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Liste des abréviations

A

A : Adénine

A : Angstérm (1071° m)

a.a. : Acide amine

ACOEt : Acétate d’éthyle

AcOH : Acide acétique

ADN : Acide Désoxyribonucléique
APS : Persulfate d’ammonium

Ar : Aromatique

ARN : Acide Ribonucléique

B

B : Brillance

BSA : Bovine serum albumine/ Albumine de sérum bovin
C

C : Cytosine

CHCl3 : Chloroforme
Cs : Carbostyril

CT : Transfert de charge

D

d (ppm) : Déplacement chimique RMN

AM : Différence de masse

D : Donneur

Da : Dalton

DCM : Dichlorométhane

DEPT : Distortionless Enhanced Polarization Transfer
DIC : Diisopropylcarbodiimide

DIEA : Diisopropyléthylamine

DMF : Diméthylformamide



DMSO : Diméthylsulfoxyde

DO3A : Acide 1,4,7,10-tétraazacyclododécane-1,4,7-triacétique
DOTA : Acide 1,4,7,10-tétraazacyclododécane-1,4,7,10-tétraacétique
DTPA : Acide diéthylene triamine pentaacétique

DTT : Dithiothréitol

E

€ : Coefficient d’extinction molaire

E : Efficacité

EDTA : Ethylénediaminetétraacétique

EMSA : Electrophoretic Mobility Shift Assay/ Décalage de mobilité électrophorétique
ESI : Electrospray lonisation/ lonisation par électronébuliseur

Et,O : Ether diéthylique

F

FRET : Transfert d’énergie résonant de Forster

G

G : Guanine

GFP : Green Fluorescent Protein/ Protéine fluorescente verte
Gn-HCI : Guanidine hydrochloride

GP : Groupement protecteur

GSH : Glutathion

H

HEPES : Acide 4-(2-hydroxyéthyl)-1-pipérazine éthane sulfonique

HNB : N-(2-hydroxy-5-nitrobenzyl)

HPLC : High pressure liquid chromatography/ Chromatographie liquide haute pression
HRMS : High Resolution Mass Spectroscopy/ Spectroscopie de masse a haute résolution

J
J(Hz) : Constante de couplage

L
A : Longueur d’onde

2



LMCT : Transfert de charge ligand-métal
Ln : Lanthanide

M

M : Masse

MeCN : Acétonitrile

MeOH : Méthanol

MesNa : 2-mercaptoéthanesulfonate sodium
MLCT : Transfert de charge métal-ligand
MPAA : Acide 4-mercaptophenylacétique
MPA : Acide mercaptopropionique

MS : Mass Spectroscopy/ Spectroscopie de masse
N

NCL : Native chemical ligation/ Ligation chimique native

NHS : N-hydroxysuccinimide
P

® : Rendement quantique

PAGE : Poly-acrylamide gel electrophoresis/ Electrophorese sur gel de polyacrylamide
PBS : Tampon phosphate salin

PEG : Polyéthyléne glycol

pH : Potentiel Hydrogéne

PNA : Peptide nucleic acid/ Acide nucléique peptidique

PPI : Pyrole Imidazole Polyamides

PPhs : Triphenylphosphine

ppm : Partie par million

PS : Polystyrene
R

Ro : Rayon de Forster
RA : RinkAmide
RMN : Résonnance Magnétique Nucléaire

r.t. : Room temperature/ Température ambiante



RX: Rayons X
S

SEA : bis(2-sulfanylethyl)amido
SPPS : Solid Phase Peptide Synthesis/ synthese peptidique sur support solide

T

T : Thymine

TACN : 1, 4, 7, Triazacyclononane

TALE : Transcription activator-like effector/ Effecteur TAL

TALEN : Transcription activator-like effector nucleases/ Nucléases effectrices de type
activateur de transcription

TBAF : Fluorure de N-tétrabutylammonium

TBE : Tris, Borate, EDTA

TCEP : tris(2-carboxyéthyl)phosphine

TEA : Triéthylamine

TEMED : Tétraméthyléthylenediamine

TFA : Acide trifluoroacétique

THF : Tétrahydrofurane

TFO : Triplex Forming Oligonucleotide/ Oligonucléotide pour la formation de triplexes
TIS : Triisopropylsilