductases n’a 

provoquée la réduction de nos dérivés, puisqu’aucun retour de fluorescence n’a été observé au 

spectrofluorimètre. Suite à cette première preuve de la bio-orthogonalité des 3-benzoylquinoxalin-

2(1H)-ones envers ces réductases, les premiers tests de marquage par photo-affinité ont été réalisés 

avec la BSA, protéine connue pour présenter des interactions non spécifiques avec des dérivés 

hydrophobes. 

Les premiers tests ont été réalisés avec la 3-benzoylquinoxalin-2(1H)-ones 155 (0,5 éq.), dans le 

tampon PBS en présence d’une protéine modèle [la BSA (1 éq.)] sous irradiation UV à 380 nm 

(Rayonet® 16 x 15 W) pendant trois heures. Les premiers résultats obtenus sont encourageants 

puisqu’une faible exaltation de fluorescence est observée uniquement en présence de BSA et sous 

irradiation UV (Schéma 125).  
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Schéma 125 : Marquage de photo-affinité entre la 3-benzoylquinoxalin-2(1H)-ones 155 (15 M) et la BSA (30 M) dans le 
tampon PBS 7,4 sous activation lumineuse (Rayonet® 16 x 15 W) pendant 6 heures. Scans de fluorescence mesurés de 

380 à 700 nm, ex = 366 nm. 

 

Suite au faible retour de fluorescence observé, l’utilisation d’une 3-benzoylquinoxalin-2(1H)-one 

possédant de meilleures propriétés photophysiques permettrait d’améliorer la fluorescence post-

photo-marquage. Notre choix s’est d’abord porté sur la 3-benzoy-7-aminoquinoxalin-2(1H)-one 170. 

Cependant, ce dérivé présente une trop grande instabilité sous irradiation UV. Notre choix s’est donc 

reporté sur le dérivé 183 présentant une meilleur stabilité à l’activation lumineuse que le dérivé 170 

tout en possédant de meilleures propriétés de fluorescence que le dérivé 155 ( F de 0,19 et   de 

7200 M-1s-1 pour le composé 157 dans le tampon PBS contre  F de 0,11 et  de 5600 M-1s-1 pour le 

composé 156). Les conditions de photo-marquage ont été optimisées. Pour les nouvelles conditions 

testées, la 3-benzoylquinoxalin-2(1H)-one 183 (5 éq.), est mise en réaction dans le tampon PBS (pH 

7,4) en présence de BSA (1 éq.) sous irradiation UV à 380 nm (Rayonet® 16 x 15 W) pendant six 

heures. Avec cinq équivalents de marqueur, le marquage semble plus efficace puisque l’on observe 

un bien meilleur retour de fluorescence du photo-marquage que précédemment, avec un facteur 

d’exaltation de 21 contre 9 précédemment (Schéma 126 A). Cependant, le suivi du photo-marquage 

par évolution de l’absorption se révèle difficile, puisqu’une superpostion de l’absorption de la BSA et 

du composé 183 est observée après irradiation UV à 380 nm (Rayonet® 16 x 15 W) pendant six 

heures (Schéma 126 B). 

 

Schéma 126 : Marquage de photo-affinité entre la 3-benzoylquinoxalin-2(1H)-ones 183 (5éq.) et la BSA (30 M) dans le 
tampon PBS 7,4 sous activation lumineuse (Rayonet® 16 x 15 W) pendant 6 heures. A) Spectres de fluorescence mesurés 

de 380 à 700 nm, ex = 366 nm. B) Spectres d’absorption mesurés de 330 à 600 nm. 

Suite à ces résultats, une digestion par la chymotrypsine de la BSA a priori marquée avec la mono-

méthoxy quinoxalin-2(1H)-one 183 a été entreprise afin de confirmer, sans ambiguïté, le marquage 
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et le mécanisme de marquage. Toutefois, la masse des fragments obtenus par spectrométrie de 

masse n’a pas mis en évidence des produits de photo-marquage. Toutefois, les fragments 

traditionnellements observés pour la BSA native n’ont pas été identifiés non plus lors de la digestion 

chymotrypsique. Ceci, à la suite d’une irradiation de la BSA native en l’absence de quinoxalinone 

dans les conditions de photo-marquage (Rayonet® 16 x 15 W, 6 heures). Des recherches 

bibliographiques ont permis d’émettre l’hypothèse selon laquelle , la BSA se dégraderait sous 

irradiation UV. En effet, les travaux du groupe de Ganesan ont montré que, sous irradiation UV (150 

W, 280 nm, de 0 à 640 s), la BSA subit des dégradations qui se caractérisent par l’apparition d’une 

bande d’absorption observable à 320 nm[88]. Ainsi, le spectre d’absorption de la BSA a donc été 

mesuré avant et après excitation lumineuse. La bande caractéristique à 320 nm apparait, ce qui 

signifie que la BSA subit des dégradations durant le marquage , ce qui limite ainsi l’analyse de 

fragments connus de la BSA en spectrométrie de masse après digestion chymotrypsique (Figure 48). 

 

Figure 48 : Dégradation de la BSA sous irradiation UV. A) Figure directement extraite de l’article[88]. B) Mesures réalisées 

au sein du laboratoire. 

De ces observations, il ressort que la source lumineuse utilisée dans le cadre de ce projet est trop 

puissante pour les protéines comme la BSA. Néanmoins, afin de vérifier la compatibilité de nos 

molécules aux radiations lumineuses, nous avons alors envisagé une approche intermédiaire de 

photo-ligation chimiosélective. En effet, il a été montré que des dérivés de benzophénones ou de 

benzaldéhydes substitués en ortho par un groupement méthyle, peuvent réaliser sous excitation 

lumineuse, des cycloaddition [4+2] avec des alcènes appauvris en électrons tels que les 

maléimides[89] ou les cyclohéxènones[90]. Cette approche a même été utilisée pour la modification de 

peptides[91]. Il a donc été envisagé de réaliser ce même type de réaction avec une 3-

benzoyquinoxalin-2(1H)-one possédant un méthyle en ortho de la cétone aromatique. En addition du 

marquage covalent, cette approche devrait également permettre d’obtenir un retour de 

fluorescence à l’issue de la ligation (Schéma 127). 
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Schéma 127 : Réaction de photo cycloaddition 4+2 connue et envisagée avec les maléimides 

La synthèse de la quinoxalin-2(1H)-one méthylée 185 a donc été synthètisée en 4 étapes à partir de 

l’ortho-méthylacétophénone 186 commerciale. La stratégie de synthèse repose sur l’obtention d’une 

benzodiazépin-2-one comportant le groupement convenablement positionné afin de donner, après 

l’étape de contraction de cycle, la quinoxalin-2(1H)-one méthylée 185 (Schéma 128). 

 

Schéma 128 : Voie de synthèse de la quinoxalin-2(1H)-one méthylé 185 

Après l’obtention du produit désiré, la réaction de photo-ligation avec le maléimide (5 éq.) a été 

testée sous irradiation UV à 380 nm (Rayonet® 8 x 15 W) pendant dix minutes ou deux heures , 

respectivement, dans le toluène ou dans un mélange ACN/eau (3:1, v/v) à une concentration de 0,04 

M. Pour valider le résultat obtenu avec la quinoxalinone 185, nous avons réalisé en parallèle une 

réaction contrôle décrite entre l’ortho-benzophénone et le maléimide [89]. Cependant, que ce soit 

dans le cas de notre composé 185 ou du composé référence, seuls les réactifs ont été récupérés. Cela 

montre une nouvelle fois que la source lumineuse utilisée n’est pas adaptée à la réaction. Les travaux 

d’investigation de cette réaction de ligation photo-induite profluorescente feront l’objet d’une 

nouvelle thèse au laboratoire (thèse de Madeleine Cauwel 2018-2021, financement région 

Normandie). 
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3. Conclusion et perspectives 

Dans ce chapitre, une nouvelle méthodologie d’accès au 3-benzoylquinoxalin-2(1H)-ones a été 

découverte en collaboration avec le Dr. Hasan Mtiraoui (Université de Monsatir, Pr. Msaddeck). De 

cette méthodologie, une dizaine de quinoxalino-2(1H)-ones a pu être obtenue avec des rendements 

compris entre 40 et 82%.  

Suite à ces travaux, il a été observé qu’une réduction de la cétone aromatique en position 3 

conduisait à la formation de composés fluorescents lorsque ceux-ci sont substitués par des 

groupements électrodonneurs en position 6 ou 7. Ainsi, trois nouveaux composés fluorescents ont 

pu être obtenus. De ces trois composés, la 7-aminoquinoxalin-2(1H)-one 158 se détache des autres 

en affichant un rendement quantique sans précédent pour cette famille de composés (jusqu’à 0,80 

dans le DMSO). Les caractéristiques de ce composé ont donc été exploitées pour la synthèse et 

l’évaluation in vitro d’une sonde profluorescente pour la détection du sulfure d’hydrogène (Schéma 

129).  

 

Schéma 129 : Résumé de la méthodologie d’accès aux 3-benzoylquinoxalin-2(1H)-ones, de la synthèse de composés 

fluorescents ainsi que leur application 

Par la suite, des tentatives de modifications structurelles des quinoxalin-2(1H)-ones ont été réalisées 

dans le but d’optimiser d’avantage leurs propriétés photophysiques en termes de longueurs d’ondes 

d’absorption/d’émission ou de rendements quantiques. Malheureusement, aucune s modifications 

pertinentes n’ont pu être réalisées, le noyau quinoxalin-2(1H)-one ne se montrant pas suffisamment 

réactif. 

Ensuite, la raison pour laquelle les 3-benzoylquinoxalin-2(1H)-ones ne sont pas fluorescentes 

(croisement intersystème vers l’état triplet) a pu être démontrée par une série d’expériences 

impliquant la mise en évidence de la conversion du dioxygène triplet en dioxygène singulet. Cette 

conversion interne a alors été exploitée pour du marquage de photo-affinité. Les résultats obtenus 

dans ce contexte sont prometteurs, bien qu’une optimisation de la source lumineuse utilisée soit 

nécessaire lors d’expériences futures afin de limiter la dégradation de la cible biologique (BSA). Par 

exemple, l’utilisation d’une source lumineuse beaucoup moins puissante de type DEL  (diode 

électroluminescente) ou DEL noire devrait rendre possible le photo-marquage sans dégradation. De 
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plus, l’incorporation d’un ester en position 1 ou sur l’amine en position 7 des quinoxalin-2(1H)-ones, 

permettrait d’avoir un point d’encrage sur la quinoxalin-2(1H)-one pour attacher, à terme par 

exemple, un ligand de la cible biologique. Cela permettrait de réaliser des expériences de « fishing », 

et donc d’évaluer l’interaction de petites molécules avec des biomolécules . Le caractère 

profluorescent du composé de photomarquage d’affinité apporterait une aide substantielle pour la 

purification et l’identification des composés photo-pontés (Schéma 130). 

 

Schéma 130 : Perspective de « fishing » par photomarquage via l’utilisation d’un ligand 
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I. Conclusion 

L’objectif initial de ces travaux était de développer de nouvelles réactions de ligations 

chimiosélectives biocompatibles afin de pallier les limites des réactions actuelles. Parmi ces 

limitations, on retrouve leur réversibilité ou le manque de sélectivité conduisant parfois à la 

formation de multiples isomères. 

Une première étude des propriétés photophysiques de la ligation de Kondrat’eva a mis en évidence 

son caractère fluorogénique, avec une émission dans le vert à 520 nm à pH physiologique. Ce 

phénomène a été exploité pour le développement d’une biosonde pour la détection et le suivi de 

l’activité enzymatique de l’urokinase mais également pour la préparation d’une sonde 

azaphthalimide-tétrazine permettant le suivi cinétique de réactions bio-orthogonales (Schéma 131). 

 

Schéma 131 : Principe de la ligation fluorogénique basée sur la réaction de Kondrat’eva. 

Cette dernière approche a inspiré la synthèse d’une  sonde fluorogénique analogue plus performante 

via le remplacement de l’azaphthalimide par la fluorescéine. Cette sonde 66 a permis de réaliser le 

criblage de différentes molécules énolisables à pH physiologique, susceptibles de réagir avec la 

tétrazine. De cette étude, il en est ressorti un partenaire en particulier, il s’agit de l’édaravone qui est 

un composé faisant parti de la famille des pyrazolones. Un deuxième criblage a été réalisé afin 

d’établir une relation entre la structure et la réactivité des différentes pyrazolones étudiées. Cette 

étude a également permis de trouver une structure de pyrazolone à la fois réactive et comportant un 

point de fonctionnalisation pour la bioconjugaison. D’un point de vue mécanistique, il semblerait que 

la pyrazolone réagisse d’une manière assez singulière avec la tétrazine, via une première addition de 

Michael. Ensuite, trois autres équivalents de pyrazolones réagissent à leur tour, afin d’incorporer 

deux pyrazolones identiques en lieu et place de la tétrazine de départ. Cette réaction se révèle 

intéressante puisqu’elle est chimiosélective et ne forme qu’une seule molécule à l’issue de la ligation, 

évitant ainsi les mélanges d’isomères habituellement observés dans l’iEDDA. L’utilité de cette 

approche a été illustrée pour optimiser le marquage par fluorescence du lysozyme humain, qui est 

une protéine dont la fonctionnalisation est réputée difficile (Schéma 132). 

 

Schéma 132 : Marquage chimiosélectif et fluorescent du lysozyme humain 
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Ce mécanisme d’addition de Michael de la pyrazolone a été étudié sur d’autres systèmes conjugués 

afin de mettre au point une autre réaction biocompatible. Parmi les différents systèmes étudiés, l a N-

diméthylamino-mérocyanine 99 s’est montrée particulièrement intéressante de par sa stabilité aux 

biomolécules. Toutefois, la réaction entre cet accepteur de Michael et la pyrazolone ainsi que la 

stabilité du produit formé, se sont avérés trop dépendantes du substrat pour pouvoir établir une 

stratégie générale de ligation. Ce projet a donc été abandonné, mais les connaissances acquises lors 

de cette étude, ont conduit au développement d’une sonde profluorescente et hydrosoluble pour la 

détection spécifique de biothiols (Schéma 133). Cette sonde permet de détecter les biothiols d’un pH 

physiologique jusqu’à un pH modérément acide (pH 5), avec des exaltations de fluorescence allant 

d’un facteur 15 jusqu’à 45. 

 

Schéma 133 : Sonde profluorescente pour la détection spécifique de biothiols basée sur un pigment pyrazolone 

En parallèle de ces travaux de développement de nouvelles ligations, une nouvelle méthodologie 

d’accès aux 3-benzoylquinoxalin-2(1H)-ones a été découverte en collaboration avec le Dr. Hasan 

Mtiraoui (Université de Monsatir, Pr. Msaddeck). De cette approche, une dizaine de quinoxalino-

2(1H)-ones a pu être obtenue avec des rendements compris entre 40 et 82%. Suite à ces travaux, il a 

été observé qu’une réduction de la cétone aromatique en position 3, en alcool correspondant, 

conduisait à la formation de composés fluorescents lorsque ceux -ci étaient substitués par des 

groupements électrodonneurs en position 6 ou 7. Ainsi, trois nouveaux composés fluorescents ont 

pu être obtenus. De ces trois composés, la 7-aminoquinoxalin-2(1H)-one 158 se détache des autres 

en affichant un rendement quantique sans précédent pour cette famille de composés (jusqu’à 0,80 

dans le DMSO). Les caractéristiques optiques de ce composé ont donc été exploitées pour la 

synthèse et l’évaluation in vitro d’une sonde profluorescente pour la détection du sulfure 

d’hydrogène (Schéma 134).  

 

Schéma 134 : Résumé des synthèses des différentes quinoxalin-2(1H)-ones fluorescentes 
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II.   Perspectives 

Lors de ce doctorat deux nouvelles ligations chimiosélectives ont été étudiées,  il s’agit de la réaction 

de Kondrat’eva ainsi que la conjugaison pyrazolone-tétrazine. La ligation de Kondrat’eva est 

compatible avec la tétrazine et orthogonale à la CuAAC. On peut donc envisager la préparation d’un 

réactif hétérotrifonctionnel basé sur les fonctions maléimides, tétrazines, et alcynes pouvant réagir 

chimiosélectivement et respectivement avec l’oxazole (Diels-Alder), la pyrazolone (addition de 

Michael) et l’azoture (cycloaddition 1,3 dipolaire). Pour cela, il faudra vérifier , en amont, la 

compatibilité entre le maléimide et la pyrazolone. Si tel n’est pas le cas, il faudra donc faire la 

conjugaison oxazole-maléimide en premier lieu (Schéma 135). 

Ce réactif devrait avantageusement conduire après une triple conjugaison, à la formation d’un 

produit unique. 

 

Schéma 135 : Perspective d’un réactif hétérotrifonctionel basé sur les ligations Kondrat’eva et tétrazine-pyrazolone 
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I General remarks: 

 
TLC were carried out on Merck DC Kieselgel 60 F-254 aluminium sheets. The spots were visualized by 

illumination with UV lamp (254 and 365 nm) and/or staining with a phosphomolybdic acid or KMnO4 

solution. Flash-column chromatography purifications were performed on Geduran® Si 60 silica gel 

(40-63 μm) from Merck. All chemicals were used as received from commercial sources without 

further purification unless otherwise stated. All solvents were dried following standard procedures: 

CH2Cl2, CH3CN, triethylamine: distillation over CaH2; DMF, NMP, MeOH, EtOH and Xylene: dried over 

3Å MS; THF: distillation over Na/benzophenone. Anhydrous DMF was obtained from Carlo Erba-SdS 

or Fisher Scientific and stored over 3Å molecular sieves. Peptide synthesis -grade DIEA, NMP and 

piperidine were purchased from Iris Biotech GmbH. Triethylamine (TEA) was distilled over KOH and 

stored over KOH. Urokinase (uPA) from human urine (500 U/mg protein, lyophilized form), DT 

Diaphorase human, Nitroreductase from E. Coli from Helix pomatiav (24954 U/g) and alcohol 

dehydrogenase recombinant from E. coli (500 U/mL) provided by Sigma Aldrich. Human AKR1C2 

protein (100 U/mg) provided by Sino Biological Inc.. The HPLC gradient grade acetonitrile (CH3CN) 

were obtained from VWR. Aq. buffers (phosphate buffered saline (PBS, 100 mM phosphate + 150 

mM NaCl, pH 7.4), NaOAc, NaHCO3, ...) and aq. mobile-phases for HPLC were prepared using water 

purified with a Milli-Q system (purified to 18.2 MW.cm). Triethylammonium acetate (TEAA, 2.0 M) 

and triethylammonium bicarbonate (TEAB, 1.0 M) buffers were prepared from distilled triethylamine 

and glacial acetic acid or CO2 gas.  

 

1 Instruments and methods: 

The synthesis of peptides were carried out on an Applied BioSystems 433A synthesizer using the 

standard Fmoc/tBu chemistry1. 1H- and 13C-NMR spectra were recorded either on a Bruker DPX 300 

spectrometer. Chemical shifts are expressed in parts per million (ppm) from the residual non -

deuterated solvent signal2. J values are expressed in Hz. Infrared (IR) spectra were recorded with a 

universal ATR sampling accessory on a Perkin Elmer FT-IR Spectrum 100 spectrometer. Analytical 

HPLC were performed on a Thermo Scientific Surveyor Plus instrument equipped with a PDA 

detector. Semi-preparative HPLC were performed on a Thermo Scientific SPECTRASYSTEM liquid 

chromatography System (P4000) equipped with a UV-visible 2000 detector. Automated flash 

purifications on RP-C18 cartridges were performed with a Interchim ® puriflash 430 system. HRMS 

analyses were performed on a LCT Premier XE benchtop orthogonal acceleration time-of-flight (oa-

TOF) mass spectrometer (Waters Micromass) equipped with an electrospray source and in the 

positive and negative modes (ESI+/-). ESI low resolution mass spectra were obtained either with a 

Finnigan LCQ Advantage MAX (ion trap) apparatus. The photoreactions at 380 nm were performed 

with a Rayonet® reactor RPR-100 (Southern New England Ultra Violet company) equipped with 8 

lamps (8 x 15 W). UV-visible spectra were obtained on a Varian Cary 50 scan spectrophotometer by 

using either a rectangular quartz cell (Varian, standard cell, Open Top, light path: 10 × 10 mm, 

                                                                 
1
 G. B. Fields, R. L. Noble, Int. J. Pept. Protein Res. 2009, 35, 161–214. 

2
 G. R. Fulmer, A. J. M. Miller, N. H. Sherden, H. E. Gottlieb, A. Nudelman, B. M. Stoltz, J. E. Bercaw, K. I. Goldberg, Organometallics 2010, 

29, 2176–2179. 
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chamber volume: 3.5 mL) or a quartz micro cell (Hellma, 108.002-QS, light path: 10 mm, volume 

chamber: 500 μL). Fluorescence spectroscopic studies (emission/excitation spectra/kinetic) were 

performed with a Varian Cary Eclipse spectrophotometer with a semi-micro quartz fluorescence cell 

(Hellma, 104F-QS, light path: 10 × 4 mm, chamber volume: 1400 μL, Chamber volume 3.5 mL for all 

other studies) for quantum yield determination or an ultra-micro quartz fluorescence cell (Hellma, 

105.251-QS, light path: 3 × 3 mm, chamber volume: 45 μL) for enzymatic assays, or a semi-micro 

quartz fluorescence cell (Hellma, 104F-QS, light path: 10 × 4 mm, chamber volume: 3.5 mL) for all 

other studies. Cary Eclispe Microplate reader was used for screening studies (96 wells plate, chamber 

volume: 200 L). Emission spectra were recorded under the same conditions after excitation at the 

corresponding wavelength (excitation and emission filters: auto, excitation and emission slit = 5 nm). 

The following equation was used to determine the relative fluorescence quantum yield:  

 F(x) = (AS/AX)(FX/FS)(nX/nS)2 F(s) 

Where A is the absorbance (in the range 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, 1.333 for water, 1.362 for EtOH, 1.497 for toluene, 1.424 for CH2Cl2, 1.344 for MeCN, 

1.407 for THF, 1.328 for MeOH, 1.431 for DMF, and 1.478 for DMSO and the following standard were 

used for QY calculation. 

 
Standard Standard QY Excitation 

Anthracene3 EtOH 0.27 366 nm 
Lucifer Yellow4 Water 0.21 430 nm 

Fluorescein3 NaOH 0.1 M 0.95 470 nm 
R6G3 EtOH 0.94 500 nm 

 
 

2 High- and low-pressure liquid chromatography separations:  

2.1. High-pressure liquid chromatography separations for reaction  monitoring: 

 
 
System QC was used for analytical experiments. RP-HPLC (Thermo Hypersyl GOLD C18 column, 5 µm, 

2.1 x 100 mm) with ACN and 0.1% aq. trifluoroacetic acid (aq. TFA, 0.1%, pH 2.0) 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.  

 

 

2.2. Semi-preparative high -pressure liquid chromatography and low pressure 

liquid chromatography (with a Interchim® flash purification system) for 
purification steps: 

 

                                                                 
3
 A. M. Brouwer, Pure Appl. Chem. 2011, 83, DOI 10.1351/PAC-REP-10-09-31. 

4
 P. A. Peixoto, A. Boulangé, M. Ba ll, B. Naudin, T. Al le, P. Cosette, P. Karuso, X. Franck, J. Am. Chem. Soc. 2014, 136, 15248–

15256. 
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System A:  RP-HPLC (Varian Kromasil C18 column, 10 µm, 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 selected according to the compound absorption maximum. 

System B:  RP-HPLC (Varian Kromasil C18 column, 10 µm, 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 15 mL/min. UV-vis wavelength used for the 

detection was selected according to the compound absorption maximum. 

System C:  RP-HPLC (Varian Kromasil C18 column, 10 µm, 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 100% (30 min) of ACN] at a flow rate of 15 mL/min. UV-vis wavelength used for the 
detection was selected according to the compound absorption maximum. 
System D: Automated-flash chromatography (Biotage®SNAP cartridge KP-C18-HS, 120 g) with CH3CN 

and aq. TFA, 0.1% as eluents [100% TFA (5 min) then linear gradient from 0% to 100% (100 min) of 

CH3CN] at a flow rate of 40.0 mL/min. UV detection was achieved at 254 nm. 

 

II. Unpublished experimental data 

1 In vitro enzymatic assays - fluorescence bioassays and Photo-cross-

linking experiments 

General procedure for in vitro peptide cleavage by Urokinase Plasminogen 
A 100 M solution of fluorogenic probe was prepared in PBS (45 mL, 0.1 M pH 7.4) and transferred 

into the ultra-micro quartz cell. uPA solution (10 L, 1.2 U, 25 g in 100 L of buffer: 500 mm Tris·HCl 
+ 1.0 M NaCl + 1% PEG 6000 + 2.0 M mannitol) was added, and the resulting mixture was incubated 
at 37.5 8C for 30 min. After excitation at the desired wavelength, the fluorescence emission 
(depending of the fluorophore selected for the application) was monitored over time, with 
measurements recorded every 1 s.  
 
General procedure for in vitro cleavage by Pig Liver Esterase (PLE) 

1.25 mL of a 10 μM solution of propyrazolone 90 and 2.5 M aof probe 66 in PB buffer (100 mM, pH 
7.4) was prepared and transferred into the semi-micro quartz fluorescence cell. 10 μL (10 U) of PLE 
solution in deionized water was added and the resulting mixture was incubated at 37.5 °C. After 
excitation at desired wavelength (depending of the fluorophore selected for the application), the 
fluorescence emission at the desired wavelength was monitored over time with measurements 
recorded every 1 s. 
 
General procedure for in vitro cleavage by Nitroreductase from E. Coli 
A 10.0 μM solution of propyrazolone 92 and probe 66 containing 500 μM of NADH (adding 5 μL of 
140 mM solution of NADH in water) was prepared in 1.25 mL of PB and transferred into the semi-
micro quartz fluorescence cell. The resulting mixture was incubated at 37.5 °C. After excitation at 
desired wavelength (depending of the fluorophore selected for the application), the fluorescence 
emission at the desired wavelength was monitored over time with measurements recorded every 1 
s. The fluorescence emission monitoring was achieved during 60 sec, then 10 μL of NTR solution (1 
μg) corresponding to a final concentration of 10 μg/mL), was added and the recording of 
fluorescence emission was restarted. 
 
General procedure for keto-reductases in vitro orthogonality evaluation  
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A 10.0 μM solution of 3-benzoylquinoxalin-2(1H)-ones 183 containing 500 μM of NADH (adding 5 μL 
of 140 mM solution of NADH in water) was prepared in 1.25 mL of PBS and transferred into the semi-
micro quartz fluorescence cell. The resulting mixture was incubated at 37.5 °C. After excitation at 
desired wavelength (depending of the fluorophore selected for the application), the fluorescence 
emission at the desired wavelength was monitored over time with measurements recorded every 1 
s. The fluorescence emission monitoring was achieved during 60 sec, then 10 μL of enzyme solution 
(1 U, alcohol dehydrogenase recombinant from E. coli or human AKR1C2) corresponding to a final 
concentration of 10 μg/mL), was added and the recording of fluorescence emission was restarted. 
 
General procedure for Photo-cross-linking experiments 

To a solution of BSA (30 M, in 1 mL PBS buffer 0.1 M, pH 7.4) was 2 L of solution of 3-
benzoylquinoxalin-2(1H)-ones 155 or 183 (0.025 M in DMSO, 0.5 equiv.). The mixture was irradiated 
at 380 nm (Rayonet® 16 x 15 W) during 6 hours. The reactions were followed by fluorescence with 

fluorimeter (ex = 366 nm).  
 

To a solution of BSA (30 M, in 1 mL PBS buffer 0.1 M, pH 7.4) was 2 L of solution of 3-
benzoylquinoxalin-2(1H)-ones 155 or 183 (0.25 M in DMSO, 5 equiv.). The mixture was irradiated at 
380 nm (Rayonet® 16 x 15 W) during 6 hours. The reactions were followed by fluorescence with 

fluorimeter (ex = 366 nm).  
 
 

2 Unpublished synthesized compounds  

To a solution of 6-benzyl-7-methoxy-2,4-dimethyl-1H-pyrrolo[3,4-

c]pyridine-1,3(2H)-dione 1 (30 mg, 0.106 mmol, 1 equiv.) in dry DMF (2 

mL), was added methyl iodide (7.3 L, 0.12 mmol, 1.1 equiv) and K2CO3 

(16.6 mg, 0.12 mmol, 1.1 equiv). The resulting reaction mixture was stirred 

at r. t. for 5 h. The resulting solution was diluted with EtOAc and washed 

with water, dried over MgSO4, and the organic layer was concentrated under reduced pressure. The 

crude product was purified by flash-column chromatography (silica gel, cyclohexane/EtOAc 90:10, 

v/v). The product was recovered as yellow powder (26 mg, 0.088 mmol, 83%) . 

Mp : 89 °C  

IR (neat): 3033, 2920, 2860, 1703, 1456, 1431, 1375, 1259, 1226, 1125, 1103, 969, 878, 852.   

1H (300 MHz, CDCl3) δ 7.33 – 7.05 (m, 5H, e, f and g), 4.24 (s, 2H, d), 3.99 (s, 3H, c), 3.11 (s, 3H, a), 

2.80 (s, 3H, b). 

13C (75 MHz, CDCl3) δ 168.22, 165.75, 162.28, 149.69, 148.53, 138.43, 129.15, 129.15, 128.56, 128.56, 

126.61, 126.20, 122.07, 62.91, 40.29, 24.23, 20.61. 

HRMS (ESI) exact mass calcd for C17H16N2O3 m/z 296.1161 found m/z 297.1246 [M +H]+ 
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The ethyl 3-(5-ethoxy-2-methyloxazol-4-yl)propanoate 13 was prepared 

using diethyl 2-acetamidopentanedioate 12 (586 mg, 2.39 mmol), CaO (670 

mg, 11.95 mmol, 5 equiv.), Celite® (120 mg, 20% by weight relatively to the 

starting aminoester) and P2O5 (1.36 g, 9.6 mmol, 4 equiv.) in dry CHCl3 (10 

mL). The resulting mixture was heated during 3 h at 75 °C and then was 

hydrolyzed by a solution of sat. aq. NaHCO3. The crude product was finally purified by 

chromatography on silica gel (AcOEt/CH2Cl2 5:95, v/v, Rf = 0.3), to give the product as a yellow oil 

(323 mg, 1.42 mmol, 90%). 

Mp = oil 

IR (neat): 2981, 1733, 1678, 1588, 1443, 1377, 1256. 

1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 4.10 (q, J = 7.2 Hz, 2H, a); 4.09 (q, J = 7.1 Hz, 2H, f); 2.68-2.63 (m, 2H); 

2.59-2.53 (m, 2H); 2.27 (s, 3H, c); 1.32 (t, J = 7.2 Hz, 3H, b); 1.21 (t, J = 7.1 Hz, 3H, g). 

13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 184.5, 172.3, 159.4, 155.0, 63.2, 60.8, 29.4, 29.1, 24.2, 14.3, 14.0. 

HRMS (ESI+): Calc. for C11H18NO4 m/z 228.1236 [M+H]+; found m/z 228.1233. 

 

To a solution of methyl 3-(5-ethoxy-2-methyloxazol-4-yl)propanoate 13 (182 

mg, 0.80 mmol) dissolved in a mixture of THF/water (5:1, 2 mL:0.4 mL) under 

inert atmosphere was added lithium hydroxide (77 mg, 3.2 mmol, 4 equiv.). The 

resulting mixture was heated at 70°C during 3h. The reaction was monitored by 

TLC for consumption of the starting material. The solution was then allowed to 

cool at room temperature and acetic acid was added (0.37 mL, 6.4 mmol, 8 equiv.). The reaction 

mixture was stirred for one more hour under inert atmosphere  at room temperature. The solution 

was concentrated under reduced pressure. AcOEt (10 mL) was added to the crude mixture and this 

solution was filtered over Celite® and finally concentrated under reduced pressure. The crude 

product was co-evaporated with some toluene to remove the excess of acetic acid and was used 

without further purification. The desired product was obtained as a pale yellow solid ( 143 mg, 0.72 

mmol, 90%). 

Mp = 66-68°C. 

IR (neat): 2927, 1721, 1684, 1571, 1417, 1377, 1287, 1266, 1234, 1181, 1173, 1082, 1014. 

1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 4.14 (q, J = 7.2 Hz, 2H, a), 2.65-2.59 (m, 2H), 2.47-2.41 (m, 2H), 2.29 (s, 
3H, c), 1.34 (t, J = 7.1 Hz, 3H, b). 
13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 180.2, 155.1, 154.5, 117.0, 71.8, 36.8, 22.2, 15.3, 13.8. 

MS (ESI-): Calc. for C11H18NO4 m/z 198.08 [M-H]-; found m/z 198.13. 

 

To a solution of 3-(5-ethoxy-2-methyloxazol-4-yl)propanoic acid 14 (50.0 

mg, 0.251 mmol, 1 equiv.) in NMP (1.72 mL) was successively added the N-

methyl-maleimide (70.0 mg, 0.627 mmol, 2.5 equiv.), and TFA (64 L, 0.8 
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mmol, 3 equiv.). The reaction was at room temperature for 2 h. After completion, the crude product 

was diluted with aq 0.1% TFA and purified by semi-preparative RP-HPLC (system A). The product-

containing fractions were lyophilized to give the product (56.8 mg, 0.216 mmol, 86%) as a yellow 

amorphous powder. 

Mp: 173 °C. 

IR (neat cm-1) 3427, 2920, 2847, 2533, 1767, 1660, 1424, 1304, 1253, 1239, 1215, 1127, 975, 934, 

898.  

1H NMR (300 MHz, MeOD) δ 3.17 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 3.07 (s, 3H, a), 2.78 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 2.67 (s, 3H, 

b). 

13C NMR (75 MHz, MeOD) δ 176.68, 169.39, 168.50, 159.01, 146.57, 146.44, 122.34, 122.20, 32.06, 

28.34, 23.88, 16.60. 

HRMS (ESI) exact mass calcd for C12H11N2O5 m/z 263.0668 found m/z 263.0656 [M -H]- 

 

To a solution of commercial ethyl acetyl-L-tyrosinate 16 (1.454 g, 

6.2 mmol, 1 equiv.) in dry DMF (7.2 mL), was added K2CO3 (1.5 g, 

12.4 mmol, 2 equiv). The resulting reaction mixture was stirred at 

room temperature for 30 min after addition of methyl 

iodoacetate (1.17 mL, 12.4 mmol, 2 equiv). The reaction mixture was stirred at room temperature for 

12 h. The solution was diluted with EtOAc (30 mL) and washed with water (5 × 50 mL), dried over 

MgSO4, and the organic layer was concentrated under reduced pressure.  The crude product was 

purified by flash-column chromatography (silica gel, cyclohexane/EtOAc 50: 50, v/v). The product was 

recovered as white amorphous powder (1.095 g, 3.78 mmol, 61%). 

Mp: 56 °C 

IR (neat): 3312, 1736, 1635, 1514, 1374, 1294, 1225, 1198, 1138, 1077, 1006, 862.  

1H (300 MHz, CDCl3) δ 7.02 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 6.82 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 5.94 (d, J = 7.5 Hz, 1H, d), 

4.81 (dt, J = 7.8, 5.7 Hz, 1H, e), 4.60 (s, 2H), 4.16 (tt, J = 7.2, 3.7 Hz, 2H, a), 3.80 (s, 3H, j), 3.06 

(dd, J = 5.7, 1.8 Hz, 2H), 1.98 (s, 3H, c), 1.24 (t, J = 7.2 Hz, 2H, b). 

13C (75 MHz, CDCl3) δ 171.68, 169.73, 169.27, 156.78, 130.32, 129.23, 114.54, 65.19, 61.29, 

53.24, 52.09, 36.90, 22.86, 14.00. 

HRMS (ESI) exact mass calcd for C16H22NO6 m/z 324.1447 found m/z 324.1459 [M +H]+ 

 

To a solution of ethyl (S)-2-acetamido-3-(4-(2-methoxy-2-

oxoethoxy)phenyl)propanoate 17 (500 g, 1.54 mmol, 1 equiv.) in 

dry toluene (5 mL), was added POCl3 (187 L, 2.01  mmol, 1.3 

equiv). The resulting reaction mixture was stirred at 80 °C for 4 h 
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30. After completion, the solution was added dropwise in a saturated solution of NaHCO3 (50 mL), 

extracted three times with AcOEt (25 mL), dried over MgSO4, and the organic layer was concentrated 

under reduced pressure. The crude product was purified by flash-column chromatography (silica gel, 

cyclohexane/EtOAc 50: 50, v/v), to afford the corresponding oxazole as a pale yellow oil (454.2 mg,  

1.49 mmol, 97%). 

Mp: oil 

IR (neat): 2993, 2955, 1760, 1669, 1612, 1586, 1510, 1438, 1375, 1348, 1269, 1204, 1176, 1085, 

1022, 953, 909.  

1H (300 MHz, CDCl3) δ 7.17 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 6.87 – 6.78 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 4.59 (d, J = 0.9 Hz, 

2H), 4.07 (qd, J = 7.1, 1.2 Hz, 2H, a), 3.79 (d, J = 1.4 Hz, 3H, h), 3.63 (s, 2H), 2.29 (d, J = 1.1 Hz, 

3H, c), 1.31 (td, J = 7.1, 1.2 Hz, 3H, b). 

13C (75 MHz, CDCl3) δ 169.61, 156.38, 153.98, 152.55, 132.97, 129.71, 115.96, 114.74, 70.47, 

65.59, 52.28, 30.16, 15.11, 14.40. 

HRMS (ESI) exact mass calcd for C16H20NO5 m/z 306.1341 found m/z 306.1341 [M +H]+ 

 

To a solution of methyl 2-(4-((5-ethoxy-2-methyloxazol-4-

yl)methyl)phenoxy)acetate 18 (200 mg, 0.644 mmol, 1 equiv.) in 

THF (6 mL), was added deionized water (0.91 mL) and LiOH  (31.4 

mg, 1.31 mmol, 2 equiv). The resulting reaction mixture was stirred 

at 70 °C for 3 h. After completion, the reaction mixture was cooled 

to room temperature and glacial AcOH was added (150 L, 2.62 mmol, 4 equiv). The mixture was 

stirred at room temperature for 1 h. The solution was diluted in deionized water (20 mL) and 

extracted with AcOEt (3 × 20 mL), dried over MgSO4, and the organic layer concentrated under 

reduced. The crude product was co-evaporated several times with toluene (5 × 8mL) to obtain the 

product as colorless oil (136.7 mg, 0.46 mmol, 72%). 

Mp: oil  

IR (neat): 2927, 2507, 1739, 1673, 1612, 1583, 1510, 1440, 1375, 1250, 1207, 1177, 1112, 1078, 

1013, 976, 909.  

1H (300 MHz, CDCl3) δ 11.43 (s, 1H, h), 7.13 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 6.85 – 6.73 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 4.53 (s, 

2H), 4.09 (q, J = 7.1 Hz, 2H, a), 3.65 (s, 2H), 2.33 (s, 3H, c), 1.31 (t, J = 7.1 Hz, 3H, b). 

13C (75 MHz, CDCl3) δ 171.94, 156.59, 153.94, 153.64, 132.15, 129.69, 115.42, 114.69, 70.76, 65.47, 

29.32, 15.06, 13.85. 

HRMS (ESI) exact mass calcd for C15H16NO5 m/z 290.1028 found m/z 290.1033 [M +H]+ 
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To a solution of amino ethyl cholesterol  

255,6 (123 mg, 2.86 mmol, 1 equiv.) in dry 

DCM (6 mL), was added 5-ethoxyoxazole 

10 (155 mg, 4.58 mmol, 1.6 equiv) and 

triethylamine (80 L, 5.72 mmol, 2 equiv). 

The resulting reaction mixture was stirred 

at 40 °C to completion (TLC : DCM/EtOAc 

30:70, v/v). The solution was quenched 

with a saturated solution of NH4Cl, and extracted with DCM (× 3). The combined phase was dried 

over MgSO4, and the organic layer was concentrated under reduced pressure. The crude product was 

purified by flash-column chromatography (silica gel, DCM/EtOAc 80:20; v/v DCM/EtOAc 70:30, v/v; 

DCM/EtOAc 50:50, v/v; to DCM/EtOAc 30:70, v/v) to furnish the oxazole conjugate cholesterol as a 

colorless oil (40.5 mg, 1.60 mmol, 56%). 

Mp: oil 

IR (neat cm-1) 3302, 2933, 2866, 1667, 1546, 1465, 1378, 1270, 1106, 1022, 910, 801, 731, 645  

1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 5.88 (s, 1H, i), 5.33 (d, J = 4.8 Hz, 1H, r), 4.08 (q, J = 7.1 Hz, 2H, a), 3.52 (t, 

J = 4.8 Hz, 2H), 3.46 – 3.32 (t, J = 4.8 Hz, 2H), 3.23 – 3.04 (m, 1H, l), 2.38 – 2.25 (m, 5H, c et d), 2.17 (t, 

J = 7.6 Hz, 3H, h), 2.06 – 0.76 (m, 48H), 0.67 (s, 3H, y). 

13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 173.20, 153.61, 152.47, 140.72 , 121.98, 116.83, 79.45, 70.51, 66.75, 

56.88, 56.28, 50.28, 42.45, 39.90, 39.70, 39.64, 39.22, 37.28, 36.97, 36.81, 36.31, 35.91, 32.05, 32.01, 

28.97, 28.53, 28.42, 28.36, 28.14, 25.58, 24.50, 24.41, 23.95, 22.94, 22.69, 21.19, 19.50, 18.84, 15.16, 

14.42, 11.98. 

HRMS (ESI) exact mass calcd for C41H68N2O3 m/z 652.5179 found m/z 653.5245 [M +H]+ 

 

To a solution of the 

cholesterol 5-ethoxyoxazole 

26 (6 mg, 0.092 mmol, 1 

equiv.) in NMP (63 L) was 

added the carboxylic acid-

based maleimide 276 (4.9 mg, 

0.23 mmol, 2.5 equiv.) and 

TFA (2.4 L, 0.03 mmol, 3 equiv.). The reaction was stirred for 3 h at room temperature. The solution 

was quenched with a saturated solution of NaHCO3, and extracted with DCM. The combined organic 

phase was washed with brine, dried over MgSO4, and evaporated under vacuum. The crude product 

was finally purified by chromatography on silica gel (EtOAc/DCM 80:20,  v/v; to EtOAc 100%; to 

EtOAc/MeOH 80/20, v/v), to give the product as a pale yellow solid (2.2 mg, 2.7 mol, 30%). 

                                                                 
5
 J. Biswas, S. K. Mishra, P. Kondaiah, S. Bhattacharya, Organic & Biomolecular Chemistry 2011, 9, 4600-4613. 

6 
M. Berg, S. Nozinovic, M. Engeser, A. Lützen, European Journal of Organic Chemistry 2015, 2015, 5966–5978. 

6
 A. Warnecke, I. Fichtner, D. Garmann, U. Jaehde, F. Kratz, Bioconjugate Chemistry 2004, 15, 1349–1359. 
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1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 6.04 (s, 1H, l), 5.30 (s, 1H, u), 2.69 (s, 1H, o), 2.15 (d, J = 12.6 Hz, 3H), 1.63 

– 0.74 (m, 60H), 0.67 (s, 3H, y). 

HRMS (ESI+): calcd. for C48H73N3O8Na m/z 842.5295 [M+Na]+; found m/z 842.5295 

 

A solution of the TFA salt of 1-(2-amino-ethyl)-pyrrole-2,5-dione 33 (113 mg, 0.81 

mmol, 2.2 equiv.) and dansyl chloride (100 mg, 0.37 mmol, 1.0 equiv.) were dissolved 

in DMF (6 mL). Then, DIEA (142 µL, 0.82 mmol, 2.2 equiv.) was added dropwise and 

the reaction mixture was stirred at room temperature for 2 h. After completion, the 

reaction was poured into water (60 mL) and the organic layer was extracted with 

DCM (3 × 20 mL). Combined organic layer was dried over MgSO4 and solvent were 

removed by vacuum. The crude product was purified by flash-column 

chromatography (silica gel, DCM/EtOAc 90:10, v/v). The product was recovered as 

yellow oil (97 mg, 0.26 mmol, 70%).  

1H NMR analysis was in agreement with that reported in the literature.77 

1H (300 MHz, CDCl3) δ 8.51 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 8.24 – 8.15 (m, 2H), 7.53 (ddd, J = 10.1, 8.6, 7.5 Hz, 2H, 

c et f), 7.17 (dd, J = 7.6, 0.6 Hz, 1H), 6.34 (s, 2H, k), 5.07 (t, J = 6.1 Hz, 1H), 3.53 (t, J = 5.7 Hz, 2H), 3.16 

(dd, J = 11.5, 6.0 Hz, 2H), 2.88 (s, 6H, a). 

 

A solution of freshly distilled cyclopentadiene (380 µL, 4.56 mmol, 3 equiv.) 

was dissolved in dry THF (5mL) and cooled to 0°C. Sodium hydride (60%, 

w/w in mineral oil, 182 mg, 4.56 mmol, 3 equiv.) was added in one portion 

into the reactional mixture, which became dark red. After 5 min, the homogenous mixture was 

cooled to -78 °C. Afterwards, a solution of 2-(2-(2-azidoethoxy)ethoxy)ethyl 4-

methylbenzenesulfonate (500 mg, 1.52 mmol, 1 equiv.) in dry THF (5 mL) was introduced dropwise to 

the mixture. The reaction was stirred for 1 h at -78°C, then the mixture was allowed to warm to 0 °C 

for 2 h. After completion, the mixture was filtered on a celite® plug and the flask was washed four 

times with EtOAc and DCM. The filtrate was concentrated under vacuum to give a brown solid. The 

crude product was directly purified by flash-column chromatography (silica gel, cyclohexane/EtOAc 

as gradient from 100:0 to 90:10, v/v) to afford 1-(2-(2-(2-azidoethoxy)ethoxy)ethyl)cyclopenta-1,3-

diene as a light yellow oil (227 mg, 1.02 mmol, 67%). 

Mp: oil  

IR (neat): 2924, 2865, 2099, 1745, 1709, 1442, 1346, 1284, 1110, 928, 811. 

Two inseparable isomers were observed by 1H NMR in a ratio 1:1 and are reported below:  

1H (300 MHz, CDCl3) δ 6.44 (ddq, J = 12.0, 3.1, 1.5 Hz, 3H), 6.27 (ddd, J = 5.3, 2.7, 1.4 Hz, 1H), 6.24 – 

6.19 (m, 1H), 6.11 – 6.05 (m, 1H), 3.71 – 3.59 (m, 16H), 3.38 (t, J = 5.0 Hz, 4H), 2.94 (dtd, J = 4.2, 2.9, 

1.5 Hz, 4H), 2.94 (dtd, J = 4.2, 2.9, 1.5 Hz, 4H), 2.75 – 2.63 (m, 4H), 1.66 (s, 1H), 1.34 – 1.18 (m, 1H). 

                                                                 
77
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13C (75 MHz, CDCl3) δ 146.0, 143.6, 134.7, 133.8, 132.4, 131.1, 127.7, 127.4, 77.5, 77.1, 76.7, 71.3, 

70.8, 70.7, 70.3, 70.2, 70.1, 50.7, 43.8, 41.4, 31.0, 30.3. 

HRMS (ESI) Calculated for C11H21N4O2 [M +H]+ : 241.1665 ; found : 241.1664. 

A solution of (R)-1-phenylethanol (500 mg, 4.09 mmol, 1.0 equiv.) in dry THF (15 mL, 

0.41 M) was prepared under argon atmosphere and cooled to 0 °C. PPh3 (1.180 mg, 

4.5 mmol, 1.1 equiv.) was added to the mixture, followed by DIAD (0.88 mL, 4.5 

mmol, 1.2 equiv.). The reaction was stirred for 15 min at 0 °C and 1H-pyrrole-2,5-

dione (597 mg, 6.14 mmol, 1.5 equiv.) was added to the mixture, which was stirred 

for 30 min at 0 °C, and overnight at room temperature. After completion, the solvent was removed 

under reduced pressure. The crude product was purified by flash-column chromatography (silica gel, 

cyclohexane/EtOAc 90:10, v/v) to provide the product as a yellow oil (278 mg, 1.39 mmol, 34%).  

1H NMR analysis was in agrement with previous literature.9 

1H (300 MHz, CDCl3) δ 7.43 – 7.37 (m, 2H), 7.34 – 7.21 (m, 3H), 6.61 (s, 2H, f), 5.34 (q, J = 7.4 Hz, 1H, 

d), 1.81 (d, J = 7.4 Hz, 3H, e). 

HPLC Rt = 23.9 min. 

 

To a solution of furan-2-ylmethanol  (24.5 mg, 0.25 mmol, 1.0 equiv.) in THF/H2O 

(2:1, v/v, 1 mL) was added a solution of (R)-1-(1-phenylethyl)-1H-pyrrole-2,5-

dione (50 mg, 0.25mmol, 1.0 equiv) in THF/H2O (2:1, v/v, 1 mL). The mixture was 

stirred at room temperature for 24 h. After completion, the reactional mixture 

was diluted with water (10 mL) and extracted with EtOAc (2 × 15 mL). Combined 

organic layer was dried over MgSO4, and solvents were removed under vaccum. The crude product 

was purified by flash-column chromatography (silica gel, cyclohexane/EtOAc as gradient from 100:0 

to 70:30 and finally 50:50, v/v). The product was recovered as coloress oil (60 mg, 0.20 mmol, 80%). 

Three stereoisomers were observed by 1H NMR in a ratio 0.7/1/1.  

Mp: oil  

IR (neat): 3449, 2925, 2857, 1691, 1378, 1356, 1219, 1188, 1025, 983, 969, 730, 697. 

1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 7.41 – 7.27 (m, 13.2H), 6.60 (dd, J = 5.7, 1.5 Hz, 0.7H), 6.55 – 6.50 (m, 

0.7H), 6.28 (dd, J = 5.8, 1.7 Hz, 1H), 6.20 (d, J = 5.8 Hz, 1H), 6.12 (dd, J = 5.8, 1.7 Hz, 1H), 6.02 (d, J = 

5.8 Hz, 0.9H), 5.39 (q, J = 7.3 Hz, 0.9H), 5.30 – 5.15 (m, 4.8H), 4.29 – 4.06 (m, 5.4H), 4.03 – 3.83 (m, 

1.4H), 3.58 (dd, J = 7.8, 5.4 Hz, 1.9H), 3.32 (dd, J = 7.8, 1.7 Hz, 2H), 2.95 (dd, J = 6.6, 1.0 Hz, 0.8H), 2.92 

– 2.89 (m, 0.8H), 2.76 (dt, J = 28.2, 7 Hz, 1H), 2.12 – 2.02 (m, 2H), 1.80 (d, J = 7.4 Hz, 2H), 1.70 (d, J = 

7.6 Hz, 5.7H).  

13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 175.9, 175.8, 175.7, 175.7, 175.1, 175.0, 174.6, 170.6, 167.7, 142.4, 140.2, 

139.0, 138.9, 138.9, 138.8, 138.4, 138.3, 136.9, 136.8, 135.3, 135.2, 134.6, 134.5, 133.9, 132.4, 130.8, 

                                                                 
9
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128.4, 128.4, 128.31, 128.1, 128.1, 127.8, 127.6, 127.6, 127.5, 127.1, 127.0, 126.9, 110.3, 107.6, 92.2, 

92.2, 91.5, 91.4, 81.0, 80.7, 79.6, 79.6, 68.1, 67.9, 61.3, 61.3, 60.7, 60.5, 57.3, 50.3, 50.1, 50.1, 49.6, 

49.6, 47.7, 47.7, 47.5, 47.47, 45.6, 45.5, 38.6, 30.3, 29.6, 28.8, 25.5, 23.7, 22.9, 17.6, 16.4, 15.9, 15.9, 

14.0, 10.9. 

HRMS (ESI+) Calculated for C17H18NO4 [M+H]+.: 300.1236 ; found : 300.1240. 

HPLC Rt = 21.2 min, 21.7 min, 24.0 min. 

 

To a solution of anthracen-9-ylmethanol (52 mg, 0.25 mmol, 1.0 equiv.) in THF/H2O 

(2:1, v/v, 1 mL) was added a solution of (R)-1-(1-phenylethyl)-1H-pyrrole-2,5-dione 

(50 mg, 0.25mmol, 1.0 equiv) in THF/H2O (2:1, v/v, 1 mL). The mixture was stirred at 

room temperature for 5 days. After completion, the reactional mixture was diluted 

with water (10 mL) and extracted with EtOAc (2 × 15 mL). Combined organic layer 

was dried over MgSO4, and solvents were removed under vaccum. The crude 

product was purified by flash-column chromatography (silica gel, cyclohexane/EtOAc 

as gradient from 100:0 to 50:50, v/v) to provide the corresponding product as a light yellow oil (56 

mg, 0.135 mmol, 54%). 

The diastereoisomeric ratio of 0.77:1 was determined by 1H NMR. 

Mp: oil  

IR (neat): 3448, 3065, 3031, 2969, 2941, 1688, 1457, 1359, 1221, 1195, 907, 728, 696. 

1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 7.61 (dd, J = 5.2, 3.6 Hz, 1.7H), 7.40 – 7.30 (m, 2.7H), 7.27 – 7.21 (m, 

2.8H), 7.21 – 7.09 (m, 13.2H), 6.99 – 6.91 (m, 2H), 6.90 – 6.82 (m, 1.7H), 5.13 (t, J = 12.8 Hz, 1.3H), 

5.07 – 4.84 (m, 4.3H), 4.76 (d, J = 3.3 Hz, 0.7H), 4.73 (d, J = 2.9 Hz, 1H), 3.29 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 3.25 (d, 

J = 8.6 Hz, 0.8H), 3.24 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 3.23 – 3.16 (m, 2.1H), 3.12 (bs, 1.6H), 1.31 (d, J = 7.3 Hz, 

2.3H), 1.24 (d, J = 6.2 Hz, 3H). 

13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 176.7, 176.6, 176.5, 176.4, 142.2, 142.2, 142.2, 139.3, 139.3, 139.0, 138.5, 

138.5, 128.2, 127.3, 127.2, 126.9, 126.8, 126.8, 126.7, 126.5, 126.4, 125.2, 123.9, 123.9, 123.2, 123.2, 

122.3, 60.2, 60.1, 49.6, 49.5, 49.3, 49.3, 47.4, 47.4, 45.6, 45.5, 45.5, 15.84, 15.7.  

HRMS (ESI+) Calculated for C27H24NO4 [M+H]+.: 410.1756 ; found : 410.1757. 

HPLC Rt = 25.8 min, 29.3 min. 

 

To a solution of 1-(2-(2-(2-azidoethoxy)ethoxy)ethyl)cyclopenta-1,3-

diene and 2-(2-(2-(2-azidoethoxy)ethoxy)ethyl)cyclopenta-1,3-diene (39 

mg, 0.17 mmol, 1.0 equiv.) in THF/H2O (2:1, v/v, 1 mL) was added a 

solution of (R)-1-(1-phenylethyl)-1H-pyrrole-2,5-dione (34 mg, 

0.25mmol, 1.0 equiv) in THF/H2O (2:1, v/v, 1 mL). The mixture was stirred at room temperature for 5 

d. After completion, the reactional mixture was diluted with water (10 mL) and extracted with EtOAc 

(2 × 15 mL). Combined organic layer was dried over MgSO4, and solvents were removed under 
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reduced pressured. The crude product was purified by flash-column chromatography (silica gel, 

cyclohexane/EtOAc as gradient from 100:0 to 90:10, 80:20 and 70:30, v/v)  to provide the cycloadduct 

as white foam (65 mg, 0.225 mmol, 90%). 

Five stereoisomers were observed by 1H NMR with the following ratio 1.00:1.05:1.00:0.84:0.95.  

Mp: oil  

IR (neat): 2941, 2968, 2100, 1694, 1453, 1354, 1188, 1113, 913, 728, 698. 

1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 7.43 – 7.34 (m, 10H), 7.33 – 7.26 (m, 9H), 7.25 – 7.18 (m, 6H), 5.98 (dd, J 

= 5.6, 2.9 Hz, 1H), 5.89 – 5.81 (m, 2H), 5.70 (d, J = 5.0 Hz, 1H), 5.60 – 5.55 (m, 1.7H), 5.50 (s, 1H), 5.23 

(dd, J = 14.5, 7.6 Hz, 4.4H), 3.69 – 3.56 (m, 29.5H), 3.56 – 3.47 (m, 7.4H), 3.41 – 3.33 (m, 11.4H), 3.31 

– 3.16 (m, 18.9H), 3.01 (dd, J = 7.3, 6.1 Hz, 2.2H), 2.42 – 2.26 (m,2.5H), 2.26 – 2.10 (m, 4.3H), 1.97 – 

1.83 (m, 3.8H), 1.72 – 1.64 (m, 20.5H), 1.49 – 1.42 (m, 5.2H). 

13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 177.8, 177.7, 177.4, 177.4, 177.2, 177.2, 177.1, 177.1, 146.8, 146.7, 139.9, 

139.6, 139.5, 137.8, 137.7, 134.1, 134.0, 128.2, 128.1, 128.0, 127.8, 127.6, 127.6, 127.5, 127.5, 126.5, 

126.5, 70.6, 70.6, 70.0, 69.9, 69.9, 69.9, 69.0, 68.9, 68.7, 57.0, 56.9, 55.5, 55.5, 52.2, 50.6, 50.1, 49.6, 

49.6, 49.5, 48.3, 47.9, 47.8, 46.9, 46.8, 46.6, 46.6, 45.5, 45.3, 45.3, 45.0, 45.0, 31.1, 31.1, 30.8, 30.4, 

16.8, 16.3, 16.2, 16.0. 

HRMS (ESI+) Calculated for C23H29N4O4 [M+H]+ : 425.2189 ; found : 425.2180. 

HPLC Rt = 28.4 min, 29.2 min. 

 

To a solution of 6-(5-ethoxy-2-methyloxazol-4-yl)hexanoic acid 9 (60 

mg, 0.25 mmol, 1.0 equiv.) in THF/H2O (2:1, v/v, 1 mL) was added a 

solution of (R)-1-(1-phenylethyl)-1H-pyrrole-2,5-dione (50 mg, 0.25 

mmol, 1.0 equiv) in THF/H2O (2:1, v/v, 1 mL) and TFA (19 µL, 0.25 

mmol, 1.0 equiv.). The mixture was stirred at room temperature for 

24 h. After completion, the reactional mixture was diluted with water 

(10 mL) and extracted with EtOAc (3 × 15 mL). Combined organic layer was dried over MgSO4, and 

solvents were removed under vacuum. The crude product was purified by RP-HPLC (system A). The 

product was isolated as a sticky yellow oil (61 mg, 0.12 mmol, 48%). 

Mp: oil  

IR (neat): 3375, 2941, 2865, 1699, 1393, 1335, 1197, 1146, 1061, 759, 698. 

1H NMR (300 MHz, CD3CN) δ 7.47 – 7.23 (m, 5H, a,b and c), 5.49 (q, J = 7.4 Hz, 1H, d), 2.89 (t, J = 7.6 

Hz, 2H), 2.66 (s, 3H, f), 2.27 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 1.85 (d, J = 7.3 Hz, 3H, e), 1.72 (dd, J = 15.1, 7.7 Hz, 2H), 

1.66 – 1.54 (m, 2H), 1.47 – 1.34 (m, 2H). 

13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 176.2, 168.8, 160.4, 146.8, 146.5, 141.7, 129.6, 128.7, 128.1, 122.8, 122.1, 

118.6, 50.5, 34.5, 32.7, 29.7, 28.7, 25.6, 19.5, 17.9. 

HRMS (ESI-) Calculated for C22H23N2O5 [M-H]- : 395.1607 ; found : 395.1617. 
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HPLC Rt = 26.2 min. 

 

To a solution of cyclohexa-2,4-dien-1-ylmethyl (6-hydroxyhexyl)carbamate 

(19 mg, 0.093 mmol, 1.0 equiv.) in THF/H2O (2:1, v/v, 1 mL) was added a 

solution of (R)-1-(1-phenylethyl)-1H-pyrrole-2,5-dione (50 mg, 0.25mmol, 

1.0 equiv) in THF/H2O (2:1, v/v, 1 mL). The mixture was stirred at room 

temperature for 72 h. After completion, the reactional mixture was 

diluted with water (10 mL) and extracted with EtOAc (3 × 15 mL). Combined organic layer was dried 

over MgSO4, and solvents were removed under vacuum. The crude product was purified twice by 

flash-column chromatography (silica gel, cyclohexane/EtOAc as gradient from 100:0 to 90:10, 80:20 

and 50:50, v/v) and flash-column chromatography (silica gel, DCM/EtOAc as gradient from 100:0 to 

90:10, 80:20 and 70:30, v/v). The product was recovered as white foams (22 mg, 0.13 mmol, 52%). 

Two stereoisomers were observed by 1H NMR  analysis in a 1:1 ratio. 

Mp: oil  

IR (neat): 3358, 2931, 2860, 1687, 1528, 1453, 1361, 1234, 1190, 1056, 1024, 698. 

1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 7.38 – 7.18 (m, 5H), 6.20 – 5.82 (m, 2H), 5.36 – 5.22 (m, 1H), 4.81 – 4.54 

(m, 1H), 3.81 (dd, J = 10.8, 5.8 Hz, 1H), 3.62 (td, J = 6.5, 1.4 Hz, 2H), 3.59 – 3.47 (m, 1H), 3.25 – 3.03 

(m, 4H), 2.86 – 2.67 (m, 2H), 2.18 – 1.96 (m, 1H), 1.94 – 1.74 (m, 1H), 1.68 (d, J = 7.3 Hz, 3H), 1.61 – 

1.44 (m, 4H), 1.44 – 1.27 (m, 5H), 1.27 – 1.17 (m, 1H), 0.98 – 0.70 (m, 2H).  

13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 178.4, 178.4, 178.21, 156.4, 139.4, 133.0, 132.8, 130.1, 129.9, 128.1, 

127.5, 127.4, 66.9, 62.6, 49.9, 43.8, 43.8, 43.4, 43.3, 40. 8, 35.9, 33.5, 32.5, 32.0, 29.9, 27.8, 27.8, 

26.3, 25.3, 16.4, 16.4. 

HRMS (ESI+) Calculated for C26H35N2O5 [M+H]+ : 455.2546 ; found : 455.2538. 

HPLC Rt = 27.1 min. 

 

To a solution of dipyridinyle tetrazine 5210 (10 mg, 0.042 mmol, 1.0 equiv.) in 

DCM (0.5 mL) was added oxabicyle 5111 (9.1 mg, 0.051 mmol, 1.2 equiv). The 

mixture was stirred at room temperature for 6 h. After completion, the solvent 

was removed under vacuum. The crude product was purified by flash-column 

chromatography (silica gel, cyclohexane/EtOAc as gradient from 70:30 to 0:100, 

v/v). The product was recovered as yellow powder (14.7 mg, 0.038 mmol, 90%). 

Two stereoisomers were observed by 1H NMR analysis in a 1:0.8 ratio. 

                                                                 
10

 R. M. Versteegen, R. Rossin, W. ten Hoeve, H. M. Janssen, M. S. Robillard, Angewandte Chemie International Edition 2013, 52, 14112–

14116. 
11

 S. Çetinkaya, P. H. K. Buyun, Synthetic Metals 2013, 180, 59–63. 
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1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 9.32 (s, 1H), 8.80 – 8.71 (m, 1H), 8.71 – 8.63 (m, 2H), 8.47 (d, J = 8.0 Hz, 

1H), 7.89 (td, J = 7.8, 1.8 Hz, 1H), 7.85 – 7.76 (m, 2H), 7.69 (td, J = 7.7, 1.8 Hz, 1H), 7.46 (d, J = 7.9 Hz, 

1H), 7.44 – 7.39 (m, 1H), 7.38 – 7.31 (m, 1H), 7.31 – 7.18 (m, 2H), 6.01 (s, 1H), 5.49 (s, 1H), 5.13 (s, 

1H), 3.96 (s, 1H), 3.44 (t, J = 3.4 Hz, 2H), 3.34 (d, J = 6.9 Hz, 1H), 3.00 (s, 3H), 2.93 (s, 1H).  

13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 176.8, 176.5, 176.3, 157.1, 154.2, 153.5, 149.5, 149.4, 149.3, 148.7, 137.5, 

137.5, 136.8, 136.6, 133.6, 125.5, 123.9, 123.4, 122.8, 122.7, 122.6, 108.6, 86.3, 80.3, 79.2, 50.1, 

49.9, 49.5, 42.5, 39.2, 29.8, 25.4.MS (ESI+) Calculated for C21H17N5O3 [M+H]+ : 387.13 ; found : 388.13. 

 

To a 25 mL sealed round bottom flask equipped with a stir bar, 175.2 mg (1 mmol) of 

commercial 3-(4-cyanophenyl)propanoic acid were solubilized in 1.63 mL of dry ACN. 

7.36 mL (50 mmol) of hydrazine monohydrate and 546 mg (01.5 mmol) of Zn(OTf)2 

were added. The vessel was degazed with argon, sealed and the mixture was stirred in 

an oil bath at 40°C for 20 hours. The comssumption of 3-(4-cyanophenyl)propanoic 

acid was monitoring by HPLC (system QC). The reaction solution was cooled to room 

temperature and the seal was removed. Sodium nitrite (1.38 mg,  20 mmol) in 20 mL of 

water was slowly added to the solution and followed by slow addition of 1M HCl during 

which the solution turned bright red in color and gas evolved. Addition of 1M HCl 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 sulfate. The EtOAc was removed 

using rotary evaporation and the residue purified using silica column chromatography (MeOH/DCM 

from 0:100 to 2:98, v/v) to give 32.8 mg product as pink solid, the yield is 13%.  

1H NMR analysis was in agreement with that reported in the literature 12. 

1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 8.47 (d, J = 8.5 Hz, 2H, d), 7.49 (d, J = 8.6 Hz, 2H, c), 3.10 – 2.99 (m, 5H, a 

and d or e), 2.70 (t, J = 7.6 Hz, 2H, d or e). 

 

Step 1: solid-phase synthesis (SPS) of the uPA peptidyl substrate. SPS of 

peptide H-Ser-Gly-Arg-Ser-Ala-Asn-Ala-Lys(Dde)-NH2 81 with L-amino acids 

was performed using standard Fmoc/tBu chemistry and Rink Amide MBHA resin (Novabiochem, 

100−200 mesh, 0.50 or 0.59 mmol/g loading) on a scale of 0.25 mmol. Coupling reactions were 

performed with commercial Fmoc protected L-amino acids from Iris Biotech or Novabiochem (4 

equiv) and N,N,N′,N′-tetramethyl-O-(1H-benzotriazol-1-yl)uronium hexafluorophosphate (HBTU, 4 

equiv), HOBt (4 equiv), and DIEA (12 equiv) in peptide-grade DMF. 

Step 2: cleavage of the uPA peptidyl substrate from resin. A precooled TFA solution (∼6 mL for 350 

mg of resin) containing TIPS (2.5% v/v) and deionized water (2.5% v/v) was added to the resin. After 

being stirred at rt for 3 h, the resin was filtered and washed with TFA. The filtrate was evaporated to 

dryness, and cold Et2O was added to the oily residue. The resulting white precipitate was isolated by 

centrifugation, lyophilized, and purified by semipreparative RP-HPLC (system B, 3 injections). The 

                                                                 
12

 A. Maggi, E. Ruivo, J. Fissers, C. Vangestel, S. Chatterjee, J. Joossens, F. Sobott, S. Staelens, S. Stroobants, P. Van Der Veken, et al., 
Org. Biomol. Chem. 2016, 14, 7544–7551. 
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product-containing fractions were lyophilized to give a TFA salt of the uPA peptidyl substrate 81 as a 

white amorphous powder (127 mg, 53% yield).  

HRMS (ESI+): Calc. for C40H69N14O13 m/z 953.5190[M+H]+; found m/z 953.5192.  

HPLC (system A): tR = 19.3 min (96.3% purity) 

 

To a solution of peptide subtrate of urokinase 81 (40 mg, 0.042 mmol, 1 equiv.) 

in NMP (560 L) were successively added 3-(4-(6-methyl-1,2,4,5-tetrazin-3-

yl)phenyl)propanoic acid 80 (11.2 mg, 0.05 mmol, 1.2 equiv.), HBTU (19.1 mg, 

0.05 mmol, 1.2 equiv.) and DIEA (37 L, 0.21 mmol, 5 equiv.). The mixture was 

stirred for 2 h at room temperature. The reaction completion was checked by 

RP-HPLC (System QC). Upon reaction completion, Et2O was added; the resulting 

precipitate was centrifuged, then dissolved in DMF (3 mL). Hydroxylamine 

hydrochloride (25 mg, 0.36 mmol, 5 equiv) and imidazole (24.5 mg, 0.36 mmol, 

5 equiv.) were added, and the reaction mixture was stirred 3 h at room temperature . 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 C). The product-containing 

fractions were lyophilized to give the modified peptide (13 mg, 0.013 mmol, 31% overall yield for the 

two steps) as a pink amorphous powder. . 

HPLC (system QC): tR = 18.553 min (98.2% purity). 

HRMS (ESI+): calcd. for C42H67N18O12 m/z 1015.5186 [M]+; found m/z 1015.5197. 

To a solution of tetrazine modified peptide subtrate of urokinase  82 

(8 mg, 7.88 mol, 1 equiv.) in NMP (105 L) were added 3-(4-

(1,2,4,5-tetrazin-3-yl)phenyl)propanoic acid 83 (2.2 mg, 0.015 mmol, 

1.2 equiv.), HBTU (3.6 mg, 0.015 mmol, 1.2 equiv.) and DIEA (6.9 L, 

0.064 mmol, 5 equiv.), The mixture was stirred 2 h at room 

temperature. The reaction completion was checked 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 

C). The product-containing fractions were lyophilized to give the modified peptide (2.6 mg, 2.13 

mol, 27%) as a pink amorphous powder.  

HPLC (system QC): tR = 22.367 min (91 % purity). 

HRMS (ESI+): calcd. for C53H75N22O13 m/z 1227.5884 [M]+; found m/z 1227.5900. 

 

To a solution of the commercial 5-methyl-2-phenyl-2,4-dihydro-3H-pyrazol-3-

one 68 (1.74 g, 10 mmol, 1 equiv.) in CHCl3 (30 mL) were added, at 0 °C, acryloyl 

chloride (0.98 mL, 1.2  mmol, 1.2 equiv.) , triethylamine (1.67 mL, 12 mmol, 1.2 

equiv.). The reaction was stirred for 1 h at reflux. After the reaction was 

complete, the crude product was diluted with CHCl3 (30 mL) and washed with 
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saturated solution of NaHCO3 (30 mL). The aqueous phase was extracted twice with 30 mL of CHCl 3. 

The combined organic phase was washed with brine, dried over MgSO 4, and evaporated under 

vacuum. The crude product was finally purified by chromatography on silica gel (DCM 100 %), to give 

the product as a yellow oil (0.73 mmol, 1.67 g, 73%). 

Mp = oil  

IR (neat cm-1) 3060, 2920, 1757, 1716, 1596, 1558, 1504, 1403, 1387, 1367, 1221, 1143, 1116, 1070, 

1046, 1023, 1006, 979. 

1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 7.58 – 7.51 (m, 2H), 7.49 – 7.37 (m, 2H), 7.31 (ddd, J = 7.3, 3.9, 1.3 Hz, 

1H), 6.57 (dd, J = 17.2, 1.1 Hz, 1H), 6.25 (t, J = 8.6 Hz, 1H), 6.18 (s, 1H), 6.05 (dd, J = 10.5, 1.1 Hz, 1H), 

2.34 (s, 3H, e). 

13C NMR (75 MHz, MeOD [D4]) δ 162.50, 150.46, 146.09, 138.90, 135.38, 130.28, 128.84, 127.34, 

124.63, 96.93, 14.18. 

HRMS (ESI) exact mass calcd for C13H13N2O2 m/z 229.0977 found m/z [M +H]+ 229.0978 

 

To a solution of the commercial 5-methyl-2-phenyl-2,4-dihydro-3H-

pyrazol-3-one 68 (200 mg, 1.15 mmol, 1 equiv.) in DCM (2 mL) were 

added, at 0 °C, 4-(hydroxymethyl)phenyl acetate (260 mg, 1.6  mmol, 1.4 

equiv.), triphenyl phosphine (430 mg, 1.6 mmol, 1.4 equiv.) and DIAD 

(330 mg, 1.5 mmol, 1.3 equiv.). The reaction was stirred 50 min at 0 °C 

followed by agitation at room temperature overnight. After the reaction 

was completed, the crude product was diluted with DCM (10 mL) and washed with water (5 mL). The 

aqueous phase was extracted twice with 10 mL of DCM. The combined organic phase was washed 

with brine, dried over MgSO4, and evaporated under vacuum. The crude product was finally purified 

by chromatography on silica gel (AcOEt/Cyclohexane 10:90 and AcOEt/Cyclohexane 20:80, v/v), to 

give the product as a white solid (0.24 mmol, 77.2 mg, 21%). 

Mp = 78 °C  

IR (neat cm-1) 3373, 2973, 2513, 2247, 2073, 1753, 1567, 1507, 1365, 1192, 1121, 1105, 1044, 1011, 

972, 912. 

1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 7.73 – 7.65 (m, 2H), 7.44 – 7.34 (m, 4H), 7.23 (ddd, J = 7.4, 4.0, 1.1 Hz, 

1H, a), 7.15 – 7.06 (m, 2H), 5.53 (s, 1H, e), 5.10 (s, 2H, f), 2.30 (s, 3H), 2.27 (s, 3H). 

13C NMR (75 MHz, MeOD [D4]) δ 171.02, 156.03, 150.49, 139.49, 134.97, 129.99, 129.95, 

127.65, 123.73, 122.96, 88.39, 74.35, 20.87, 14.21. 

HRMS (ESI) exact mass calcd for C19H19N2O3 m/z 323.1396 found m/z [M +H]+ 323.1399 
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To a solution of the comercial 5-methyl-2-phenyl-2,4-dihydro-3H-pyrazol-3-

one 68 (200 mg, 1.15 mmol, 1 equiv.) in DCM (2 mL) were added, at 0 °C, 4-

nitrobenzylic alcohol (239 mg, 1.6  mmol, 1.4 equiv.), triphenyl phosphine 

(430 mg, 1.6 mmol, 1.4 equiv.) and DIAD (330 mg, 1.5 mmol, 1.3 equiv.). The 

reaction was stirred 50 min at 0 °C, then overnight at room temperature. 

After the reaction was completed, the crude product was diluted with DCM 

(10 mL) and washed with water (5 mL). The aqueous phase was extracted twice with 10 mL of DCM. 

The combined organic phase was washed with brine, dried over MgSO 4, and evaporated under 

vacuum. The crude product was finally purified by chromatography on silica gel (AcOEt/Cyclohexane 

10:90 and AcOEt/Cyclohexane 20:80, v/v), to give the product as a pale yellow solid (0.23 mmol, 71.5 

mg, 20%). 

Mp = 107 °C  

IR (neat cm-1) 3073, 2923, 2347, 1588, 1559, 1511, 1395, 1342, 1139, 1044, 991, 878, 857, 833.  

1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 8.33 – 8.18 (m, 2H), 7.77 – 7.64 (m, 2H), 7.54 (d, J = 8.9 Hz, 2H) , 7.46 – 

7.34 (m, 2H), 7.26 (tt, J = 7.7, 1.1 Hz, 1H, a), 5.51 (s, 1H, e), 5.22 (s, 2H, f), 2.26 (s, 3H, d). 

13C NMR (75 MHz, MeOD [D4]) δ 155.69, 150.57, 149.22, 144.50, 139.41, 130.05, 129.21, 

127.87, 124.72, 123.87, 88.46, 73.57, 14.21. 

HRMS (ESI) exact mass calcd for C17H16N3O3 m/z 310.1192 found m/z [M +H]+ 310.1194 

 

To a solution of commercial N-acetyl cysteine (NAC) (26 mg, 0.16 mmol, 1 equiv.) 

in MeOD (4 mL) were added NaHCO3 (40.3 mg, 0.48 mmol, 3 equiv.) and 4-

bromo-5-methyl-2-phenyl-2,4-dihydro-3H-pyrazol-3-one13  (20.2 mg , 0.08 mmol, 

0.5 eq.). The mixture was stirred at room temperature for 5 h and followed by 1H 

NMR. The crude material was concentrated under reduced pressure and purified 

by flash column chromatography on silica gel (DCM/MeOH from 60:40 to 0:100, 

v/v). The product was concentrated, solubilized in ACN and filtered. The product was concentrated to 

obtain the desired product (15.9 mg, 0.098 mmol, 61%) as a white powder. 

1H NMR analysis was in agreement with that reported in the literature 14. 

1H NMR (300 MHz, D2O) δ 4.47 (dd, J = 8.9, 4.1 Hz, 2H, b), 3.23 (dd, J = 14.0, 4.1 Hz, 12H, c), 2.93 (dd, 

J = 14.0, 8.9 Hz, 2H, c’), 2.02 (s, 6H, c). 

MS (ESI+): calcd. for C10H16N2O6S2 m/z 323.0 [M-H]-; found m/z 322.9. 

 

 

 

                                                                 
13

 A. Akbarzadeh, R. Soleymani, M.Taher, M. Karimi-Cheshmeh ali, Oriental Journal of Chemistry 2012, 28, 153-164. 
14

 V. Rathore , A. Upadhyay , S. Kumar, Org. Lett., 2018, 20, pp 6274–6278 

https://pubs.acs.org/author/Rathore%2C+Vandana
https://pubs.acs.org/author/Upadhyay%2C+Aditya
https://pubs.acs.org/author/Kumar%2C+Sangit
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To a solution of 5(1E,2E)-4-((E)-1-ethyl-3,3-dimethylindolin-2-

ylidene)-N-phenylbut-2-en-1-imine 9415(50 mg, 0.156 mmol, 1 

equiv.) (or Cy 5.0 9616 (64 mg, 0.156 mmol, 1 equiv.)) in EtOH (5 

mL) were added 5-methyl-2-phenyl-2,4-dihydro-3H-pyrazol-3-

one 68 (41.3 mg , 0.234 mmol, 1.5 eq.). The mixture was stirred 

at room temperature for 10 min. The crude material was concentrated under reduced pressure and 

purified by flash column chromatography on silica gel (DCM/MeOH from 100:0 to 95:5, v/v) to obtain 

the desired product (19.3 mg, 0.05 mmol, 31%) as a dark purple powder. 

Mp = 201 °C 

IR (neat): 2920, 2533, 1767, 1660, 1494, 1456, 1424, 1259, 1240, 1158, 1126, 1076, 1018, 

995.  

1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 8.03 (dt, J = 8.3, 4.2 Hz, 2H), 7.78 (dd, J = 22.9, 10.5 Hz, 1H), 7.68 – 7.51 

(m, 2H), 7.43 – 7.33 (m, 2H), 7.28 (dd, J = 7.5, 1.2 Hz, 1H), 7.26 – 7.22 (m, 1H), 7.23 – 7.16 (m, 1H), 

7.11 (t, J = 7.4 Hz, 1H), 7.04 (t, J = 7.0 Hz, 1H), 6.83 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 3.80 (q, J = 7.5 Hz, 2H, e), 2.27 

(s, 3H, i), 1.64 (s, 6H, g), 1.31 (t, J = 7.5 Hz, 3H, f). 

13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ165.65, 164.41, 149.63, 145.86, 142.90, 140.04, 139.46, 128.70, 

128.32, 123.87, 122.45, 122.01, 120.17, 118.82, 118.69, 117.42, 108.12, 99.1147.52, 37.85, 

28.46, 13.02, 11.69.  

HRMS (ESI+): calcd. for C26H28N3O m/z 398.2227 [M+H]+; found m/z 398.2219. 

UV-vis (in PBS buffer 0.1 M at 25 °C): max = 573 nm,(573 nm) = 122 500 M-1 cm-1 

To a solution of ethyl 3-oxo-5-(tritylthio)pentanoate 10317 (200 mg, 0.476 mmol, 1 

equiv.) in absolute EtOH (4 mL) was added 4-hydrazinylbenzoic acid (80 mg, 0.523 

mmol, 1.1 equiv.) at room temperature. The mixture was stirred at reflux for 2 h. 

The crude material was concentrated, co-evaporated with EtOH under reduced 

pressure to obtain the desired product (241 mg, 0.476 mmol, quantitative yield) 

as a yellow amorphous powder. 

Mp = 120 °C 

IR (neat): 3678, 2988, 2902, 1603, 1394, 1251, 1173, 1077, 1066, 1057, 904, 858, 767.  

1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 8.12 (d, J = 8.9 Hz, 2H, a), 7.99 (d, J = 8.9 Hz, 2H, b), 7.48 – 7.17 

(m, 15H, f), 3.24 (s, 2H, c), 2.58 – 2.36 (m, 4H, d and e). 

13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 171.48, 170.84, 158.81, 144.55, 142.50, 131.41, 129.65, 128.16, 127.00, 

125.35, 117.82, 67.28, 30.44, 28.51. 

                                                                 
15

 S. J. Mason, J. L. Hake, J. Nairne, W. J. Cummins, S. Balasubramanian, The Journal of Organic Chemistry 2005, 70, 2939–2949. 
16

 D. S. Pisoni, L. Todeschini, A. C. A. Borges, C. L. Petzhold, F. S. Rodembusch, L. F. Campo, The Journal of Organic Chemistry 2014, 79, 
5511–5520. 
17 R. Kudirka, R. M. Barfield, J. McFarland, A. E. Albers, G. W. de Hart, P. M. Drake, P. G. Holder, S. Banas, L. C. Jones, A. W. Garofalo, 

et al., Chemistry & Biology 2015, 22, 293–298. 
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HRMS (ESI+): calcd. for C31H25N2O3S [M-H]- 505.1586; found 505.1576. 

To a solution of commercial 3,3'-disulfanediyldipropionic acid 107 (500 mg, 

2.38 mmol, 1 equiv.) in dry DCM (10 mL) were added DMAP (639 mg, 5.23 

mmol, 2.2 equiv.), meldrum’s acid (754 mg, 5.23 mmol, 2.2 equiv.) and DCC 

(1.08 g, 5.23 mmol, 2.2 equiv.) at 0 °C. The mixture was stirred at 0 °C for 30 min and overnight at 

room temperature. After the reaction was completed, the crude product was diluted with DCM (10 

mL) and washed twice with a solution of HCl 1 M. The combined organic phase was washed with 

brine, dried over MgSO4, and evaporated under vacuum. The crude material was diluted with 

absolute EtOH (20 mL) and stirred at reflux for 6 h. After completion (control by NMR), the crude 

material was concentrated and the residue purified by flash column chromatography on silica gel 

(DCM/Cyclo from 50:50 to 70:30, v/v) to obtain the desired product. (164 mg, 0.476 mmol, 20%) 

was obtained as colorless oil. 

Mp = oil 

IR (neat): 3424, 2982, 1735, 1713, 1617, 1408, 1368, 1347, 1312, 1253, 1154, 1129, 1096, 

1078, 1033, 940, 842, 814. 

1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 4.11 (q, J = 7.1 Hz, 4H, b), 3.41 (s, 4H, c), 2.96 – 2.87 (m, 4H), 2.87 – 2.76 

(m, 4H), 1.20 (t, J = 7.1 Hz, 6H, a). 

13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 200.76, 166.80, 61.35, 49.25, 42.18, 31.11, 14.02. 

HRMS (ESI+): calcd. for C14H23O6Ss m/z 351.0931 [M+H]+; found m/z 351.0926. 

 

To a solution of diethyl 5,5'-disulfanediylbis(3-oxopentanoate) 108 

(190 mg, 0.542 mmol, 1 equiv.) in absolute EtOH (5 mL) was added 4-

hydrazinylbenzoic acid (164 mg, 1.08 mmol, 2 equiv.) The mixture was 

stirred at reflux for 2 h. After completion, the reaction was 

evaporated under vacuum and the residue precipitated with DCM to obtain the desired product.  

(284 mg, 0.542 mmol, quantitative yield) as a brown amorphous powder.  

Mp = 229 °C 

IR (neat): 2902, 2560, 1682, 1626, 1600, 1566, 1511, 1395, 1289, 1178, 851, 766.  

1H NMR (300 MHz, DMSO) δ (d, J = 8.8 Hz, 4H), 7.89 (d, J = 8.8 Hz, 4H), 3.37 (s, 4H, c), 3.06 (t, J = 7.2 

Hz, 4H), 2.86 (t, J = 7.2 Hz, 4H). 

13C NMR (75 MHz, DMSO) δ171.16, 167.50, 151.60, 142.31, 126.68, 119.27, 112.58, 36.82, 32.90, 

28.48. 

HRMS (ESI+): calcd. for C24H21N4O6Ss m/z 325.0903 [M-H]-; found m/z 325.0901. 
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To a solution of diethyl 5,5'-disulfanediylbis(3-oxopentanoate) 108 (160 

mg, 0.456 mmol, 1 equiv.) in absolute EtOH (5 mL) was added 

phenylhydrazine (90 L, 0.913 mmol, 2 equiv.) The mixture was stirred at 

reflux for 2 h. After completion, the reaction was evaporated under 

vacuum to obtain the desired product (13.9 mg, 0.237 mmol, 52%) as a yellow amorphous 

powder. 

Mp =148 °C  

IR (neat): 3676, 2988, 2902, 1594, 1557, 1454, 1394, 1250, 1066, 904, 829, 753, 729, 690.    

1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 7.83 (d, J = 7.9 Hz, 4H, c), 7.37 (t, J = 7.9 Hz, 4H, b), 7.17 (t, J = 7.9 Hz, 2H, 

a), 3.39 (s, 4H, d), 3.04 (t, J = 7.0 Hz, 4H), 2.88 (t, J = 7.0 Hz, 4H). 

13C NMR. (75 MHz, CDCl3) δ 170.33, 157.49, 137.98, 128.95, 125.30, 118.86, 42.19, 34.41, 30.90. 

HRMS (ESI+): calcd. for C22H23N4O2S2 [M+H]+ 439.1262; found 439.1254. 

 

To a solution of commercial diethyl 3-oxopentanedioate 118 (1.54 mL, 8.33 

mmol, 1 equiv.) in EtOH (25 mL) was added N-methylhydrazine (540 L, 10.2 

mmol, 1.2 equiv.) at room temperature. The mixture was stirred at room 

temperature for 40 min. The crude material was concentrated under reduced 

pressure and the residue was purified by flash column chromatography on silica gel 

(Cyclohexane/AcOEt, 50:50, v/v) to obtain the desired product (909.5 mg, 4.95 mmol, 58%) as a 

white amorphous powder. 

Mp = 110 °C 

IR (neat): 2980, 2933, 2387, 1729, 1538, 1474, 1422, 1394, 1369, 1326, 1271, 1213, 1262, 

127, 925, 837. 

1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 4.19 (q, J = 7.1 Hz, 2H, d), 3.45 (s, 2H), 3.36 (s, 2H), 3.29 (s, 3H, a), 1.27 (t, 

J = 7.1 Hz, 3H, e). 

13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 172.53, 168.40, 152.15, 61.50, 40.37, 36.75, 31.06, 14.00. 

HRMS (ESI+): calcd. for C8H13N2O3 m/z 185.0926 [M+H]+; found m/z 185.0925. 

 

To a solution of ethyl 2-(1-methyl-5-oxo-4,5-dihydro-1H-pyrazol-3-yl)acetate 119 

(200 mg, 1.086 mmol, 1 equiv.) in water (9.33 mL) was added a solution of LiOH 

2.3 M (933 L). The mixture was stirred overnight at room temperature. The 

crude material was concentrated, co-evapored with EtOH under reduced 

pressure and the residue was purified by flash column chromatography on silica gel (MeOH  100%) to 

obtain the desired product (167 mg, 1.086 mmol, quantitative yield) as a white amorphous 

powder. 
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Mp = 239 °C 

IR (neat): 3363, 2947, 2613, 1593, 1502, 1465, 1436, 1380, 1308, 1168, 1000, 944, 860, 772.  

1H NMR (300 MHz, DMSO) δ 5.22 (s, 1H, b), 3.39 (s, 3H, a), 3.24 (s, 2H, c). 

13C NMR (75 MHz, DMSO) δ 172.9, 154.91, 141.85, 86.52, 36.18, 32.49. 

HRMS (ESI+): calcd. for C8H9N2O3 m/z 157.0613 [M+H]+; found m/z 157.0606. 

 

To a solution of 4-(3-methyl-5-oxo-4,5-dihydro-1H-pyrazol-1-yl)benzoic acid 

12718 (400 mg, 1.83 mmol, 1 equiv.) in dry DMF (10 mL) were added ethyl 

glycinate (562.9 mg, 4.033 mmol, 2.2 equiv.), HBTU (1.529 g, 4.033 mmol, 2.2 

equiv.) and DIEA (639 L, 7.32 mmol, 4 equiv.).  The mixture was stirred 

overnight at room temperature. After completion the mixture was diluted with 

AcOEt and washed three times with a saturated solution of NH4Cl and one time 

with brine. The organic layer was dried over MgSO4 and concentrated under 

reduced pressure. The crude material was purified by flash column 

chromatography on silica gel (DCM/MeOH from 100:0 to 97:3, v/v) to obtain the desired product 

(378.3 mg, 1.244 mmol, 68%) as a white amorphous powder. 

Mp = 169 °C 

IR (neat): 3053, 2967, 2927, 1736, 1656, 1615, 1549, 1509, 1401, 1366, 1356, 1310, 1269, 

1207, 1165, 10667, 851. 

1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 8.05 – 7.93 (d, J = 9.0 Hz, 2H), 7.84 (d, J = 9.0 Hz, 2H), 6.72 (s, 1H, e), 4.35 

– 4.13 (m, 4H, g and b or f), 3.45 (d, J = 0.5 Hz, 2H), 2.20 (s, 3H, a), 1.30 (t, J = 7.1 Hz, 3H, h). 

13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 170.88, 170.26, 166.89, 156.99, 141.04, 129.72, 128.12, 118.08, 61.76, 

43.28, 42.02, 17.17, 14.28. 

HRMS (ESI+): calcd. for C15H18N3O4 m/z 304.1297 [M]+; found m/z 304.1291. 

 

A solution of ethyl (4-(3-methyl-5-oxo-4,5-dihydro-1H-pyrazol-1-

yl)benzoyl)glycinate 128 (100 mg, 0.33 mmol, 1 equiv.) in NaOH 1 M (3.33 mL) was 

stirred for 1 h at room temperature. After completion the mixture was acidified to 

pH 1 with a solution of HCl 5 M (1.5 mL). The aqueous layer was concentrated 

under reduced pressure. The crude material was purified by flash column 

chromatography on silica gel (DCM/MeOH 50:50, v/v) to obtain the desired 

product. (91 mg, 0.33 mmol, quantitative yield) was obtained as white 

amorphous powder. 

Mp = up to 400 °C 

                                                                 
18

 R. Bianchini, M. Bonanni, M. Corsi, A. S. Infantino, Tetrahedron 2012, 68, 8636–8644. 
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IR (neat): 1727, 1636, 1403, 1320, 1193, 1007, 847, 767.  

1H NMR (300 MHz, MeOD) δ 8.10 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 7.78 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 4.13 (s, 2H), 3.39 (d, J = 

0.5 Hz, 2H), 2.45 (s, 3H, a). 

13C NMR (75 MHz, MeOD) δ 169.41, 167.41, 152.33, 146.89, 132.06, 129.43, 129.23, 121.19, 40.09, 

38.88, 18.53.   

HRMS (ESI+): calcd. for C13H12N3O4 m/z 274.0828 [M-H]-; found m/z 274.0826. 

 

To a solution of peptide subtract of urokinase 81 (21 mg, 0.022 mmol, 

1 equiv.) in NMP (294 L) were added (4-(3-methyl-5-oxo-4,5-dihydro-

1H-pyrazol-1-yl)benzoyl)glycine 129 (6.7 mg, 0.024 mmol, 1.1 equiv.), 

PyBOP (10.6 mg, 0.024 mmol, 1.1 equiv.) and DIEA (19 L, 0.11 mmol, 

5 equiv.).  The mixture was stirred for 2 h at room temperature. After 

checking by RP-HPLC (systeme QC), the reaction was diluted with aq 

0.1% TFA and purified by semi-preparative RP-HPLC (system C). The 

product-containing fractions were lyophilized to obtain the product (4.4 mg, 0.0031 mmol, 14%) as a 

white amorphous powder. 

HPLC (system QC): tR = 20. 65 min (94% purity). 

MS (ESI+): calcd. for C65H102N20O16P+ [M]+ 1449.8; found 1449.6. 

 

To a solution of peptide subtract of urokinase 81 (21 mg, 0.022 mmol, 

1 equiv.) in NMP (294 L) were added (4-(3-methyl-5-oxo-4,5-dihydro-

1H-pyrazol-1-yl)benzoyl)glycine 129 (6.7 mg, 0.024 mmol, 1.1 equiv.), 

HBTU (9.2 mg, 0.024 mmol, 1.1 equiv.) and DIEA (19 L, 0.11 mmol, 5 

equiv.).  The mixture was stirred for 2 h at room temperature. After 

checking by RP-HPLC (systeme QC), the reaction was diluted with aq 

0.1% TFA and purified by semi-preparative RP-HPLC (system C). The 

product-containing fractions were lyophilized to obtain the product (6.92 mg, 0.0059 mmol, 27%) as 

a white amorphous powder. 

HPLC (system QC): tR = 20. 42 min (97% purity). 

HRMS (ESI+): calcd. for C53H80N17O16 [M+H]+ 1210.5969; found 1210.5980. 
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To a solution of 4-((2-azidoethyl)(methyl)amino)benzaldehyde19 (144 

mg, 0.685 mmol, 1 equiv.) in absolute EtOH (8 mL) was added 1-ethyl-

2,3,3-trimethyl-3H-indol-1-ium iodide (225 mg, 0.714 mmol, 1.05 

equiv.) The mixture was stirred overnight at reflux. After completion, 

the reaction was concentrated under vacuum and the residue was 

purified by flash column chromatography on silica gel (DCM/MeOH from 100:0 to 90:10, v/v) to 

obtain the desired product (217.1 mg, 0.432 mmol, 63%) as a dark purple amorphous powder. 

Mp = 88 °C 

IR (neat): 2979, 2919, 2092, 1567, 1518, 1505, 1463, 1388, 1367, 1317, 1275, 1167, 1111, 

1086, 1044, 1019, 945, 716.   

1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 8.14 – 7.98 (m, 3H), 7.48 – 7.31 (m, 4H), 7.22 (d, J = 15.6 Hz, 1H), 6.79 (d, 

J = 9.0 Hz, 2H), 4.63 (q, J = 7.2 Hz, 2H, i), 3.65 (t, J = 5.5 Hz, 2H, c), 3.51 (t, J = 5.5 Hz, 2H, b), 3.11 (s, 

3H, a), 1.71 (s, 6H, h), 1.47 (t, J = 7.2 Hz, 3H, j). 

13C NMR. (75 MHz, CDCl3) δ 178.60, 154.98, 154.02, 142.25, 140.32, 135.09, 129.13, 127.93, 122.68, 

122.51, 112.89, 112.62, 104.64, 51.41, 51.06, 49.03, 42.13, 39.44, 27.42, 13.53. 

HRMS (ESI+): calcd. for C23H28N5 [M]+ 374.2345; found 374.2346. 

 

To a solution of 8-methoxy-2,3,6,7-tetrahydro-1H,5H-pyrido[3,2,1-ij]quinoline-

9-carbaldehyde20 (20 mg, 0.086 mmol, 1 equiv.) in EtOH (200 L) was added 5-

methyl-2-phenyl-2,4-dihydro-3H-pyrazol-3-one 68 (15 mg, 0.086 mmol, 1 eq.). 

The mixture was stirred at 160 °C for 5 min under microwaves irradiation. The 

crude material was concentrated under reduced pressure and purified by 

preparative TLC (thick = 1 mm) (Cyclohexane/AcOEt 70:30, v/v) to obtain the 

desired product (35 mg, 0.086 mmol, quantitative yield) as a red 

amorphous powder. 

Mp = 151 °C 

IR (neat): 3047, 2927, 2853, 1933, 1733, 1546, 1519, 1494, 1457, 1304, 1276, 1259, 120, 

1128, 995. 

1H NMR (300 MHz, CDCl3) 9.29 (s, 1H, i), 7.98 (d, J = 8.7 Hz, 2H, k), 7.73 (s, 1H, d), 7.43 – 7.33 (t, J = 

8.7 Hz, 2H, l), 7.18 – 7.09 (t, J = 8.7 Hz, 1H, m), 3.78 (s, 3H, h), 3.40 – 3.28 (m, 4H, a and e), 2.79 (dt, J 

= 16.4, 6.3 Hz, 4H, c, and g), 2.33 (s, 3H, j), 2.02 – 1.89 (m, 4H, b and f). 

13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 163.21, 159.95, 151.74, 149.95, 140.91, 139.34, 133.15, 128.76, 124.29, 

119.61, 119.09, 117.65, 114.45, 112.60.   

HRMS (ESI+): calcd. for C24H26N3O2 m/z 388.2025 [M+H]+; found m/z 388.2030. 

                                                                 
19

 Y. He, L. Chen, F. Liu, H. Zhang, F. Huo, Z. Chen, J. Liu, Z. Zhen, X. Liu, S. Bo, Dyes and Pigments 2017, 139, 756–763. 
20

 K. Maiti, A. K. Mahapatra, A. Gangopadhyay, R. Maji, S. Mondal, S. S. Ali, S. Das, R. Sarkar, P. Datta, D. Mandal, ACS Omega 2017, 2, 
1583–1593. 
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To a solution of commercial 5-methylfuran-2-carbaldehyde 

(110.11 mg, 1 mmol, 1 equiv.) in EtOH (2 mL) was added 5-

methyl-2-phenyl-2,4-dihydro-3H-pyrazol-3-one 68 (174.2 , 1 

mmol, 1 eq.). The mixture was stirred at 160 °C for 5 min under 

microwaves irradiation. The crude material was concentrated 

under reduced pressure and purified by flash column 

chromatography on silica gel (Cyclohexane/AcOEt from 95:5 to 

90:10, v/v) to obtain the desired products A and B (119.1 mg, 0.45 mmol, 45 % for A and 69.6 mg, 

0.26 mmol, 26% for B) as a red amorphous powder. 

Mp = 157 °C (A) and 162 °C (B) 

IR (neat): A: 2920, 1682, 1614, 1595, 1496, 1366, 1319, 1238, 1216, 1142, 999, 923, 821.  

B: 3107, 2920, 1682, 1614, 1594, 1564, 1545, 1500, 1366, 1342, 1299, 1258, 1155, 1115, 

1033, 1005, 791, 756.  

1H NMR A (300 MHz, CDCl3) δ 8.72 (d, J = 3.7 Hz, 1H), 8.04 – 7.68 (m, 2H), 7.45 – 7.36 (m, 2H), 

7.24 (s, 1H), 7.20 – 7.12 (m, 1H), 6.50 – 6.22 (m, 1H), 2.43 (s, 3H), 2.30 (s, 3H). 

B (300 MHz, CDCl3) δ 8.02 – 7.93 (m, 2H), 7.44 – 7.36 (m, 3H), 7.17 (dt, J = 7.4, 3.5 Hz, 1H), 

7.06 (d, J = 3.5 Hz, 1H), 6.31 (dd, J = 3.5, 0.8 Hz, 1H), 2.62 (s, 3H), 2.48 (s, 3H). 

13C NMR A (75 MHz, CDCl3) δ 162.23, 160.43, 149.85, 149.69, 138.72, 128.88, 128.74, 127.38, 

124.48, 120.27, 118.82, 112.20, 14.32, 12.92. 

B (75 MHz, CDCl3) δ 165.27, 160.69, 149.01, 148.12, 138.59, 128.78, 127.43, 126.56, 124.45, 

120.15, 118.53, 111.23, 17.92, 14.40. 

HRMS (ESI+): calcd. for C16H15N2O2 m/z 267.1134 [M+H]+; found m/z 267.1142 

 

To a mixture of 7- and 8-nitro-4-phenyl-1,3-dihydro-2H-benzo[b][1,4] 

diazepin-2-one 146 (1 g, 3.56 mmol, 1 equiv.) in anhydrous THF (35 mL) at 0 

°C was added NaH (95% in mineral oil, 94 mg, 4.27 mmol, 1.2 equiv.). The 

mixture was stirred for 10 to 15 min before the addition of benzyl bromide 

(1.7 mL, 14 mmol, 4 equiv.). The reaction mixture was maintained overnight 

at room temperature, before removing the solvent under reduced pressure. 

The crude material was purified by flash column chromatography on silica gel (cyclohexane/EtOAc 

from 90:10 to 80:20, v/v) to obtain the desired product (640 mg, 1.71 mmol, 48% yield) as a white 

solid. 

Mp : 188 °C 

1H NMR (300 MHz, DMSO) δ 8.38 (d, J = 2.5 Hz, 1H, c), 8.17 (dd, J = 8.1, 1.5 Hz, 2H), 8.07 (dd, J = 8.9, 

2.5 Hz, 1H, b), 7.65 – 7.55 (m, 4H, a and Ar), 7.27 – 7.13 (m, 3H), 7.04 – 6.97 (m, 2H), 5.33 (d, J = 15.9 

Hz, 1H, h’), 5.15 (d, J = 18.3 Hz, 1H, h), 4.35 (d, J = 12.2 Hz, 2H, d).  
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13C NMR (75 MHz, DMSO) δ 165.11, 163.62, 146.75, 144.44, 136.87, 136.03, 133.59, 132.14, 128.95, 

128.55, 128.18, 127.85, 127.17, 126.43, 120.01, 118.81, 49.48. 

 

To a solution of 1-benzyl-8-nitro-4-phenyl-1,3-dihydro-2H-

benzo[b][1,4]diazepin-2-one 149 (630 mg, 1.7 mmol, 1 equiv.) in DMSO 

(5.1 mL) in a flask equipped with a rubber septum (with a needle inserted 

for preventing overpressure), was added N-bromosuccinimide (121 mg, 

0.68 mmol, 0.4 eq.) at room temperature. The mixture was then heated to 

110 °C, and stirred for 6 h. Thereafter, to the solution cooled to room temperature were successively 

added dichloromethane (40 mL), a solution of saturated aq. NaHCO3 (20 mL), a solution of saturated 

aq. Na2S2O3 (20 mL) and brine (20 mL). The organic layer was dried over MgSO4 and concentrated 

under reduced pressure. The crude material was purified by flash column chromatography on silica 

gel (DCM 100%) to obtain the desired product (316.6 mg, 0.82 mmol, 48%) as a yellow 

amorphous powder. 

Mp = 201 °C 

IR (neat): 3100, 2907, 1689, 1657, 1595, 1524, 1449, 1344, 1149, 901.  

1H NMR (300 MHz, DMSO) δ 8.31 (d, J = 1.8 Hz, 1H), 8.25 – 8.16 (m, 2H), 8.11 (dd, J = 9.6, 2.4 Hz, 3H), 

7.85 – 7.70 (m, 1H), 7.61 (t, J = 7.7 Hz, 2H), 7.46 – 7.25 (m, 4H), 5.62 (s, 2H, g). 

13C NMR (75 MHz, DMSO) δ 191.38, 158.16, 152.95, 148.36, 135.59, 135.02, 134.95, 133.97, 133.77, 

131.62, 129.95, 129.08, 128.87, 127.68, 12.94, 118.30, 110.89, 45.48.  

HRMS (ESI+): calcd. for C22H16N3O5 m/z 402.1090 [M-H+H2O]-; found m/z 402.1085. 

 

To a solution of 7-nitro-4-phenyl-1,5-benzodiazepin-2-one and 8-

nitro-4-phenyl-1,5-benzodiazepin-2-one 146 mixture (1 g, 3.56 

mmol, 1 equiv.) in anhydrous THF (35 mL) at 0 °C, was added NaH 

(95% in mineral oil, 0.094 g, 3.92 mmol, 1.1 equiv.). The mixture was 

stirred for 10 to 15 min before the addition of ethyl bromoacetate 

(1.57 mL, 14 mmol, 4 equiv.). The reaction mixture was maintained overnight at room 

temperature, before removing the solvent under reduced pressure. The crude material was 

purified by flash column chromatography on silica gel (Cyclohexane/EtOAc from 95:5 90:10 to 

85:15 ,v/v) to obtain the ethyl 2-(8-nitro-2-oxo-4-phenyl-2,3-dihydro-1H-benzo[b][1,4]diazepin-1-

yl)acetate (794.2 mg, 2.17 mmol, 61% yield) was obtained as yellow solid. 

Mp = 146 °C.  

IR (neat): 3113, 2980, 2913, 1743, 1731, 1693, 1669, 1603, 1568, 1519, 1449, 1429, 1343, 

1292, 1241, 1212, 1155, 1017, 875.  
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1H NMR (300 MHz, DMSO): δ = 8.30 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 8.21 – 8.07 (m, 3H), 7.68 – 7.52 (m, 4H), 4.82 – 

4.55 (m, 2H, d), 4.30 (d, J = 12.6 Hz, 1H, g’), 4.09 (qd, J = 7.1, 3.4 Hz, 2H, e), 3.26 (d, J = 12.6 Hz, 1H, g), 

1.11 (t, J = 7.1 Hz, 3H, f). 

13C NMR (75 MHz, DMSO-D6): δ = 168.52, 165.41, 162.99, 146.24, 144.53, 136.04, 133.88, 132.09, 

128.87, 128.10, 127.75, 120.24, 118.84, 60.96, 49.76, 13.83. 

HRMS (ESI+): calcd. for C19H16N3O5 m/z 366.1090 [M-H]-; found m/z 366.1099. 

 

To a solution of ethyl 2-(8-nitro-2-oxo-4-phenyl-2,3-dihydro-1H-

benzo[b][1,4]diazepin-1-yl)acetate 151 (754.2 mg 2.05 mmol, 1 equiv.) in 

DMSO (6 mL) in a flask equipped with a rubber septum (with a needle 

inserted for preventing overpressure), was added N-bromosuccinimide 

(146 mg, 0.82 mmol, 0.4 eq.) at room temperature. The mixture was then 

heated to 110 °C, and stirred for 6 h. Thereafter, to the solution cooled to room temperature were 

successively added dichloromethane (40 mL), a solution of saturated aq. NaHCO3 (20 mL), a solution 

of saturated aq. Na2S2O3 (20 mL) and brine (20 mL). The organic layer was dried over MgSO4 and 

concentrated under reduced pressure. The crude material was purified by flash column 

chromatography on silica gel (from DCM 100% to DCM/AcOEt 80:20, v/v) to obtain the desired 

product (398 mg, 1 mmol, 51%) as a yellow amorphous powder. 

Mp = 129 °C.  

IR (neat): 2973, 2453, 1735, 1688, 1568, 1514, 1448, 1345, 1233, 1153, 878.  

1H NMR (300 MHz, CDCl3): δ = 8.55 (d, J = 2.1 Hz, 1H), 8.21 (dt, J = 16.5, 5.5 Hz, 2H), 8.04 – 7.95 (m, 

2H), 7.84 – 7.70 (m, 1H), 7.59 (dd, J = 10.6, 4.8 Hz, 2H), 5.31 (s, 2H, g), 4.22 (q, J = 7.1 Hz, 2H, h), 1.24 

(t, J = 7.1 Hz, 3H, i). 

13C NMR (75 MHz, CDCl3): δ = 190.99, 167.03, 157.62, 152.44, 148.86, 135.12, 135.02, 133.81, 

133.80, 131.75, 129.76, 129.14, 118.63, 110.86, 61.67, 44.28, 13.95. 

HRMS (ESI+): calcd. for C19H14N3O6 m/z 380.0883 [M-H]-; found m/z 380.0878. 

 

To a solution of 7- and 8-nitro-4-phenyl-1,3-dihydro-

2H-benzo[b][1,4]diazepin-2-one mixture 146 (1 g, 3.56 

mmol, 1 equiv.) in anhydrous THF (35 mL) at 0 °C was 

added NaH (95% in mineral oil, 94 mg, 4.27 mmol, 1.2 

equiv.). The mixture was stirred for 10 to 15 min before 

the addition of tert-butyl bromo acetate (2.1 mL, 14 

mmol, 4 equiv.). The reaction mixture was maintained 

overnight at room temperature, before removing the solvent under reduced pressure. The crude 

material was purified by flash column chromatography on silica gel (cyclohexane/EtOAc from 95:5 to 
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80:20, v/v) to obtain the regioisomer A (737.4 mg, 1.85 mmol, 52%) and the regioisomer B (317.7 mg, 

0.82 mmol, 23%) as a white solid. 

mp = 138 °C (A) et 160 °C (B) 

IR (neat cm-1) Regio A : 2980, 2933, 1746, 1694, 1608, 1569, 1512, 1448, 1340, 1290, 1237, 1220, 

1149, 1129, 874, 846, 829. 

Regio B : 2974, 2886, 1694, 1513, 1425, 1448, 1375, 1341, 1236, 1150, 1087, 1046, 879. 

1H NMR Regio A : (300 MHz, DMSO) δ 8.27 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 8.15 (dd, J = 8.9, 2.5 Hz, 3H), 7.72 – 7.45 

(m, 4H), 4.70 – 4.48 (m, 2H, d), 4.30 (d, J = 12.6 Hz, 1H, f’), 3.22 (d, J = 12.6 Hz, 1H,f), 1.31 (s, 9H,e).  

Regio B : (300 MHz, DMSO) δ 8.29 – 8.01 (m, 4H), 7.79 – 7.41 (m, 4H), 4.56 (d, J = 8.9 Hz, 2H, d), 4.39 

– 4.20 (d, J = 12.8 Hz, 1H, f’), 3.21 (d, J = 12.8 Hz, 1H, f), 1.29 (s, 9H, e). 

13C NMR Regio A : (75 MHz, DMSO) δ 167.43, 165.28, 162.87, 146.18, 144.47, 136.04, 13.94, 132.08, 

128.85, 128.04, 127.78, 120.08, 118.53, 81.50, 50.37, 27.43. 

Regio B : (75 MHz, DMSO) δ 167.17, 165.08, 162.33, 143.96, 141.30, 138.99, 136.12, 131.89, 128.83, 

127.92, 123.78, 122.08, 120.56, 81.50, 50.42, 27.48. 

HRMS (ESI) exact mass calcd for C21H20N3O5 m/z 394.1403 m/z [M -H]- 394.1409 

 

To a solution of 3-benzoyl-1-benzyl-7-nitroquinoxalin-2(1H)-one 150 

(10 mg, 0.026 mmol, 1 equiv.) in anhydrous THF (0.3 mL), was added 

anhydrous MeOH (0.3 mL) and Pd(OH)2 (1 mg, 0.007 mmol, 0.3 

equiv.) under H2 atmosphere. The mixture was stirred for 30 min at 

room temperature. After completion the mixture was filtered under 

celite®, and wash with DCM and MeOH to obtain the desired product. (6 

mg, 0.016 mmol 65%) was obtained as brown amorphous powder.  

1H NMR (300 MHz, DMSO) δ 7.98 – 7.84 (m, 2H), 7.77 – 7.63 (m, 1H), 7.55 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 7.50 (dd, 

J = 8.7, 3.4 Hz, 1H), 7.37 (dd, J = 10.0, 4.3 Hz, 2H), 7.29 (dd, J = 6.8, 3.0 Hz, 3H), 6.70 – 6.58 (m, 1H), 

6.49 – 6.38 (m, 2H), 5.36 (s, 2H, g). 

HRMS (ESI) exact mass calcd for C22H18N3O m/z 356.1 m/z [M+H]+ 355.9 

 

To a solution of 7-amino-3-benzoyl-1-methylquinoxalin-

2(1H)-one 170 (10 mg, 0.036 mmol, 1 equiv.) in anhydrous 

ACN (1 mL), were added tert-butyl 2-bromoacetate (5.8 L, 

0.036 mmol, 1 equiv.), NaI (5.4 mg, 0.036 mmol, 1 equiv.) and 

DIEA (12.5 L, 0.039 mmol, 1.1 equiv.). The mixture was stirred qt reflux for 24 h. After 

completion the mixture was diluted with DCM (5 mL) and wash thre times with a saturated solution 

of NaHCO3. The mixture was dryed over MgSO4 and concentrated under reduced pressure. The 
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crude material was purified by preparative TLC 1 mm (cyclohexane/EtOAc 50:50, v/v) to obtain the 

desired product. (2.1 mg, 0.005 mmol 15%) was obtained as yellow amorphous powder.  

1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 8.00 – 7.93 (m, 2H), 7.68 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 7.61 – 7.53 (m, 1H), 7.45 (t, J 

= 7.5 Hz, 2H), 6.66 (dd, J = 8.8, 2.3 Hz, 1H), 6.25 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 3.66 (d, J = 1.5 Hz, 2H, i), 2.09 (s, 

3H, g), 1.52 (s, 9H, j). 

HRMS (ESI) exact mass calcd for C22H24N3O4 m/z 394.2 m/z [M+H]+ 393.9 

 

To a solution of 4-fluorobenzene-1,2-diamine (1 g, 7.92 

mmol, 1 equiv.) in xylene (20 mL) was added 1-

phenylhexane-1,3-dione (1.64 mL, 9.5 mmol, 1.2 equiv.). 

The mixture was stirred 12 h at 140 °C. The mixture was 

let a 0 °C until a formation of precipitate. The 

precipitation was filtered and washed with Et2O, to obtain 

426.2 mg of 7- and 8-fluoro-4-phenyl-1,3-dihydro-2H-benzo[b][1,4]diazepin-2-one mixture as white 

amorphous powder. The crude product was directly engaged in the followed step without further 

purification.  

To a solution of 7- and 8-fluoro-4-phenyl-1,3-dihydro-2H-benzo[b][1,4]diazepin-2-one mixture (200 

mg, 0.787 mmol, 1 equiv.) in anhydrous THF (16 mL) at 0 °C was added NaH (95% in mineral oil, 21 

mg, 0.866 mmol, 1.2 equiv.). The mixture was stirred for 10 to 15 min before the addition of methy l 

iodide (195 L, 3.2 mmol, 4 equiv.). The reaction mixture was maintained overnight at room 

temperature, before removing the solvent under reduced pressure. The crude material was purified 

by flash column chromatography on silica gel (cyclohexane/EtOAc from 90:10 to 80:20, v/v) to obtain 

the desired product (133 mg, 0.496 mmol, 63%) as a white solid. 

1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 7.99 – 7.79 (m, 2H), 7.38 – 7.14 (m, 3H), 7.04 (dd, J = 9.1, 5.4 Hz, 

1H), 6.91 (dd, J = 9.1, 2.9 Hz, 1H), 6.76 (ddd, J = 9.1, 7.4, 2.9 Hz, 1H), 3.92 (d, J = 12.1 Hz, 1H, 

e’), 3.13 (s, 3H, d), 2.75 (d, J = 12.1 Hz, 1H, e).  

13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 166.06, 161.78, 160.90, 157.64, 142.84 (d, J = 10.8 Hz), 137.05, 

131.67, 131.64, 131.42, 128.76, 127.81, 123.17 (d, J = 9.3 Hz), 113.55 (d, J = 23.2 Hz), 112.94 

(d, J = 23.1 Hz), 39.76, 35.34. 

 

To a solution of 8-fluoro-1-methyl-4-phenyl-1,3-dihydro-2H-

benzo[b][1,4]diazepin-2-one 175 (130 mg, 0.485 mmol, 1 equiv.) in DMSO 

(1.5 mL) in a flask equipped with a rubber septum (with a needle inserted for 

preventing overpressure), was added N-bromosuccinimide (34.3 mg, 0.19 

mmol, 0.4 eq.) at room temperature. Unless stated, the mixture was then heated to 110 °C, and 

stirred for 6 h. Thereafter, to the solution cooled to room temperature were successively added 

dichloromethane (40 mL), a solution of saturated aq. NaHCO3 (20 mL), a solution of saturated aq. 

Na2S2O3 (20 mL) and brine (20 mL). The organic layer was dried over MgSO4 and concentrated under 
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reduced pressure. The crude material was purified by flash column chromatography on silica gel 

(DCM 100%) to obtain the desired product (45.1 mg, 0.16 mmol, 33%) as a yellow amorphous 

powder. 

1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 7.95 (dd, J = 5.2, 3.3 Hz, 2H), 7.65 – 7.56 (m, 2H), 7.46 (t, J = 7.5 

Hz, 2H), 7.43 – 7.33 (m, 2H), 3.73 (s, 3H, g). 

 

To a solution of triethyl phosphonoacetate (128 L, 0.65 mmol, 2 

equiv.) in anhydrous THF (2.0 mL), was added NaH 60 % (26 mg, 0.65 

mmol, 2 equiv.) under Argon atmosphere at 0 °C. The mixture was 

stirred for 30 minutes at 0 °C, and a solution of 3-benzoyl-1-methyl-

7-nitroquinoxalin-2(1H)-one 148 (100 mg, 0.32 mmol, 1 equiv.) in 

500 L of dry THF was added. The mixture was stirred for 3 h at room temperature. After 

completion the mixture was quenched with water and washed twice with DCM. The organic layer 

was dried over MgSO4 and concentrated under reduced pressure. The crude material was purified by 

flash column chromatography on silica gel (Cyclo/AcOEt 70:30, v/v) to obtain the desired product 

(81.4 mg, 0.21 mmol, 66%) obtained as a yellow amorphous powder. 

Mp = 212 °C 

IR (neat): 3080, 2980, 1703, 1661, 1616, 1590, 1529, 1462, 1348, 1322, 1287, 1179, 1110, 

871, 845. 

1H NMR (300 MHz, DMSO) δ 8.39 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 8.18 (dd, J = 8.8, 2.4 Hz, 1H), 8.04 (d, J = 8.8 Hz, 

1H), 7.70 – 7.52 (m, 2H), 7.52 – 7.30 (m, 3H), 6.79 (s, 1H, d), 3.99 (q, J = 7.1 Hz, 2H, e), 3.74 (s, 3H, i), 

1.07 (t, J = 7.1 Hz, 3H, f). 

13C NMR (75 MHz, DMSO) δ 165.15, 162.05, 153.28, 150.70, 147.71, 135.57, 135.51, 133.93, 130.62, 

130.33, 128.89, 127.40, 119.20, 117.87, 110.64, 60.32, 29.40, 13.83. 

HRMS (ESI+): calcd. for C20H18N3O5 m/z 380.1246 [M+H]+; found m/z 38.1246. 

 

To a solution of 4-methoxybenzene-1,2-diamine (1 g, 7.24 

mmol, 1 equiv.) in xylene (20 mL) was added ethyl 3-oxo-3-

(o-tolyl)propanoate (1.79 mL, 8.7 mmol, 1.2 equiv.). The 

mixture was stirred 6 h at 140 °C. Thereafter, to the 

solution cooled to room temperature were successively 

added dichloromethane (40 mL) and washed with a 

solution of saturated aq. NaHCO3 (2 × 30 mL).The organic layer was dried over MgSO4 and 

concentrated under reduced pressure. The crude material was purified by flash column 

chromatography on silica gel (cyclohexane/EtOAc from 80:20, v/v). After concentration under 

reduced pressure, the product precipited with Et2O to obtain the mixture of regioisomers (255.4mg, 

0.94 mmol, 13%) as a white solid. The mixture of regioisomeres was directly engaged in the followed. 
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To a solution of 7- and 8-methoxy-4-(o-tolyl)-1,3-dihydro-2H-benzo[b][1,4]diazepin-2-one mixture 

(200 mg, 0.713 mmol, 1 equiv.) in anhydrous THF (15 mL) at 0 °C was added NaH (95% in mineral oil, 

20 mg, 0.784mmol, 1.2 equiv.). The mixture was stirred for 10 to 15 min before the addition of 

methyl iodide (176 L, 2.85 mmol, 4 equiv.). The reaction mixture was maintained overnight at room 

temperature, before removing the solvent under reduced pressure. The crude material was purified 

by flash column chromatography on silica gel (cyclohexane/EtOAc 50:50, v/v) to obtain the desired 

product (192.5 mg, 0.656 mmol, 92%) as a white solid 

Mp : 153 °C 

IR (neat cm-1) 2920, 2833, 1666, 1610, 1569, 1495, 1443, 1423, 1307, 1272, 1160, 1144, 1103, 1028, 

1014, 831, 814.  

1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 7.64 – 7.53 (m, 1H), 7.41 – 7.14 (m, 4H), 6.97 – 6.71 (m, 2H), 3.84 

(m, 4H, b et f’), 3.39 (d, J = 7.8 Hz, 3H, e), 3.24 – 3.03 (m, 1H, f), 2.52 (s, 3H, g). 

13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 166.35, 166.21, 164.05, 161.93, 157.77, 156.53, 142.26, 138.97, 

138.81, 136.39, 135.67, 135.44, 131.29, 131.26, 129.58, 129.35, 128.58, 128.29, 128.16, 

128.13, 125.99, 125.94, 122.77, 114.08, 111.54, 109.69, 106.43, 55.61, 55.55, 43.61, 43.38, 

35.31, 35.23, 20.95, 20.86. 

HRMS (ESI) exact mass calcd for C18H19N2O2 m/z 295.1447 found m/z 295.1436 [M +H]+  

 

To a solution of 7-methoxy-1-methyl-4-(o-tolyl)-1,3-dihydro-2H-

benzo[b][1,4]diazepin-2-one 189 (195 mg, 0.66 mmol, 1 equiv.) in DMSO 

(2.2 mL) in a flask equipped with a rubber septum (with a needle inserted 

for preventing overpressure), was added N-bromosuccinimide (47.2 mg, 

0.265 mmol, 0.4 eq.) at room temperature. The mixture was then heated to 110 °C, and stirred for 6 

h. Thereafter, to the solution cooled to room temperature were successively added dichloromethane 

(25 mL), a solution of saturated aq. NaHCO3 (20 mL), a solution of saturated aq. Na2S2O3 (20 mL) and 

brine (20 mL). The organic layer was dried over MgSO4 and concentrated under reduced pressure. 

The crude material was purified by flash column chromatography on silica gel (Cyclohexane/AcOEt 

from 90:10 to 80:20, v/v) to obtain the desired product (29.8 mg, 0.099 mmol, 15%) as a yellow 

amorphous powder. 

Mp = 169 °C 

IR (neat): 2920, 2840, 2187, 1677, 1640, 1500, 1487, 1267, 1166, 1026, 923.  

1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 7.59 (dd, J = 7.8, 1.3 Hz, 1H), 7.45 (td, J = 7.5, 1.4 Hz, 1H), 7.37 (d, 

J = 2.5 Hz, 1H), 7.35 – 7.19 (m, 4H), 3.87 (s, 3H, g), 3.73 (s, 3H, j), 2.69 (s, 3H, a). 

13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 194.23, 156.41, 156.23, 153.13, 140.80, 134.47, 133.18, 132.97, 

132.34, 132.02, 128.30, 125.73, 121.52, 114.94, 112.05, 55.93, 29.21, 21.79. 

HRMS (ESI+): calcd. for C18H17N2O3 m/z 309.1239 [M+H]+; found m/z 309.1240. 
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I. General information, instruments and methods 
 

General Information. Flash column chromatography purifications were performed silica gel (40-63 

m). Thin-layer chromatography (TLC) were carried 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 KMnO4 solution. Unless otherwise noted, all chemicals were used as received from commercial  

sources without further purification. Phosphate buffer saline PBS (pH 7.4, 0.1 M), carbonate buffer 

(pH 10.89, 0.1 M) and aq. mobile phases for HPLC were prepared with water purified by means of a 

MilliQ system (purified to 18.2 MΩ cm). 

Instrument and Methods. 1H and 13C NMR spectra were recorded on a 300 MHz spectrometer. 

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 using 

an orthogonal acceleration time-of-flight (oa-TOF) mass spectrometer equipped with an electrospray 

source in positive and negative modes. Low resolution mass spectra (LRMS) were obtained with a 

mass spectrometer equipped an ESI source. UV-visible absorption spectra were obtained using a 

rectangular quartz cell (standard cell, Open Top, 10  10 mm, chamber volume 3.5 mL). Fluorescence 

spectroscopic studies (emission/excitation spectra) were performed using a semi -micro quartz 

fluorescence cell (Hellma, 104F-QS, 10  4 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 performed using an ultra-micro quartz cell (Hellma, 105.251-QS, 20  3 mm, 

Chamber volume 45 L). The absorption spectra of azaphtalimide derivatives were recorded (430-
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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 condition or in apolar and aprotic 

solvent at 25 °C. Excitation/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 emission slit: 5 nm). Fluorescence quantum yields were measured at 25 °C by a 

relative method using lucifer yellow (F = 21% in water, 430 nm) as a standard and fluoresceine (F 

= 92.5% in NaOH 0.1 M, 488 nm1. The following equation was used to determine the relative 

fluorescence quantum yield: 

F (X) = (As/Ax) (Fx/Fs) (nx/ns)² F (S) 

where 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, 1.333 for water 1.362 for EtOH, 1.497 for toluene, 1.424 for DCM, 1.344 for ACN, 

1.407 for THF, 1.328 for MeOH, 1.431 for DMF and 1.478 for DMSO. 

Carbonate buffer pH 10.89 0.1 M: 500 mL of solution of NaHCO3 0.1 M and 500 mL of  solution of 

Na2CO3.10H2O 0.1 M were prepared. To 450 mL of Na2CO3.10H2O 0.1 M solution, was added 50 mL of 

NaHCO3 0.1 M solution to give after, pH value adjusted with pHmeter, the carbonate buffer pH 10.89 

0.1 M. 

HPLC systems used for purity control or purification 

System QC was used for analytical experiments (Thermo Hypersyl GOLD C18 column, 5 µm, 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. Several chromatographic systems were used 

for the purification steps (by semi-preparative HPLC): System A: RP-HPLC (Varian Kromasil C18 

column, 10 µm, 10.0 x 250 mm) with ACN and 0.1% aq. TFA as eluents [0% ACN (5 min), followed by 

linear gradient from 0% to30% (30 min) of ACN, followed by isocratic mixture 30% of ACN (15 min) 

and followed by linear gradient from 30% to 100% (55 min) of ACN] at a flow rate of 7 mL/min. UV -
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vis wavelength used for the detection was performed at 465 nm. System B: RP-HPLC (Varian Kromasil 

C18 column, 10 µm, 21.2 x 250 mm) with ACN and 0.1% aq. TFA as eluents [0% ACN (5 min), followed 

by linear gradient from 0% to 100% (100 min) of ACN and followed 100% (45 min) of ACN] at a flow 

rate of 20 mL/min. UV-vis wavelength used for the detection was performed at 570 and 430 nm. 

System C: RP-HPLC (Thermo Hypersil GOLD C18 column, 5 µm, 10.0 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 100% (30 min) of ACN] at a flow rate of 4 mL/min. UV-vis wavelength used for the 

detection was performed at 575 and 390 nm. System D: RP-HPLC (Varian Kromasil C18 column, 10 

µm, 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% (20 min) of ACN] at a flow rate of 20 

mL/min. UV-vis wavelength used for the detection was performed at 330 and 235 nm. System E: RP-

HPLC (Varian Kromasil C18 column, 10 µm, 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% (20 

min) of ACN] at a flow rate of 20 mL/min. UV-vis wavelength used for the detection was performed 

at 365 and 310 nm. System F: RP-HPLC (Varian Kromasil C18 column, 10 µm, 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 100% (30 min) of ACN] at a flow rate of 20 mL/min. UV -vis 

wavelength used for the detection was performed at 355 and 235 nm. System G: RP-HPLC (Varian 

Kromasil C18 column, 10 µm, 21.2 x 250 mm) with ACN and 0.1% aq. TFA as eluents [0% ACN (5 min), 

followed by linear gradient from 0% to 20% (20 min) of ACN, followed by linear gradient from 20% to 

60% (80 min) and followed by linear gradient from 60% to 100% (35 min)] at a flow rate of 20 

mL/min. UV-vis wavelength used for the detection was performed at 340 and 240 nm. 
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II. Experimental procedures 
 

II.1. Preparation of maleimide and 5-ethoxyoxazole precursors of azaphthalimide 7 and 8 

2-(5-ethoxy-2-methyloxazol-4-yl)-N-(1-phenylpropyl)acetamide. To a 

solution of 2,5-dioxopyrrolidin-1-yl 6-(5-ethoxy-2-methyloxazol-4-

yl)hexanoate2 (50 mg, 0.15 mmol, 1 equiv.) in freshly distilled THF (0.8 mL), under argon atmosphere, 

was added α-ethylbenzylamine (24 L, 0.17  mmol, 1.1 equiv), and DIEA (31 L, 0.18  mmol, 1.2 

equiv). The resulting reaction mixture was stirred overnight at rt. The solution was quenched with a 

saturated solution of NaHCO3, extracted with AcOEt (3 10 mL). The combined organic layers were 

washed with brine, dried over MgSO4, and evaporated under vacuum. The crude product was finally 

purified by chromatography on silica gel (AcOEt/Cyclohexane 50:50, v/v, rf = 0.2), to give the product 

as a colorless oil (0.095 mmol, 34 mg, 63%). IR (neat cm-1) 3291, 2969, 2936, 2864, 1641, 1538, 1271; 

1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 7.31 (m, 5H), 5.63 (d, 1H), 4.88 (q, J = 15.3, 7.2 Hz, 1H), 4.08 (q, J = 15.3, 

7.2 Hz, 2H), 2.36 – 2.26 (m, 5H), 2.23 – 2.12 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 1.88 – 1.75 (m, 2H), 1.66 (m, 4H), 1.33 

(t, J = 7.2 Hz, 3H), 1.26 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 0.88 (t, J = 7.2 Hz, 3H). 13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 172.4, 

153.6, 152.4, 142.4, 128.7, 128.7, 127.4, 126.7, 126.7, 116.8, 70.5, 54.8, 36.9, 29.2, 28.9, 28.4, 25.6, 

24.5, 15.1, 14.4, 10.9. HRMS (ESI) [M + H]+ calcd for C21H32N2O3 m/z 359.2335 found m/z 359.233. 

 

N-benzyl-6-(2,5-dioxo-2,5-dihydro-1H-pyrrol-1-yl)hexanamide. To a 

solution of 2,5-dioxopyrrolidin-1-yl 6-(2,5-dioxo-2,5-dihydro-1H-pyrrol-1-

yl)hexanoate (50 mg, 0.16 mmol, 1 equiv.) in freshly distilled THF (1 mL), 

under argon atmosphere, was added benzylamine (23 L, 0.21  mmol, 1.3 equiv). The resulting 

reaction mixture was stirred overnight at rt. The solution was quenched with a saturated solution of 

NaHCO3, extract with AcOEt (3  10 mL). The combined organic layers were washed with brine, dried 

over MgSO4, and evaporated under vacuum. The crude product was finally purified by 

chromatography on silica gel (AcOEt/Cyclohexane 50:50, v/v, rf = 0.2), to give the product as a 
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colorless oil (0.061 mmol, 18 mg, 38%). IR (neat cm-1) 3302, 2935, 1705, 1629, 1412, 828, 695; mp 

115 °C. 1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 7.31 (m, 5H), 6.67 (s, 2H), 5.68 (s, 1H), 4.44 (d, J = 5.6 Hz, 2H), 

3.51 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 2.21 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 1.66 (m, 4H), 1.33 (q, J = 7.3 Hz, 2H). 13C NMR (75 MHz, 

CDCl3) δ 172.6, 170.9, 170.9, 138.5, 134.2, 134.2, 128.8, 128.8, 127.9, 127.9, 127.6, 43.7, 37.7, 36.5, 

28.3, 26.4, 25.2. 

II.2. Synthesis of azapthalimides 2-3, 6-8 

Azaphthalimides 4 and 5 were prepared according to a reported procedure.2 

Compound 2. To a solution of the 4-benzyl-5-ethoxyoxazole3 (250.0 mg, 

1.23 mmol) in a mixture of THF/Water (170/100, 6.5 mL/3.8 mL) was added 

the N-methylmaleimide (273 mg, 2.46 mmol, 2 equiv.) and TFA (380 L, 

6.45 mmol, 5 equiv.). The reaction was stirred for 5 h at rt. The solution was quenched with a 

saturated solution of NaHCO3, extracted with AcOEt (3  30 mL). The combined organic layers were 

washed with brine, dried over MgSO4, and evaporated under vacuum. The crude product was finally 

purified by chromatography on silica gel (DCM 100% to AcOEt/DCM 50:50, v/v), followed by 

trituration in diethylether (3  1 mL), to give the product as a pale yellow solid (0.58 mmol, 155 mg, 

47%). IR (neat cm-1) 3098, 2934, 2459, 1699, 1435, 1379, 1217, 1049, 1013, 864, 753, 740, 729 ; mp 

174 °C. 1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 8.59 (s, 1H), 7.46 (s, 1H), 7.27 (m, 5H), 4.30 (s, 2H), 3.14 (s, 3H). 

13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 169.0, 167.1, 158.1, 146.9, 137.6, 135.6, 129.3, 128.7 126.8, 124.1, 120.5, 

38.9, 24.1.  

Compound 3. To a solution of 4-benzyl-5-ethoxy-2-phenethyloxazole3 

(100.0 mg, 0.46 mmol) in a mixture of THF/Water (170/100, 2.4 mL/1.4 mL) 

was added the N-methylmaleimide (102 mg, 0.92 mmol, 2 equiv.) and TFA 

(140 L, 23.7 mmol, 5 equiv.). The reaction was stirred for 5 h at rt. The solution was quenched with 

a saturated solution of NaHCO3, extracted with AcOEt (3  20 mL). The combined organic layers were 

washed with brine, dried over MgSO4, and evaporated under vacuum. The crude product was finally 
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purified by chromatography on silica gel (DCM 100% to AcOEt/DCM 50:50,  v/v), followed by 

trituration in diethylether (3  1 mL), to give the product as a pale yellow solid (0.26 mmol, 98 mg, 

57%). IR (neat cm-1) 3431, 3028, 2935, 2862, 1773, 1699, 1436, 1408, 1251, 1226, 1023, 999, 759, 

747, 701; mp 168 °C. 1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 7.28 (m, 5H), 4.28 (s, 2H), 3.44 (dd, J = 8.9, 6.9 Hz, 

2H), 3.17 – 2.85 (m, 5H). 13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 169.1, 167.8, 157.2, 150.6, 145.4, 141.2, 137.8, 

129.3, 128.7, 128.5, 128.4, 126.7, 126.0, 120.7, 120.1, 38.9, 35.2, 35.2, 23.9. 

Compound 6. To a solution of the carboxylic acid 5-ethoxyoxazole 

(50 mg, 2.07 mmol, 1 equiv.) in NMP (1.42 mL) was added the N-

methylmaleimide (58 mg, 5.18 mmol, 2.5 equiv.) and TFA (53 L, 

9..00 mmol, 4.5 equiv.). The reaction was stirred overnight at rt. After 

the reaction was completed, the mixture was diluted with aq 0.1% TFA and purified by semi -

preparative RP-HPLC (system D). The product-containing fractions were lyophilized to give 48.5 mg 

(76% yield) of the product as a yellow oil .IR (neat cm-1) 2930, 1702, 1434, 1380, 1198, 1008, 901, 

758, 529, 407. 1H NMR (300 MHz, MeOD) δ 3.08 (s, 3H), 2.99 – 2.83 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 2.68 (s, 3H), 

2.30 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 1.79 – 1.54 (m, 4H), 1.49 – 1.36 (m, 2H). 13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 177.5, 

169.3, 168.6, 161.4, 146.8, 146.4, 122.5, 122.3, 34.7, 33.2, 29.8, 29.00, 25.9, 23.9, 19.6. HRMS (ESI) 

exact mass calcd for C15H17N2O5 m/z 305.1137 found m/z 305.1134 [M -H]-.HPLC (system QC): tR = 

19.557 min (98% purity). 

Compound 7. To a solution of the 2-(5-ethoxy-2-

methyloxazol-4-yl)-N-(1-phenylpropyl)acetamide (100.0 mg, 

0.28 mmol) in a mixture of THF/Water (170/100, 1.5 mL/0.9 mL) 

was added the N-methylmaleimide (62 mg, 0.56 mmol, 2 equiv.) 

and TFA (90 L, 1.53 mmol, 5 equiv.). The reaction was left during 5 h at rt. The solution was 

quenched with a saturated solution of NaHCO3, extracted with AcOEt (3  20 mL). The combined 

organic layers were washed with brine, dried over MgSO4, and evaporated under vacuum. The crude 

product was finally purified by chromatography on silica gel (AcOEt/Cyclohexane 70:30, v/v), to give 
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the product as a pale yellow solid (0.19 mmol, 80 mg, 67%). IR (neat cm-1) 3318, 2948, 2869, 1704, 

1645, 1515, 1422, 1378, 1246, 1151, 1007, 907, 865, 753, 700, 677; mp 158 °C. 1H (300 MHz, CDCl3) δ 

7.32 (m, 5H), 5.60 (d, 2H), 4.88 (q, J = 7.5 Hz, 2H), 3.14 (s, 3H), 2.96 – 2.82 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 2.73 (s, 

3H), 2.19 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 1.80 (m, 2H), 1.69 (m, 4H), 1.42 (m, 2H), 0.88 (t, J = 7.5 Hz, 3H). 13C (75 

MHz, CDCl3) δ 172.3, 169.3, 168.2, 159.4, 147.2, 145.4, 142.3, 128.7, 127.4, 126.7, 120.1, 119.7, 54.9, 

36.8, 32.4, 29.2, 27.9, 25.6, 23.9, 20.2, 10.9. 

Compound 8. To a solution of the 2-(5-ethoxy-2-

methyloxazol-4-yl)-N-(1-phenylpropyl)acetamide (110.0 

mg, 0.31 mmol) in a mixture of THF/Water (170/100, 

1.64 mL/0.97 mL) was added the N-benzyl-6-(2,5-dioxo-2,5-dihydro-1H-pyrrol-1-yl)hexanamide (186 

mg, 0.62 mmol, 2 equiv.) and TFA (100 L, 1.70 mmol, 5.5 equiv.). The reaction was left during 7 h at 

rt. The solution was quenched with a saturated solution of NaHCO3, extract with AcOEt (3  25 mL). 

The combined organic layers were washed with brine, dried over MgSO 4, and evaporated under 

vacuum. The crude product was finally purified by chromatography on silica gel (AcOEt/Cyclohexane 

50:50, AcOEt 100% and AcOEt/MeOH 90:10, v/v), followed by trituration in a mixture (AcOEt/MeOH 

50:50, 4mL), and recrystallization in MeOH (2 mL), to give the product as a pale yellow solid (0.12 

mmol, 73 mg, 38%). IR (neat cm-1) 3290, 2938, 2866, 1752, 1704, 1643, 1516, 1399, 1251, 1152, 

1052, 979, 908, 696; mp 164 °C. 1H NMR (300 MHz, DMSO) δ 8.28 (t, J = 6.6 Hz, 1H), 8.15 (d, J = 8.1 

Hz, 1H), 7.36 – 7.13 (m, 10H), 4.66 (q, J = 6.6 Hz, 1H), 4.23 (d, J = 5.7 Hz, 2H), 3.48 (t, J = 6.6 Hz, 1H), 

2.78 (t, J = 6.6 Hz, 1H), 2.52 (s, 3H), 2.14 (m, 4H), 1.70 – 1.38 (m, 10H), 1.34 – 1.11 (m, 6H), 0.82 (dt, J 

= 12.3, 6.6 Hz, 3H). 13C NMR (75 MHz, DMSO) δ 172.0, 171.6, 168.0, 166.6, 160.3, 144.0, 139.7, 128.2, 

128.2, 128.1, 127.1, 126.6, 126.5, 126.4, 120.4, 120.1, 54.9, 53.9, 42.0, 37.2, 35.4, 35.1, 32.2, 29.3, 

28.6, 27.7, 27.3, 25.9, 25.3, 24.9, 19.6, 11.0. 
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III. RP-HPLC analyses 

 

RP-HPLC elution profile (system QC) of compound 13 (Max Plot mode) 

 

RP-HPLC elution profile (system QC) of compound 16 (Max Plot mode) 
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RP-HPLC elution profile (system QC) of compound 19 (Max Plot mode) 

 

RP-HPLC elution profile (system QC) of compound 24 (Max Plot mode) 
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IV. Kinetic studies of the Kondrat’eva ligation in organic and aqueous media 

 

V. 1. In organic media 

To a solution of 4-benzyl-5-ethoxy-2-methyloxazole 1 (16 mg, 0.08 mmol, 1 equiv) in CDCl3 

(0.50 mL) in a NMR tube, were added successively N-methylmaleimide 2a (20.3 mg, 0.20 

mmol, 2.5 equiv) and TFA (0.5; 2; 5 or 10 equiv). The ratio 5-alkoxyoxazole 1:3-

hydroxypyridine 4a was determined at different time by 1H NMR analysis based on the 

comparative integration between the methylic protons of 1 and 4a. No traces of the 

intermediate bicyclic adduct was observed under these conditions. 
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V. 2. In aqueous media 

To a solution of 4-benzyl-5-ethoxy-2-methyloxazole 1 (16 mg, 0.08 mmol, 1 equiv) in the 

corresponding deuterated binary aqueous medium (deuterated DMSO/D2O, 2:1, v/v, 0.50 

mL) in a NMR tube, were added TFA (0.5; 2; 5 or 10 equiv), and N-methylmaleimide 2a (20.3 

mg, 0.198 mmol, 2.5 equiv). The ratio 5-alkoxyoxazole 1:3-hydroxypyridine 4a was 

determined by 1H NMR analysis based on the comparative integration between the methilc 

protons of 1 and 4a. No traces of the intermediate bicyclic adduct was observed under these 

condition. 
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V. Fluorescence spectroscopy 

V.1. Acidity constant (pKa) determination of compound 1 

To a solution of compound 1 10 M in carbonate buffer 0.1 M pH 10.89, in Hellma, 104F-QS, 

10  4 mm, chamber cell volume 3.5 mL, was successively added TFA. The absorbance values 

at 420 nm were measured for each pH values. The derivate graphic was traced to determine 

the pKa value. 

 

 

Figure S1: Absorbance value at 420 nm in function of pH 

 

Figure S2: derivate of absorbance value at 420 nm in function of pH 
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V.2. Energy-transfer efficiency of compound 16 

The energy-transfer efficiency of 16 was calculated based on the equation: E = {100 × [1 - 

(fluorescence intensity of the donor in the FRET cassette)/(fluorescence intensity of the free 

donor)]%}, to be 78%. Since the azaphthlimide moiety exhibits a residual absorption at 315 

nm (i.e., excitation wavelength used to record the azaphthalimide 6 intensity of the donor), a 

correction factor (×1.072) taking into account this contribution to the overall absorption of 6 

was applied to the fluorescence intensity of the donor in the FRET cassette, to avoid an 

overestimation of the E parameter. Finally, a value of 77% was obtained. 

V.3. Photophysical properties of compound 1 and 8 

a) Photophysical properties of compound 1 in different solvents at 25 °C 

Solvant max abs (nm) max em (nm) Quantum yield 

H2O 419 523 7% 
MeOH 420 516 10% 

EtOH 424 524 15% 
DMSO 455 510 7% 

DMF 455 512 5% 
ACN 345 413 <1% 

THF 433 493 33% 

DCM 348 425 <1% 
Toluene 350 423 1% 

 

b) Photophysical properties of compound 8 at different pH values at 25 °C 

PH max abs (nm) max em (nm) Quantum Yield 

5.6 419 520 6% 
6.7 (H2O) 418 523 10% 

6.7 (PBS) 419 520 16% 
7.0 (PBS) 419 520 17% 

7.2 (PBS) 419 520 18% 
7.4 (PBS) 420 520 18% 
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d) Absorbance spectrum of compound 21 in DMSO, recorded at 25 °C 
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e) Superimposition of absorption and emission (λex = 430 nm) spectrum of compound 21 (in DMSO) 

and compound 1 (in PBS pH 7.4), respectively recorded at 25 °C. 
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1) Screening of potential carbanions/enolizable species in PBS 7.4 by 

fluorescence spectroscopy 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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 λex 470 nm and λem 520 nm. 
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2) Characterization of compounds 

2.1) RP-HPLC elution profiles for compounds 1, 7-9 

RP-HPLC elution profile of tetrazine-based probe 1 (recorded in “Max Plot” mode) 

 

RP-HPLC elution profile of peptide 7 (recorded in “Max Plot” mode) 

  



Partie éxpérimentale 
 

308 
 

RP-HPLC elution profile of Pyr-Fluo 8 (recorded in “Max Plot” mode) 

 

RP-HPLC elution profile of modified peptide 9 (recorded at 330 nm) 
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2.2) HRMS (ESI-TOF) for compound 9 

 

Figure S2: HRMS (ESI-TOF) exact mass calcd for C126H146N24O32S2 m/z 1285.4988 (in blue); 

found m/z 1285.4957 (in red) [M+2H]2+ 
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2.3) Spectroscopic data for fluorescein, compound 9 and 
Lyso-Fluo 

 

 

Normalized absorption (in blue), emission (in red, λex 470 nm) and excitation (in green, λem 540 nm) 

spectra of fluorescein in PBS (0.1 M, pH 7.4) at 25 °C. 

 

 

Normalized absorption (in blue), emission (in red, λex 470 nm) and excitation (in green, λem 540 nm) 

spectra of peptide 9 in PBS (0.1 M, pH 7.4) at 25 °C. 
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Normalized absorption (in blue), emission (in red, λex 470 nm) and excitation (in green, λem 540 nm) 

spectra of Lyso-Fluo in PBS (0.1 M, pH 7.4) at 25 °C. 
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3) SDS-PAGE analysis of native lysozyme and fluorescein-modified lysozyme 

Lyso-Fluo 
 

 

Figure S3: SDS-PAGE analysis of native h-Lyso and fluorescein-modified h-Lyso (left: silver 

nitrate staining; right: fluorescence detection). 
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4) RP-HPLC monitoring of pyrazolone-tetrazine chemical ligation 

 

 

 

 

To a solution of tetrazine 3 (25.6 mg, 0.09 mmol, 1 equiv.) in a 1.7 mL solution of ACN/PBS pH 7.4 

(1:0.7, v/v) was added N-phenylpyrazolone 2a (77.6 mg, 0.45 mmol, 5 equiv.). The reaction was 

stirred for 3 h 30 at room temperature. A sample of the reaction mixture was collected for HPLC 

analysis at t=20 min, 2 h 30 and 3 h 30 (System QC, recorded in “Max Plot” mode, * contamination 

from TFA).
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5) Tests of stability 

5.1) Study of stability of intermediate 4 in the presence of 
BSA 

To a solution of bovine serum albumin (3.0 mg, 0.045 μmol) in PBS (0.1 M, pH 7.4, 900 μL) placed in 

an Eppendorf tube was added 100 μL of a stock solution of 4 (0.6 mg, 1.38 μmol, 500 μL acetonitrile). 

The resulting mixture was incubated at 37 °C. A sample of the reaction mixture was collected for 

HPLC analysis at t=0, 2, 6 and 9h (System QC, recorded in “Max Plot” mode).  
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5.2) Study of stability of by-product 6 in the presence of BSA 

To a solution of bovine serum albumin (3.0 mg, 0.045 μmol) in PBS (0.1 M, pH 7.4, 900 μL) placed in 

an Eppendorf tube was added 100 μL of a stock solution of 6 (0.5 mg, 1.36 μmol, 500 μL acetonitrile). 

The resulting mixture was incubated at 37 °C. A sample of the reaction mixture was collected for 

HPLC analysis at t=0, 6 and 9h (System QC, recorded in “Max Plot” mode).  
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5.3) Study of stability of product 5 in the presence of BSA 

To a solution of bovine serum albumin (14.5 mg, 0.220 mmol) in PBS (0.1 M, pH 7.4, 900 μL) placed in 

an Eppendorf tube was added 100 μL of a stock solution of 5 (0.625 mg, 2.2 mmol, 500 μL 

acetonitrile). The resulting mixture was incubated at 37 °C. A sample of the reaction mixture was 

collected for HPLC analysis at t=1, 3, 24h (System QC, recorded at 280 nm). 
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I Mass spectrum and RP-HPLC chromatogram of compound 1 
 

I.1. HRMS spectrum of compound 1 

 

I.2. RP-HPLC chromatogram of compound 1 
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II. Absorbance and fluorescence spectroscopic data of the probe 1 
 

II.1. UV/Vis absorption spectra of the probe 1 upon addition of increasing quantities of 
biothiols 
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Probe 1 (10 M) upon addition of increasing quantities of GSH (0.1 equiv. from 0 to 3 

equiv.), in PBS 7.40 at 25 °C. 
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Probe 1 (10 M) upon addition of increasing quantities of NAC (0.1 equiv. from 0 to 3 

equiv.), in PBS 7.40 at 25 °C. 
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Probe 1 (10 M) upon addition of increasing quantities of Hcy (0.1 equiv. from 0 to 3 equiv.), 

in PBS 7.40 at 25 °C. 
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Probe 1 (10 M) upon addition of increasing quantities of Cys (0.1 equiv. from 0 to 3 equiv.), 

in PBS 7.40 at 25 °C.  
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II.2. Fluorescence response of the probe 1 upon addition of increasing quantities of 
biothiols  
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Fluorescence response of the probe 1 (10 μM) upon addition of increasing quantities of GSH 

(0.1 equiv. from 0 to 3 eq), in PBS 7.40 at 25 °C, at λex 410 nm. 
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Fluorescence response of the probe 1 (10 μM) upon addition of increasing quantities of NAC 

(0.1 equiv. from 0 to 3 eq), in PBS 7.40 at 25 °C, at λex 410 nm. 
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Fluorescence response of the probe 1 (10 μM) upon addition of increasing quantities of Hcy 

(0.1 equiv. from 0 to 3 eq), in PBS 7.40 at 25 °C, at λex 410 nm. 
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Fluorescence response of the probe 1 (10 μM) upon addition of increasing quantities of Cys 

(0.1 equiv. from 0 to 3 equiv.), in PBS 7.40 at 25 °C, at λex 410 nm. 
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II.3. Fluorescence response of the probe 1 towards biologically relevant nucleophiles 

 

450 500 550 600 650 700

0

10

20

30

40

50

60
F

lu
o

re
s
c
e
n

c
e

 i
n

te
n

s
it
y
 (

a
.u

.)

Wavelength (nm)

 

Fluorescence responses of the probe 1 (10 μM) at t=0 (in black) and t=1 min (in grey) 

recorded in PBS pH 7.4, at 25 °C, at λex 410 nm. 
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Fluorescence responses of probe 1 (10 μM) one minute after the addition of Met (50 equiv.) 

recorded in PBS pH 7.4, at 25 °C, at λex 410 nm. 



 
 

326 
 

 

450 500 550 600 650 700

0

10

20

30

40

50

60

F
lu

o
re

s
c
e

n
c
e

 i
n

te
n

s
it
y
 (

a
. 
u

.)

Wavelength (nm)

 

Fluorescence responses of probe 1 (10 μM) one minute after the addition of Lys (50 equiv.) 

recorded in PBS pH 7.4, at 25 °C, at λex 410 nm. 
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Fluorescence responses of probe 1 (10 μM) one minute after the addition of Gly (50 equiv.) 

recorded in PBS pH 7.4, at 25 °C, at λex 410 nm. 
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Fluorescence responses of probe 1 (10 μM) one minute after the addition of His (50 equiv.) 

recorded in PBS pH 7.4, at 25 °C, at λex 410 nm. 
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Fluorescence responses of probe 1 (10 μM) one minute after the addition of Ser (50 equiv.) 

recorded in PBS pH 7.4, at 25 °C, at λex 410 nm. 
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Fluorescence responses of probe 1 (10 μM) one minute after the addition of Tyr (50 equiv.) 

recorded in PBS pH 7.4, at 25 °C, at λex 410 nm. 
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Fluorescence responses of probe 1 (10 μM) one minute after the addition of human 

lysozyme (10 equiv.) recorded in PBS pH 7.4, at 25 °C, at λex 410 nm. 
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Fluorescence responses of probe 1 (10 μM) one minute after the addition of GSH (50 equiv.) 

recorded in PBS pH 7.4, at 25 °C, at λex 410 nm. 
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Fluorescence responses of probe 1 (10 μM) one minute after the addition of NAC (50 equiv.) 

recorded in PBS pH 7.4, at 25 °C, at λex 410 nm. 
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Fluorescence responses of probe 1 (10 μM) one minute after the addition of Hcy (50 equiv.) 

recorded in PBS pH 7.4, at 25 °C, at λex 410 nm. 
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Fluorescence responses of probe 1 (10 μM) one minute after the addition of Cys (50 equiv.) 

recorded in PBS pH 7.4, at 25 °C, at λex 410 nm. 
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II.4. Photophysical properties of probe 1 in presence of biothiols in PBS pH 7.40 at 25 °C.  

 

Table 1. . Spectroscopic data  of compounds  1.
[a]

   

Compound abs (nm)[b] em (nm)[b] e [c] Q.E.[d] Detection 
l imit (nM) 
at pH 7.40 

Detection 
l imit (nM) 
at pH 5.01 

1 528 480 - - - - 

1 + GSH 446 490 16.42 93.9 % 38 159 

1 + NAC 446 488 15.83 93.7 % 33 43 

1 + Hcy 446 485 8.40 88.01 % 19 147 

1 + Cys 446 487 6.53 84.7 % 36 198 

[a] All measurements were performed at 25 °C in PBS buffer 7.4 with 50 equiv. of analytes. [b] Maxima of the 

main absorption (abs) and emission (em) bands. [c] Fluorescence exaltation. [d] Quenching efficiency. 
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II.5. Study of pH-dependence fluorescence change of probe 1 in the presence of biothiols 
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Time course of fluorescence change of probe 1 (10 μM) upon the addition of GSH (50 equiv.) 

at pH 7.40 (in black) and pH 5.01 (in red), at 25 °C at λex 410 nm and at λem 485 nm. 
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 Time course of fluorescence change of probe 1 (10 μM) upon the addition of NAC (50 

equiv.) at pH 7.40 (in black) and pH 5.01 (in red), at 25 °C at λex 410 nm and at λem 485 nm. 
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Time course of fluorescence change of probe 1 (10 μM) upon the addition of Hcy (50 equiv.) 

at pH 7.40 (in black) and pH 5.01 (in red), at 25 °C at λex 410 nm and at λem 485 nm. 
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Time course of fluorescence change of probe 1 (10 μM) upon the addition of Cys (50 equiv.) 

at pH 7.40 (in black) and pH 5.01 (in red), at 25 °C at λex 410 nm and at λem 485 nm. 
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Study of pH-dependent fluorescence intensity area changes of probe 1 (10 M) at 25 °C at 
λex 410 nm and at λem 485 nm after incubation (t=1 min). 
 

 
 
Study of pH-dependent fluorescence response intensity area change of probe 1 (10 M) in 

the presence of human lysozyme (100 M, 10 eq) at pH 5.01 (in red) and 7.40 (in blue) at 25 
°C at λex 410 nm and at λem 485 nm after incubation (t=1 min). 
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III. Detection limit of probe 1 
 
The detection limit of probe 1 towards analytes was calculated on the basis of the linear 

relationship between the emission intensity at 485 nm and the concentration of analytes. 

The detection limit was calculated with the following equation: detection limit = 3σ/k, with σ 

the standard deviation of blank measurement, k the slope between the fluorescence 

intensity (F) at 485 nm versus the concentration of analytes.  

 

 

Fluorescence intensity changes of probe 1 (10 μM) in PBS (0.1 M, pH = 7.4) at 25 °C for GSH 

[1-8 μM+, ex 410 nm, em 485 nm (fluorescence intensity values were measured when the 

intensity reached a plateau i.e. t = 1 min). σ was found to be 0.261 and k = 20.775, therefore 

a detection limit of 38 nM was found. 
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Fluorescence intensity changes of probe 1 (10 μM) in PBS (0.1 M, pH = 7.4) at 25 °C for NAC 

[1-8 μM+, ex 410 nm, em 485 nm (fluorescence intensity values were measured when the 

intensity reached a plateau i.e.t = 1 min). σ was found to be 0.261 and k = 23.848, therefore 

a detection limit of 33 nM was found. 

 

 

Fluorescence intensity changes of probe 1 (10 μM) in PBS (0.1 M, pH = 7.4) at 25 °C for Hcy 

[1-8 μM+, ex 410 nm, em 485 nm (fluorescence intensity values were measured when the 

intensity reached a plateau i.e.t = 1 min). σ was found to be 0.261 and k = 41.829, therefore 

a detection limit of 19 nM was found. 
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[NAC] (μM) 

y = 41.829x + 51.067 
R² = 0.9903 
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Fluorescence intensity changes of probe 1 (10 μM) in PBS (0.1 M, pH = 7.4) at 25 °C for Cys 

[1-8 μM+, ex 410 nm, em 485 nm (fluorescence intensity values were measured when the 

intensity reached a plateau i.e.t = 1 min). σ was found to be 0.261 and k = 21.472, therefore 

a detection limit of 36 nM was found. 

 

 

Fluorescence intensity changes of probe 1 (10 μM) in acetate buffer (0.1 M, pH = 5.01) at 25 

°C for GSH [1-8 μM+, ex 410 nm, em 485 nm (fluorescence intensity values were measured 

when the intensity reached a plateau i.e.t = 2 min). σ was found to be 0.040037 and k = 

0.7547, therefore a detection limit of 159 nM was found. 
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[Cysteine] (μM) 
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Fluorescence intensity changes of probe (10 μM) in acetate buffer (0.1 M, pH = 7.4) at 25 °C 

for NAC [1-8 μM+, ex 410 nm, em 485 nm (fluorescence intensity values were measured 

when the intensity reached a plateau i.e.t = 2 min). σ was found to be 0.40037 and k = 

2.7848, therefore a detection limit of 43.1 nM was found. 

 

 

Fluorescence intensity changes of probe (10 μM) in acetate buffer (0.1 M, pH = 7.4) at 25 °C 

for Hcy [1-8 μM+, ex 410 nm, em 485 nm (fluorescence intensity values were measured 

when the intensity reached a plateau i.e.t = 2 min). σ was found to be 0.40037 and k = 

0.8163, therefore a detection limit of 147 nM was found. 
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Fluorescence intensity changes of probe (10 μM) in acetate buffer (0.1 M, pH = 7.4) at 25 °C 

for Cys [1-8 μM+, ex 410 nm, em 485 nm (fluorescence intensity values were measured 

when the intensity reached a plateau i.e.t = 2 min). σ was found to be 0.40037 and k = 

0.70086, therefore a detection limit of 198 nM was found. 
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IV. Fluorescence mechanism of probe 1 
 

IV.1. NMR study of the reaction of probe 1 with NAC 

1H NMR spectra of: A) the probe 1 dissolved in a mixture of DMSO-d6/D2O (0.5 mL, 1:1, v/v); 

B) the probe 1 dissolved in a mixture of DMSO-d6/D2O (0.5 mL, 1:1, v/v of A) followed by the 

addition of NAC (4 mg, 5 equiv.). 

 

IV.2. Fluorescence and RP-HPLC study of the reversibility of the thiol-Michael adduct

 

A) Probe 1 

B) Probe 1 + NAC 

Hb Ha 

Ha Hb 
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Time course of fluorescence change of probe 1 (10 μM) at pH 7.40 (in black) and pH 5.01 (in 

red), upon the addition of NAC (50 equiv.), then N-methylmaleimide (50 eq.) at 25 °C, λex 410 

nm, λem 485 nm. 

 

 

RP-HPLC chromatograms of probe 1 (A), followed by the successive addition of NAC (20 

equiv., B), and N-methylmaleimide (20 equiv., C) (System QC, recorded at 325 nm) 
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 Experimental sections extracted from “Supplementary 4.

Materials / Supporting Information” files o f published arcticles 

4 : Metal-free oxidative ring contraction of benzodiazepinones: 

an entry to quinoxalinones  
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I. Spectroscopic data for compounds 5 and 8 
 

 

Normalized absorption (blue), emission (red), and excitation spectra (green) of quinoxalinone 5 in 

THF, at 25 °C. 

 

 

Normalized absorption (blue), emission (red), and excitation spectra (green)of quinoxalinone 5 in PBS 

7.4, at 25 °C. 
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Normalized absorption (blue), emission (red), and excitation spectra (green) of  cholesterol conjugate 

8 in THF, at 25 °C. 
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II. Crystallographic data for compound 2a 
 

The crystal structure of 2a [C15H10N2O2] has been determined from single crystal X-Ray diffraction. 

The chosen crystal was stuck on a glass fibre and mounted on the full three-circle goniometer of a 

diffractometer with a CCD area detector. Three sets of exposures (a total of 1800 frames) were 

recorded, corresponding to three ω scans (steps of 0.3°), for three different values of  . The details 

of data collection are given in annexe. 

The cell parameters and the orientation matrix of the crystal were preliminary determined by using 

SMART Software21. Data integration and global cell refinement were performed with SAINT 

Software22. Intensities were corrected for Lorentz, polarisation, decay and absorption effects (SAINT 

and SADABS Softwares) and reduced to FO2. The program package WinGX323 was used for space 

group determination, structure solution and refinement. 

DATA REFINEMENT 

The non-standard space group P21/n (n°14) was determined from systematic extinctions and relative 

Fο2 of equivalent reflections. The structure was solved by direct methods24. Anisotropic displacement 

parameters were refined for all non-hydrogen atoms. Every Hydrogen atoms were located from 

subsequent difference Fourier syntheses and placed with geometrical constraints (SHELXL25). The 

final cycle of full-matrix least-square refinement on F2 was based on 2407 observed reflections and 

172 variable parameters and converged with unweighted and weighted agreeme nt factors of: 

R1 = 0.0417, wR2 = 0.1096 for 2186 reflections with I>2I and R1 = 0.0457, wR2 = 0.1131 for all data. 

  

                                                                 
21

 SMART for WNT/2000 V5.622 (2001), Smart software reference manual, Bruker Advanced X Ray Solutions, 
Inc., Madison, Wisconsin, USA. 
22

 SAINT+ V6.02 (1999), Saint software reference manual, Bruker Advanced X Ray Solutions, Inc., Madison, 
Wisconsin, USA. 
23

 WinGX: Version 1.70.01: An integrated system of Windows Programs for the solution, refinement and 
analysis of Single Crystal X-Ray Diffraction Data, By LouisJ. Farrugia, Dept. of chemistry, University of Glasgow.  

L. J. Farrugia (1999) J. Appl.  Cryst. 32, 837-838. 
24

 Include in WinGX suite : SIR 92: A. Altomare, G. Cascarano, & A. Gualardi (1993) J. Appl. Cryst. 26,  343-350; 
SHELXS-97: Sheldrick, G. M., (1990) Acta cryst, A46, 467. 
25

 Include in WinGX suite: SHELXL-97 – a program for crystal structure refinement, G. M. .Sheldrick, University 
of Goettingen, Germany, 1997, release 97-2. 
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ANNEXE: CRYSTALLOGRAPHIC DATA 

 

Table 1a: Atomic coordinates (x104) and equivalent isotropic displacement parameters (Å 2 x 103). 

U(eq) is defined as one third of the trace of the orthogonalized  Uij tensor 

 
x y z U(eq) 

C(1) 10816(1) 1728(2) 7013(1) 33(1) 

C(2) 11538(1) 170(3) 7454(1) 42(1) 

C(3) 12031(1) 608(3) 8348(1) 48(1) 

C(4) 11820(1) 2591(3) 8812(1) 50(1) 

C(5) 11096(1) 4099(3) 8391(1) 46(1) 

C(6) 10571(1) 3676(2) 7484(1) 35(1) 

C(7) 9355(1) 4720(2) 6238(1) 35(1) 

C(8) 9616(1) 2871(2) 5653(1) 34(1) 

C(9) 8497(1) 6269(2) 5814(1) 37(1) 

C(10) 7570(1) 5693(2) 6011(1) 35(1) 

C(11) 7439(1) 3664(3) 6491(1) 45(1) 

C(12) 6557(1) 3218(3) 6658(1) 57(1) 

C(13) 5815(1) 4777(4) 6357(1) 63(1) 

C(14) 5935(1) 6787(4) 5872(1) 66(1) 

C(15) 6808(1) 7242(3) 5701(1) 49(1) 

N(1) 9800(1) 5129(2) 7082(1) 39(1) 

N(2) 10319(1) 1401(2) 6108(1) 37(1) 

O(1) 8585(1) 7934(2) 5336(1) 64(1) 

O(2) 9209(1) 2674(2) 4831(1) 42(1) 

 

Table 1b: Hydrogen coordinates (x104) and equivalent isotropic displacement parameters (Å2 x 103).  

U(eq) is defined as one third of the trace of the orthogonalized  Uij tensor 

 
x y z U(eq) 

H(2) 11686 -1156 7147 50 

H(3) 12511 -435 8646 57 

H(4) 12172 2894 9411 60 

H(5) 10951 5410 8708 55 

H(11) 7943 2604 6700 54 

H(12) 6470 1853 6977 68 

H(13) 5228 4480 6479 75 

H(14) 5426 7833 5660 79 

H(15) 6887 8600 5374 59 

H(2A) 10465 197 5818 44 

 

 

 

 

 



Partie expérimentale  

348 
 

Table 2: Bond lengths (Å) 

C(1)-N(2) 1.3812(16) 

C(1)-C(2) 1.3916(19) 

C(1)-C(6) 1.3977(19) 

C(2)-C(3) 1.373(2) 

C(2)-H(2) 0.93 

C(3)-C(4) 1.390(2) 

C(3)-H(3) 0.93 

C(4)-C(5) 1.367(2) 

C(4)-H(4) 0.93 

C(5)-C(6) 1.4023(18) 

C(5)-H(5) 0.93 

C(6)-N(1) 1.3870(17) 

C(7)-N(1) 1.2892(16) 

C(7)-C(8) 1.4730(18) 

C(7)-C(9) 1.5130(18) 

C(8)-O(2) 1.2319(15) 

C(8)-N(2) 1.3496(17) 

C(9)-O(1) 1.2072(17) 

C(9)-C(10) 1.4822(18) 

C(10)-C(15) 1.3860(19) 

C(10)-C(11) 1.3876(19) 

C(11)-C(12) 1.386(2) 

C(11)-H(11) 0.93 

C(12)-C(13) 1.367(3) 

C(12)-H(12) 0.93 

C(13)-C(14) 1.379(3) 

C(13)-H(13) 0.93 

C(14)-C(15) 1.376(2) 

C(14)-H(14) 0.93 

C(15)-H(15) 0.93 

N(2)-H(2A) 0.86 
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Table 3: Angles (°) 

N(2)-C(1)-C(2) 121.53(12) O(1)-C(9)-C(7) 119.69(12) 

N(2)-C(1)-C(6) 118.07(12) C(10)-C(9)-C(7) 118.34(11) 

C(2)-C(1)-C(6) 120.40(12) C(15)-C(10)-C(11) 119.12(13) 

C(3)-C(2)-C(1) 119.36(13) C(15)-C(10)-C(9) 118.49(12) 

C(3)-C(2)-H(2) 120.3 C(11)-C(10)-C(9) 122.39(12) 

C(1)-C(2)-H(2) 120.3 C(12)-C(11)-C(10) 119.95(14) 

C(2)-C(3)-C(4) 120.81(14) C(12)-C(11)-H(11) 120 

C(2)-C(3)-H(3) 119.6 C(10)-C(11)-H(11) 120 

C(4)-C(3)-H(3) 119.6 C(13)-C(12)-C(11) 120.26(16) 

C(5)-C(4)-C(3) 120.19(13) C(13)-C(12)-H(12) 119.9 

C(5)-C(4)-H(4) 119.9 C(11)-C(12)-H(12) 119.9 

C(3)-C(4)-H(4) 119.9 C(12)-C(13)-C(14) 120.25(15) 

C(4)-C(5)-C(6) 120.25(14) C(12)-C(13)-H(13) 119.9 

C(4)-C(5)-H(5) 119.9 C(14)-C(13)-H(13) 119.9 

C(6)-C(5)-H(5) 119.9 C(15)-C(14)-C(13) 119.89(16) 

N(1)-C(6)-C(1) 121.22(11) C(15)-C(14)-H(14) 120.1 

N(1)-C(6)-C(5) 119.82(12) C(13)-C(14)-H(14) 120.1 

C(1)-C(6)-C(5) 118.91(12) C(14)-C(15)-C(10) 120.53(15) 

N(1)-C(7)-C(8) 125.20(12) C(14)-C(15)-H(15) 119.7 

N(1)-C(7)-C(9) 117.39(12) C(10)-C(15)-H(15) 119.7 

C(8)-C(7)-C(9) 117.41(11) C(7)-N(1)-C(6) 117.78(11) 

O(2)-C(8)-N(2) 123.79(12) C(8)-N(2)-C(1) 123.46(11) 

O(2)-C(8)-C(7) 122.46(12) C(8)-N(2)-H(2A) 118.3 

N(2)-C(8)-C(7) 113.74(11) C(1)-N(2)-H(2A) 118.3 

O(1)-C(9)-C(10) 121.96(12) 
   

Table 4: Anisotropic displacement parameters (Å² x 103) The anisotropic displacement factor 

exponent takes the form: -2 π² * h² a*² U11 + ... + 2 h k a* b* U12 + 

 
U11 U22 U33 U23 U13 U12 

C(1) 31(1) 37(1) 33(1) -2(1) 8(1) -2(1) 

C(2) 39(1) 42(1) 44(1) -2(1) 9(1) 5(1) 

C(3) 40(1) 53(1) 45(1) 6(1) 3(1) 7(1) 

C(4) 48(1) 61(1) 35(1) -3(1) 0(1) 0(1) 

C(5) 50(1) 49(1) 36(1) -8(1) 8(1) 2(1) 

C(6) 34(1) 38(1) 34(1) -2(1) 9(1) 0(1) 

C(7) 33(1) 35(1) 36(1) 0(1) 10(1) 0(1) 

C(8) 31(1) 34(1) 35(1) -2(1) 7(1) -3(1) 

C(9) 39(1) 35(1) 37(1) 1(1) 10(1) 2(1) 

C(10) 35(1) 36(1) 32(1) -2(1) 7(1) 0(1) 

C(11) 44(1) 43(1) 47(1) 7(1) 9(1) 1(1) 

C(12) 56(1) 59(1) 58(1) 11(1) 20(1) -12(1) 

C(13) 42(1) 76(1) 75(1) -1(1) 24(1) -7(1) 

C(14) 41(1) 69(1) 90(1) 13(1) 21(1) 13(1) 

C(15) 43(1) 47(1) 58(1) 12(1) 14(1) 6(1) 

N(1) 40(1) 42(1) 37(1) -5(1) 10(1) 5(1) 

N(2) 38(1) 36(1) 34(1) -7(1) 7(1) 4(1) 

O(1) 49(1) 61(1) 88(1) 34(1) 27(1) 9(1) 

O(2) 45(1) 42(1) 34(1) -5(1) 1(1) 2(1) 
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Table 5: Torsion angles (°) 

N(2)-C(1)-C(2)-C(3) 178.16(13) 

C(6)-C(1)-C(2)-C(3) -2.2(2) 

C(1)-C(2)-C(3)-C(4) -0.4(2) 

C(2)-C(3)-C(4)-C(5) 2.0(2) 

C(3)-C(4)-C(5)-C(6) -1.0(2) 

N(2)-C(1)-C(6)-N(1) 5.28(19) 

C(2)-C(1)-C(6)-N(1) -174.38(12) 

N(2)-C(1)-C(6)-C(5) -177.20(12) 

C(2)-C(1)-C(6)-C(5) 3.1(2) 

C(4)-C(5)-C(6)-N(1) 176.02(14) 

C(4)-C(5)-C(6)-C(1) -1.5(2) 

N(1)-C(7)-C(8)-O(2) -174.35(13) 

C(9)-C(7)-C(8)-O(2) 5.41(19) 

N(1)-C(7)-C(8)-N(2) 7.11(19) 

C(9)-C(7)-C(8)-N(2) -173.13(11) 

N(1)-C(7)-C(9)-O(1) 99.06(17) 

C(8)-C(7)-C(9)-O(1) -80.72(17) 

N(1)-C(7)-C(9)-C(10) -80.36(16) 

C(8)-C(7)-C(9)-C(10) 99.86(14) 

O(1)-C(9)-C(10)-C(15) -5.8(2) 

C(7)-C(9)-C(10)-C(15) 173.64(13) 

O(1)-C(9)-C(10)-C(11) 174.07(15) 

C(7)-C(9)-C(10)-C(11) -6.53(19) 

C(15)-C(10)-C(11)-C(12) -0.4(2) 

C(9)-C(10)-C(11)-C(12) 179.77(14) 

C(10)-C(11)-C(12)-C(13) -0.3(3) 

C(11)-C(12)-C(13)-C(14) 1.0(3) 

C(12)-C(13)-C(14)-C(15) -0.8(3) 

C(13)-C(14)-C(15)-C(10) 0.1(3) 

C(11)-C(10)-C(15)-C(14) 0.5(2) 

C(9)-C(10)-C(15)-C(14) -179.65(15) 

C(8)-C(7)-N(1)-C(6) -2.0(2) 

C(9)-C(7)-N(1)-C(6) 178.28(11) 

C(1)-C(6)-N(1)-C(7) -4.44(19) 

C(5)-C(6)-N(1)-C(7) 178.06(13) 

O(2)-C(8)-N(2)-C(1) 175.40(12) 

C(7)-C(8)-N(2)-C(1) -6.08(18) 

C(2)-C(1)-N(2)-C(8) -179.85(13) 

C(6)-C(1)-N(2)-C(8) 0.49(19) 
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Table 6: Calculated reflections from PowderCell* 

h k l 2/° d/Å I/rel. |F(hkl)| 

-1 0 1 7.54 11.71 96.77 48.66 

1 0 1 9.84 8.98 100.00 64.63 

2 0 0 12.67 6.98 11.41 28.19 

-2 0 2 15.12 5.86 2.33 15.26 

0 1 1 16.93 5.23 61.42 62.12 

-1 1 1 17.52 5.06 26.96 42.64 

-1 0 3 17.70 5.01 23.08 56.39 

-3 0 1 18.43 4.81 41.48 78.80 

1 1 1 18.63 4.76 47.72 60.45 

0 1 2 19.96 4.44 6.07 23.14 

-1 1 2 19.97 4.44 72.17 79.84 

-2 1 1 20.22 4.39 11.59 32.41 

2 1 0 20.29 4.37 29.58 51.97 

1 0 3 20.85 4.26 86.15 129.03 

3 0 1 21.48 4.13 5.50 33.61 

1 1 2 21.91 4.05 24.67 51.40 

-2 1 2 21.93 4.05 79.70 92.44 

-3 0 3 22.76 3.90 66.15 123.83 

-1 1 3 23.80 3.74 7.55 31.01 

0 1 3 24.23 3.67 21.43 53.19 

0 0 4 24.42 3.64 14.95 63.39 

3 1 0 24.84 3.58 12.86 42.30 

-2 1 3 25.07 3.55 5.76 28.59 

-3 1 2 25.41 3.50 72.53 102.89 

4 0 0 25.49 3.49 2.80 28.71 

1 1 3 26.26 3.39 23.12 60.16 

-3 1 3 27.82 3.20 12.68 47.35 

0 1 4 29.22 3.05 26.88 72.63 

-2 1 4 29.23 3.05 12.67 49.90 

-4 1 1 29.38 3.04 4.44 29.69 

3 0 3 29.81 2.99 2.37 31.18 

-4 1 2 29.92 2.98 39.17 89.93 

 

Source: Cu-Kα1 ( = 1.540598 Å) 

Condition on reflections: I ≥ 2  

Range (2θ): From 3° to 30° 

*PowderCell for Windows (version 2.4) by Kraus W. & Nolze G., Federal institute for materials 

Research and testing, Rudower Chausse 5, 12489 Berlin Germany. 
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I. Absorbance, excitation and emission spectra of 7-
aminoquinoxalinone 10 in different solvents  

 

Figure S1 Normalized absorption (red trace), emission (blue trace, ex = 366 nm) and excitation 

(green trace, em = 464 nm) spectra for compound 10 at 25 °C in cyclohexane. 
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Figure S2 Normalized absorption (red trace), emission (blue trace, ex = 366 nm) and excitation 

(green trace, em = 421 nm) spectra for compound 10 at 25 °C in toluene. 

 

Figure S3 Normalized absorption (red trace), emission (blue trace, ex = 366 nm) and excitation 

(green trace, em = 434 nm) spectra for compound 10 at 25 °C in AcOEt. 

 

Figure S4 Normalized absorption (red trace), emission (blue trace, ex = 366 nm) and excitation 

(green trace, em = 431 nm) spectra for compound 10 at 25 °C in THF. 
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Figure S5 Normalized absorption (red trace), emission (blue trace,ex = 366 nm) and excitation 

(green trace, em = 429 nm) spectra for compound 10 at 25 °C in DCM. 

 

Figure S6 Normalized absorption (red trace), emission (blue trace, ex = 366 nm) and excitation 

(green trace, em = 444 nm) spectra for compound 10 at 25 °C in MeCN. 
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Figure S7 Normalized absorption (red trace), emission (blue trace, ex = 366 nm) and excitation 

(green trace, em = 459 nm) spectra for compound 10 at 25 °C in DMSO. 

 

Figure S8 Normalized absorption (red trace), emission (blue trace, ex = 366 nm) and excitation 

(green trace, em = 467 nm) spectra for compound 10 at 25 °C in EtOH. 
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Figure S9 Normalized absorption (red trace), emission (blue trace,ex = 366 nm) and excitation 

(green trace, em = 474 nm) spectra for compound 10 at 25 °C in MeOH. 

 

 

Figure S10 Normalized absorption (red trace), emission (blue trace, ex = 366 nm) and excitation 

(green trace, em = 489 nm) spectra for compound 10 at 25 °C in Water. 
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Figure S11 Normalized absorption (red trace), emission (blue trace, ex = 366 nm) and excitation 

(green trace, em = 489 nm) spectra for compound 10 at 25 °C in PBS buffer. 
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II. pH dependence of the emission of 7-aminoquinoxalinone 
10 

 

 

 

 

 
Figure S12 Fluorescence responses of 7-aminoquinoxalinone 10 in aq. HCl (10 mM, pH 2.2), sodium 

acetate buffer (0.1 M, pH 4.5), in PBS (0.1 M, pH 7.4), in sodium borate buffer (0.1 M, 9.1), in sodium 

carbonate buffer (0.1 M, pH 10.9), or in aq. NaOH (2.0 M, pH = 12.9) at 25 °, ex= 366 nm, em= 489 

nm. 
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III. In vitro fluorescence assays 

 

A 10 μM solution of the corresponding fluorogenic probe (compound 11 or 4-methyl-7-

azidocoumarin) was prepared in 3 mL of PBS Buffer (0.1 M pH 7.4) and transferred into the 

quartz fluorescence cell (Hellma, 104F-QS, 10 x 4 mm, Chamber volume 3.5 mL). A 0.3 M 

solution of bio-analytes (5 μL, 50 equiv.) was added and the resulting mixture was incubated 

at 25 °C for 60 min or 240 min. After excitation at 370 nm (for compound 11) or 330 nm (for 

the 4-methyl-7-azidocoumarin), the fluorescence emission at 489 nm (for compound 11) or 

450 nm (4-methyl-7-azidocoumarin) was simultaneously monitored over time with 

measurements recorded every 0.5 s. Emission spectra of the probe was recorded before and 

after cleavage in order to determine the quenching efficiency (QE), which was calculated on 

the basis of the following equation: QE = 100  [1-(fluorescence emission intensity of the 

probe)/(fluorescence emission intensity of the probe after compete reaction with NaHS)]  

For probe 11: QE = 100 x [1-(1114.4)/(80925)] = 98.6% 

For 4-methyl-7-azido-coumarin: QE = 100 x [1-(261)/(58828)] = 99.6% 
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IV. HPLC monitoring of the reduction of 11 by hydrogen 
sulfide 

 

A 0.1 mg/mL solution of probe 11 in DMSO/ACN/H2O (1 mL, 1:1:8) containing NaHS (50 equiv.) was 

monitoring by RP-HPLC at t = 5 min and t = 1 h.  

 

 

Figure S13 RP-HPLC elution profiles (analytical system) of the reduction of probe 11 by NaHS (50 

equiv.) (detection in "MaxPlot" mode). 
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V. Detection limit of probe 11 

 

The detection limit of probe 11 towards NaHS analyte was calculated on the basis of the linear 

relationship between the emission intensity at 489 nm and the concentration of NaHS. The detection 

limit was calculated with the following equation: detection limit = 3σ/k, with σ the standard deviation 

of blank measurement, k the slope between the fluorescence intensity (F) at 489 nm versus the 

concentration of NaHS. σ was found to be 1.023 and k = 2.4249, therefore a detection limit of 1.30 

 

 

 

Figure S14 Fluorescence intensity changes of probe 11 (20 μM) in PBS (0.1 M, pH = 7.4) at 25 °C for 

NaHS [3-17 μM], ex= 366 nm, em= 489 nm (fluorescence intensity values were measured when the 

intensity reached a plateau i.e.t = 5-15 min). 
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IV. Annexes 

Note : les molécules décrites dans cette partie  ne sont pas présentées dans le manuscrit et ne font 

donc pas l’objet de numérotation. Cependant, ces molécules ayant été synthétisées dans le cadre de 

cette thèse, et ne faisant pas l’objet de publication dans la littérature (ou dont les conditions 

réactionelles ont été modifiées), il a été choisi de les décrire dans cette partie du document, ces 

molécules présentant un intérêt synthétique. 

 

The N-((1-benzyl-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methyl)-

6-(6-benzyl-7-hydroxy-4-methyl-1,3-dioxo-1H 

pyrrolo[3,4-c]pyridine-2(3H)- yl)hexanamide. 

To a solution of the 4-benzyl-5-ethoxy-2-

methyloxazole (15.0 mg, 0.069 mmol) in a 

mixture of ACN/acetate buffer (1M, pH = 5.0, 

396 L:1500 L) were successively added the N-((pro-2-yn-1-yl)hexanamide)-6-maleimide (22.35 mg, 

0.090 mmol, 1.3 equiv.), CuSO4.5H2O (3.50 mg, 0.014 mmol, 0.2 equiv), sodium ascorbate (27.34 mg, 

0.138 mmol, 2 equiv.) and the benzyl azide (13.85mg, 0.104 mmol, 1.5 equiv.). The reaction was left 

overnight at 37 °C. The solution was then diluted with AcOEt (30 mL) and washed with a solution 

containing 10 % of EDTA (5 mL), the layers were separated, dried over MgSO4 and the organic layer 

was concentrated under reduced pressure. The crude product was finally purified by 

chromatography on silica gel (100 % CH2Cl2 then CH2Cl2/MeOH 98:2, v/v), to give the product as a 

pale yellow solid (30 mg, 0.054 mmol, 79%). 

Mp: 90-92 °C. 

IR (neat cm-1) 2936, 1763, 1703, 1646, 1538, 1434, 1402, 1219, 1125, 1051. 

1H (300 MHz, CDCl3) δ 7.87 (s, 1H, m), 7.42-7.33 (m, 7H), 7.29-7.19 (m, 3H), 6.27 (s, 1H, k), 5.49 (s, 

2H), 4.48 (s, 2H), 4.27 (s,2H), 3.59 (t, J = 6.9 Hz, 2H), 2.75 (s, 3H, e), 2.18-2.15 (m, 2H), 1.65-1.60 (m, 

2H), 1.31-1.25 (m, 4H). 

13C (75 MHz, CDCl3) δ 177.1, 176.9, 172.9, 169.0, 168.0, 157.5, 147.4, 145.3, 137.9, 134.4, 129.2, 

129.2, 128.9, 128.5, 128.2, 126.6, 120.7, 120.1, 54.5, 39.0, 37.6, 36.2, 28.2 

MS (ESI) exact mass calcd for C31H33N6O4 m/z 553.26 found m/z 553.20 [M +H]+ 

 

To a 25 mL sealed round bottom flask equipped with a stir bar, tert-butyl (4-

cyanobenzyl)carbamate26 (232 mg, 1 mmol, 1 equiv.) were solubilized in dry DMF 

(2.4 mL). The mixture was degassed with argon and formamidine acetate (3.240 g 

30 mmol, 30 equiv.), anhydrous hydrazine (4.8 mL, 50 mmol, 50 equiv.) and 

Zn(OTf)2 (546 mg, 1.5 mmol, 1.5 equiv.) were added. The vessel was sealed and the 

mixture was stirred in an oil bath at 40 °C for 36 h. The consumption of tert-butyl 

                                                                 
26

 Z. Luo, A. J. Rosenberg, H. Liu, J. Han, Z. Tu, European Journal of Medicinal Chemistry 2018, 150, 796–808. 
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(4-cyanobenzyl)carbamate was monitored by HPLC (system QC). The reaction solution was cooled to 

room temperature and the cap was removed. Sodium nitrite (1.38 mg,  20 mmol, 20 equiv.) in 20 mL 

of water was slowly added to the solution and followed by slow addition of 1M HCl during which the 

solution turned bright red in color and gas evolved. Addition of 1M HCl 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 sulfate. The  EtOAc was removed using rotary 

evaporation and the residue purified using silica column chromatography (Hexane:EtOAc, 7:1, v/v) to 

give the product (142.7 mg, 0.5 mmol, 50%) as pink solid.  

1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ, 10.21 (s, 1H, a), 8.60 (d, J = 10 Hz, 2H, b), 7.53 (d, J = 10 Hz, 2H, c), 4.45 

(2H, d, J = 5 Hz, d), 1.49 (s, 9H, f) 

13C NMR (125 MHz, CDCl3) δ 39.07, 51.82, 118.84, 119.19, 120.76, 132.11, 141.12, 142.56, 149.360  

HRMS [M+Na]+ m/z calcd. for [C14H17N5O2Na]+ 310.1276, found 310.1274. 

 

 To a 25 mL sealed round bottom flask equipped with a stir bar, tert-butyl (4-

cyanobenzyl)carbamate26 (232 mg, 1 mmol, 1 equiv.)  was dissolved in dry DMF 

(2.4 mL). The mixture was degassed with argon and ACN (1.23 mL, 30 mmol, 30 

equiv.), anhydrous hydrazine (4.8 mL, 50 mmol, 50 equiv.), and of Zn(OTf) 2 (546 

mg, 1.5 mmol, 1.5 equiv.) were added. The vessel was sealed and the mixture was 

stirred in an oil bath at 40 °C for 36 h. The consumption of tert-butyl (4-

cyanobenzyl)carbamate was monitored by HPLC (system QC). The reaction solution 

was cooled to room temperature and the cap was removed. Sodium nitri te (1.38 

mg,  20 mmol, 20 equiv.) in 20 mL of water was slowly added to the solution and followed by slow 

addition of 1M HCl during which the solution turned bright red in color and gas evolved. Addition of 

1M HCl 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 sulfate. 

The EtOAc was removed using rotary evaporation and the residue purified using silica column 

chromatography (Hexane:EtOAc, 4:1, v/v) to give the product (108.5 mg, 0.36 mmol, 36%) as pink 

solid.  

1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ 8.56 (d, J = 5 Hz, 2H, b), 7.50 (d, J = 10 Hz, 2H, c), 4.43 (d, J = 5 Hz, 2H, d), 

3.09 (s, 3H, a), 1.48 (s, 9H, f),   

13C NMR (125 MHz, CDCl3) δ 32.25, 38.06, 50.80, 79.14, 117.74, 117.84, 119.89, 130.54, 140.12, 

146.42, 149.08 

HRMS [M+Na]+ m/z calcd. for [C15H19N5O2Na]+ 324.1429, 324.1431. 
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To a solution of the tetrazine 74 (27 mg, 0.141 mmol, 1 equiv.) in 

mixture of dry THF/MeOH (1 mL / 1 mL) were added FITC (40 mg, 

0.128 mmol, 1 equiv.) and DIEA (72 L, 0.412 mmol, 4 equiv.). 

The reaction was stirred 2 h at room temperature. After the 

reaction was completed, the crude product was evaporated 

under vacuum and the residue was diluted with aq 0.1% TFA and 

purified by semi-preparative RP-HPLC (system A). The product-

containing fractions were lyophilized to give (20.2 mg, 0.044, 31%) of the product as an orange 

amorphous powder. 

Mp = 198 °C (degradation) 

IR (neat cm-1) 2987, 2907, 2347, 1680, 1533, 1407, 1267, 1047. 

1H NMR (300 MHz, MeOD [D4]) δ 8.51 (d, J = 8.3 Hz, 2H, k), 8.30 (s, 1H), 7.90 (d, J = 7.7 Hz, 1H), 7.64 

(d, J = 8.3 Hz, 2H, j), 7.24 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 6.98 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 6.87 (d, J = 2.1 Hz, 2H), 6.74 (dd, J 

= 8.8, 2.1 Hz, 2H), 5.00 (s, 2H, i), 3.13 – 2.95 (s, 3H, l). 

13C NMR (75 MHz, MeOD) δ 182.19, 178.86, 177.86, 177.70, 172.17, 169.30, 167.30, 163.81, 160.30, 

154.90, 141.40, 130.98, 130.21, 128.80, 128.03, 127.56, 114.64, 112.28, 102.04, 19.65. 

HRMS (ESI) exact mass calcd for C31H21N6O5S m/z 589.1294 found m/z 589.1302 [M +H]+  

HPLC (system QC): tR = 28.117min (99 % purity). 

 

To a solution of FITC (40 mg, 0.108 mmol, 1 equiv.) in a dry 

mixture of THF/MeOH (2 mL, 1:1, v/v) were added (1R,4R)-N-(2-

aminoethyl)bicyclo[2.2.1]hept-5-ene-2-carboxamide27 (20.4 mg, 

0.113 mmol, 1.1 eq.) and DIEA (72 L, 0.412 mmol, 4 equiv.). The 

mixture was stirred at room temperature for 2 h. After the 

reaction was completed (monitoring by RP-HPLC system QC), the 

crude product was evaporated under vacuum and the 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 the product (39.4 mg, 0.069 mmol, 64%) as an orange 

amorphous powder. 

Mp = 167 °C  

IR (neat): 3667, 2958, 2540, 1661, 1595, 1542, 1520, 1456, 1384, 1306, 1260, 1184, 1131, 

1077, 997, 850.   

1H NMR (300 MHz, MeOD) δ 8.28 (d, J = 1.7 Hz, 1H, f), 7.87 (dd, J = 8.2, 1.7 Hz, 1H, e), 7.26 (d, J = 8.2 

Hz, 1H, d), 7.10 (d, J = 8.9 Hz, 2H, a), 6.96 (d, J = 2.3 Hz, 2H, c), 6.82 (dd, J = 8.9, 2.3 Hz, 2H, b), 6.15 

(dd, J = 5.7, 2.9 Hz, 1H, q or r), 5.91 (dd, J = 5.7, 2.9 Hz, 1H, q or r), 3.74 (t, J = 6.0, 2H), 3.41 (t, J = 6.0, 

                                                                 
27

 C. Meyer, S. Liebscher, F. Bordusa, Bioconjugate Chemistry 2016, 27, 47–53. 
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2H), 3.17 (s, 1H), 2.93 (dt, J = 9.1, 3.9 Hz, 1H), 2.86 (s, 1H), 1.86 (ddd, J = 12.9, 9.3, 3.7 Hz, 1H), 1.46 – 

1.21 (m, 3H). 

13C NMR (75 MHz, MeOD) δ 183.21, 177.83, 169.56, 166.18, 160.85, 156.99, 142.65, 138.66, 133.08, 

132.06, 130.60, 128.29, 123.38, 119.08, 116.84, 115.27, 114.41, 103.44, 50.76, 47.55, 45.48, 43.96, 

39.96, 30.00. 

HRMS (ESI+): calcd. for C31H26N3O6S m/z 568.1542 [M-H]-; found m/z 568.1540. 

 

To a solution of commercial para-nitroaniline (100 mg, 0.72 mmol, 1 

equiv.) in freshly distilled CH3CN (1 mL), cooled at 0 °C was added NOBF4 

(92.5 mg, 0.79 mmol, 1.1 equiv). The resulting reaction mixture was 

stirred at 0 °C for 15 min. Thereafter, a solution of N,N-diethylaniline 

(104.2 mg, 0.86 mmol, 1.2 equiv) in freshly distilled CH3CN (0.5 mL) was 

added dropwise and the resulting mixture was stirred 30 min at room temperature. Aq. 0.1 M 

acetate buffer (pH 4.0) was then added slowly until a precipitate was appeared. The orange solid was 

recovered by filtration and washed with a (1:1, v/v) mixture of H2O-ACN and cold Et2O to give the 

diazo compound as a red amorphous solid (111 mg, 0.41 mmol, 57%).  

Mp = 228 °C 

IR (neat): n = 1600, 1510, 1366, 1332, 1307, 1135, 1103, 858, 824, 688, 531 cm-1 

1H NMR (300 MHz, CDCl3): δ = 8.32 (d, J = 8.8 Hz, 2H, e), 7.92 (m, 4H, c and d), 6.76 (d, 3J = 8.9 Hz, 2H, 

b), 3.13 (s, 6H, a) ppm 

13C NMR (75 MHz, CDCl3): δ = 157.0, 153.5, 147.5, 143.9, 126.2, 124.8, 122.7, 111.6, 40.4 ppm 

LRMS (ESI+): calcd for C14H15N4O2 [M + H]+ 271.12 found: 271.33  

UV-vis (in ACN at 25 °C): max = 478 nm, (478 nm) = 41 000 M-1 cm-1 

 

To a solution of (E)-N1-methyl-N1-(4-((4-nitrophenyl)diazenyl)phenyl) 

propane-1,3-diamine (34 mg, 0.107 mmol, 1 equiv.) in dry THF (1 mL), 

were added 2,5-dioxopyrrolidin-1-yl 3-(2-(2,5-dioxo-2,5-dihydro-1H-

pyrrol-1-yl) ethoxy)propanoate28 (50 mg, 0.161 mmol, 1.5 equiv), and 

triethylamine (30 L, 0.215 mmol, 2 equiv). The resulting reaction 

mixture was stirred overnight at room temperature. The solution was 

then diluted in DCM and washed three times with a saturated solution 

of NaHCO3 and three times with a saturated solution of NH4Cl. The organic phase was dried over 

magnesium sulfate. The DCM was removed using rotary evaporation and the residue purified using 

silica column chromatography (Acetone 100%) to give product (14 mg, 0.028 mmol, 26%) as a red 

amorphous powder  

                                                                 
28

 A. Warnecke, I. Fichtner, D. Garmann, U. Jaehde, F. Kratz, Bioconjugate Chemistry 2004, 15, 1349–1359. 
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Mp = 114 °C 

IR (neat): 3280, 3087, 2927, 2873, 1704, 1600, 1584, 1556, 1510, 1417, 1373, 1326, 1307, 1259, 

1132, 1096, 966, 857, 822. 

1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 8.32 (d, J = 9.1 Hz, 2H, n), 7.90 (dd, J = 9.1, 7.7 Hz, 4H, l and m), 6.76 (d, J 

= 9.1 Hz, 2H, k), 6.64 (s, 2H, a), 6.41 (s, 1H, f), 3.73 (t, J = 5.2 Hz, 2H,), 3.67 (t, J = 5.6 Hz, 2H), 3.60 (t, J 

= 5.2 Hz, 2H), 3.56 – 3.49 (t, J = 5.6 Hz, 2H), 3.33 (q, J = 5.6 Hz, 2H), 3.11 (s, 3H, j), 2.42 (t, J = 5.6 Hz, 

2H), 1.91 (q, J = 5.6 Hz, 2H, h). 

13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 171.69, 170.81, 156.94, 152.49, 147.52, 143.80, 134.32, 126.31, 124.83, 

122.74, 111.56, 68.61, 67.20, 50.38, 38.90, 37.70, 37.49, 37.31, 27.45. 

HRMS (ESI) exact mass calcd for C25H29N6O6 m/z 509.2160 found m/z [M +H]+ 509.2149 

13C NMR (75 MHz, MeOD [D4]) δ 168.77, 150.43, 146.06, 138.84, 130.37, 128.91, 124.75, 97.00, 

34.50, 33.16, 14.17. 

HRMS (ESI) exact mass calcd for C26H27N4O4S2 m/z 523.1474 found m/z [M +H]+ 523.1484 

 

To a solution of (E)-4-(methyl(4-((4-nitrophenyl)diazenyl) 

phenyl)amino)butanoic acid29 (164 mg, 0.478 mmol, 1 equiv.) 

in dry DMF (5 mL) were successively added 2-(2-(2-

azidoethoxy)ethoxy)ethan-1-amine (100 mg, 0.574 mmol, 1.2 

eq.), HBTU (218 mg, 0.574 mmol, 1.2 equiv.) and DIEA (333 L, 

1.912 mmol, 4 equiv.). The mixture was stirred at room 

temperature for 4 h. After completion the mixture was diluted 

with AcOEt and washed three times with water. The aqueous 

layer was extracted with DCM. The organic layer was dried 

over MgSO4 and concentrated under reduced pressure. The crude material was purified by flash 

column chromatography on silica gel (DCM/AcOEt from 100:0 to 70:30, v/v) to obtain the desired 

product. (250.3 mg, 0.478 mmol, quantitative yield) as a dark red amorphous powder. 

Mp = 54 °C  

IR (neat): 2913, 2107, 1733, 1598, 1585, 1510, 1364, 1325, 1306, 1182, 1131, 1101, 1079, 

1038, 952, 930, 858, 822.  

1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 8.39 – 8.23 (m, 2H,o), 7.99 – 7.76 (m, 4H, m and n), 6.86 – 6.72 (m, 2H, 

l), 4.29 – 4.20 (m, 2H), 3.77 – 3.62 (m, 8H), 3.55 – 3.45 (m, 2H), 3.39 – 3.30 (m, 2H), 3.09 (s, 3H, k), 

2.42 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 1.98 (dt, J = 14.5, 7.1 Hz, 2H). 

13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 172.93, 156.85, 152.48, 147.37, 143.76, 126.24, 124.70, 122.64, 111.47, 

70.73, 70.62, 70.13, 69.22, 63.73, 51.68, 50.70, 38.68, 31.16, 22.27. 

HRMS (ESI+): calcd. for C31H26N3O6S m/z 499.2001 [M+H]+; found m/z 499.2007. 

                                                                 
29

 K. Renault, L.-A. Jouanno, A. Lizzul-Jurse, P.-Y. Renard, C. Sabot, Chemistry - A European Journal 2016, 22, 18522–18531. 



Partie expérimentale  

369 
 

To a solution of (E)-N-(2-(2-(2-azidoethoxy)ethoxy)ethyl)-4-

(methyl(4-((4-nitrophenyl)diazenyl)phenyl)amino)butanamide 

(100 mg, 0.20 mmol, 1 equiv.) in dry DMF (2 mL) were added 

hex-5-ynoic acid  (26.6 L, 0.240 mmol, 1.2 eq.), CuSO4.5H2O (5 

mg, 0.02 mmol, 0.1 equiv.) and sodium ascorbate (7.9 mg, 0.04 

mmol, 0.2 equiv.). The mixture was stirred at room 

temperature for 1 h. After completion the mixture was diluted 

with DCM and washed three times with water. The organic 

layer was dried over MgSO4 and concentrated under reduced 

pressure. The crude material was purified by flash column chromatography on silica gel (DCM/MeOH 

from 100:0 to 90:10, v/v) to obtain the desired product. (119.7 mg, 0.196 mmol, 98%) as a dark 

red amorphous powder. 

Mp = 77 °C  

IR (neat): 3660, 3133, 2913, 1723, 1693, 1602, 1510, 1386, 1335, 1257, 1167, 1141, 1097, 

1066, 985, 965, 858, 826.  

1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 8.37 – 8.25 (d, J = 9.3 Hz, 2H, s), 7.91 (dt, J = 9.2, 4.2 Hz, 4H, q and r), 

7.48 (s,1, d),  6.77 (d, J = 9.3 Hz, 2H, p), 4.48 (t, J = 5.0 Hz, 2H), 4.28 – 4.17 (m, 2H), 3.83 (t, J = 5.0 Hz, 

2H), 3.64 (d, J = 4.7 Hz, 2H), 3.59 (s, 4H), 3.56 – 3.41 (m, 4H), 3.09 (s, 3H), 2.79 (s, 2H), 2.41 (t, J = 7.0 

Hz, 4H), 1.98 (m, 4H), 1.24 (dd, J = 9.0, 5.0 Hz, 2H). 

Hz, MeOD) 13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 173.02, 156.86, 152.51, 147.41, 143.77, 126.26, 124.74, 

122.67, 111.52, 70.53, 70.45, 69.57, 69.14, 63.61, 51.66, 50.28, 38.69, 31.17, 24.71, 22.27. 

HRMS (ESI+): calcd. for C29H39N8O7 m/z 611.2645 [M+H]+; found m/z 611.2641 

 

To a solution of ethyl 3-oxohept-6-enoate (150 mg, 0.88 mmol, 1 equiv.) in 

EtOH (3 mL) was added N-methylhydrazine (56 L, 1.06 mmol, 1.2 eq.) at 

room temperature. The mixture was stirred at room temperature for 30 min. 

The crude material was concentrated under reduced pressure to obtain the desired product  (137.8 

mg, 0.88 mmol, quantitative yield) as a yellowish oil.  

Mp = oil 

IR (neat): 3077, 2924, 2847, 1700, 1584, 1432, 1400, 1294, 1103, 995, 911.  

1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 5.81 (ddt, J = 16.7, 10.2, 6.6 Hz, 1H, e), 5.06 (ddt, J = 10.2, 6.6, 

1.5 Hz, 2H, f et g), 3.27 (s, 3H, a), 3.16 (s, 2H, b), 2.50 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 2.40 – 2.27 (t, J = 7.2 

Hz, 2H). 

13C NMR (300 MHz, CDCl3) δ 172.34, 158.76, 136.60, 116.28, 40.37, 30.69, 30.50, 22.79. 

HRMS (ESI+): calcd. for C8H13N2O m/z 153.1028 [M+H]+; found m/z 153.1022. 

 



Partie expérimentale  

370 
 

Under nitrogen atmosphere, POCl3 (2.8 mL, 27.7 mmol, 2.5 eq.) was 

carefully added to anhydrous DMF (5.6 mL, 72 mmol, 6.5 equiv.) and 

the mixture was stirred at 0 C for 30 min to lead to an orange 

solution mixture. Then commercial 4-(methyl(phenyl)amino) 

butanoic acid (2.135 g, 11.06 mmol, 1 eq.) dissolved in anhydrous 

DMF (6 mL) was added and the reaction mixture was stirred for 4 h 

at room temperature. After completion, 80 mL of iced water was added and the mixture was stirred 

12 h. The aqueous phase was extracted with DCM (4 × 30 mL) and the combined organic phase was 

washed with brine, dry over MgSO4 and was evaporated under vacuum. The crude product was 

directly engaged in next step without further purifications. 

To a solution of 4-((4-formylphenyl)(methyl)amino)butanoic acid (1.2617 g, 5.71 mmol, 1 equiv.) in 

absolute EtOH (55 mL) was added 1-ethyl-2,3,3-trimethyl-3H-indol-1-ium iodide (1.803 g, 5.71 mmol, 

1 equiv.) The mixture was stirred overnight at reflux. After completion, the reaction was 

concentrateded under vacuum and purified by Interchim® (Systeme D). The product-containing 

fractions were lyophilized to obtain the desired product (2.88 g, 2.74 mmol, 48%) as a dark purple 

amorphous powder. 

Mp = 94 °C 

IR (neat): 2933, 1807, 168, 1572, 1527, 1465, 1394, 1369, 1289, 1181, 1169, 1129, 1111, 

1089, 1042, 822.  

1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 8.04 (d, J = 15.3 Hz, 1H), 7.80 (d, J = 7.7 Hz, 2H), 7.54 – 7.32 (m, 4H), 7.06 

(d, J = 15.3 Hz, 1H), 6.85 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 4.43 (q, J = 6.7 Hz, 2H, j), 3.64 – 3.42 (t, J = 6.5 Hz, 2H, b), 

3.12 (s, 3H, a), 2.43 (t, J = 6.5 Hz, 2H, d), 1.93 (q, J = 6.5 Hz, 2H, c), 1.75 (s, 6H, i), 1.52 (t, J = 6.7 Hz, 3H, 

k). 

13C NMR (300 MHz, CDCl3) δ 178.22, 155.26, 155.11, 142.30, 140.85, 129.43, 127.87, 122.67, 122.48, 

113.05, 112.64, 103.36, 51.95, 51.07, 41.03, 38.73, 31.19, 27.70, 22.49, 13.11.  

HRMS (ESI+): calcd. for C25H31N2O2 m/z 391.2386 [M]+; found m/z 391.2384. 

 

To a solution of peptide subtrate of urokinase (20 mg, 0.021 mmol, 

1 equiv.) in NMP (280 L) were successively added (E)-2(4-((3-

carboxypropyl)(methyl)amino)styryl)-1-ethyl-3,3 dimethyl-3H-indol-

1-ium (12 mg, 0.023 mmol, 1.1 equiv.), PyBOP (12 mg, 0.023 mmol, 

1.1 equiv.) and DIEA (18 L, 0.105 mmol, 5 equiv.). The mixture was 

stirred for 2 h at room temperature. After checking by RP-HPLC (systeme QC), the reaction was 

diluted with aq 0.1% TFA and purified by semi-preparative RP-HPLC (system C). The product-

containing fractions were lyophilized to obtain the product (21.36 mg, 0.0149 mmol, 71%) of the 

product as a dark purple amorphous powder. 

HPLC (system QC): tR = 25.650 min (96.56% purity). 

HRMS (ESI+): calcd. for C65H97N16O14 m/z 1325.7370 [M]+; found m/z 1325.7379. 
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To a solution of ethyl 2-(3-benzoyl-7-nitro-2-oxoquinoxalin-1(2H)-

yl)acetate (488 mg, 1.28 mmol, 1 equiv.) in anhydrous THF (9.8 mL), 

was added anhydrous MeOH (9.8 mL) and Pd/C (136 mg, 0.128 

mmol, 0.1 equiv.) under H2 atmosphere. The mixture was stirred for 

2 h at 0 °C. After completion the mixture was filtered under celite®, and 

washed with DCM and MeOH to obtain the desired product (431.7 mg, 1.23 mmol 96%) was 

obtained as brown amorphous powder.  

1H NMR (300 MHz, DMSO-D6): δ = 7.93 – 7.82 (m, 2H, c), 7.74 – 7.64 (m, 1H, a), 7.60 – 7.42 (m, 3H, 

g et b), 6.71 (dd, J = 8.8, 2.0 Hz, 1H, e), 6.52 (s, 2H, f), 6.40 (d, J = 2.0 Hz, 1H, d), 4.97 (s, 2H, h), 4.20 

(q, J = 7.1 Hz, 2H, i), 1.23 (t, J = 7.1 Hz, 3H, j). 

13C NMR (75 MHz, DMSO-D6): δ = 191.88, 167.24, 153.74, 153.13, 144.22, 135.94, 135.66, 133.86, 

132.03, 129.52, 128.76, 123.91, 112.64, 94.89, 61.48, 43.12, 13.99. 

 

 

 

 



 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 
 

Depuis quelques décennies, l ’étude de systèmes biologiques complexes est un domaine en plein essor. Ainsi, des 

outils de ligation des biomolécules avec des reporters chimiques ont été mis en place afin d’avoir une compréhension 

toujours fine du vivant. Les l igations sont des réactions chimiques biocompatibles permettant de lier deux entités 

synthétiques ou biologiques entre elles. On regroupe généralement ces ligations en deux catégories, les réactions de 

bioconjuguaison, qui font intervenir des fonctions chimiques naturellement présentes dans les biomolécules, et les 

réactions bio-orthogonales qui n’interfèrent pas avec les fonctions chimiques présentes dans ces milieux, mais 

nécessitent en amont une modification des partenaires de réaction. Cependant, i l convient de faire la distinction avec 

une troisième catégorie, les réactions de conjugaison chimiosélectives, qui mettent en œuvre des fonctions non 

naturellement présentes sur les biomolécules. En ce sens, elles se rapprochent donc des réactions bio-orthogonales, 

mais les fonctions ou conditions mises en jeu ne sont pas suffisamment bio-orthogonales ou les réactions ne sont pas 

suffisamment rapides pour pouvoir être réalisées dans les systèmes biologiques. Ces l igations sont toutefois très 

util isées pour de la construction biomoléculaire allant de la petite molécule (par exemple oligopeptide modifié) à la 

biomacromolécule (type protéine modifiée) et se distinguent par une facil ité de mise en œuvre et purification des 

conjugués, ce qui n’est pas toujours réalisable avec l’arsenal des réactions bio-orthogonales qui conduisent à la 

formation de multiple isomères. 

Ainsi, mes travaux de thèse se sont orientés vers la découverte et/ou l’étude de ligations chimiosélectives ainsi qu’à 

leur util isation dans la préparation de sondes fluorescentes voire fluorogéniques. L’étude de la l igation Kondrat’eva 

préalablement développée au sein du laboratoire, a permis de mettre en évidence son caractère fluorogénique, et a 

été exploitée pour le marquage fluorescent de molécules  via une étape unique de ligation fluorogénique. Puis, le 

développement d’une ligation utilisant le système tétrazine/pyrazolone a été développée afin de pallier le manque 

de sélectivité des réactions basées sur le motif tétrazine proposées jusqu’alors, qui conduisent aux bioconjugués sous 

la forme d’un mélange de produits. Cette approche a été i l lustrée par le marquage fluorescent d’une protéine 

humaine. Enfin, le développement d’une nouvelle voie d’accès aux quinoxalinones a permis leur étude 

photophysique et la mise en évidence de propriétés fluorogéniques util isées notamment pour la synthèse d’une 

biosonde. 

Mots clés : bioconjugaison, l igation chimiosélective, Diels -Alder, fluorescence, quinoxalinones.  

 

 

In recent decades, the study of complex biological systems has been a growing field. Thus, biomolecules ligation tools 

with chemical reporters were set up in order to have a better and fine understanding of the living. Ligations are 

biocompatible chemical reactions that l ink two synthetic or biological entities one antother. These ligations are 

generally gathered into two categories, bioconjugation reactions, using chemical functions naturally present in the 

biomolecules, and bio-orthogonal reactions which does not interfere with these function, but require a  prior 

engineering of the biological partner. However, it is necessary to distinguish a third category, the chemoselective 

conjugation reactions, which implement functions not naturally present on biomolecules. In this sense, they are 

therefore closer to bio-orthogonal reactions, but the functions or conditions involved are not sufficiently bio -

orthogonal or the reactions are not fast enough to be carried out in any biological systems. These ligations are, 

however, widely used for biomolecular constructions  ranging from the small molecule (for example modified 

oligopeptides) to the biomacromolecule (protein modification) and are distinguished by their ease of implementation 

and purification of the conjugates, which is not always feasible with the arsenal of bio-orthogonal reactions that 

leads to the formation of multiple isomers. 

Thus, my PhD work focused on the discovery and / or the study of chemoselective l igations as well as their use in the 

preparation of fluorescent or fluorogenic probes. The study of the Kondrat'eva ligation previously developed within 

the laboratory, highlighted its fluorogenic behaviour, and was exploited for the fluorescent labelling of molecules 

through a single fluorescence-ligation step. Then, the development of a l igation using the tetrazine / pyrazolone 

system was developed in order to overcome the lack of selectivity of the reactions based on the tetrazine scaffold 

which often lead to the formation of bioconjugates as a mixture of isomers. This approach has been il lustrated by the 

fluorescent labelling of a human protein. Finally, the development of a new access route to quinoxalinones allowed 

to study their photophysical properties and to highlight their fluorogenic properties which were leveraged in 

particular for the synthesis of a bioprobe. 

 

Keywords: bioconjugation, chemoselective l igation, Diels -Alder, fluorescence, quinoxalinones. 


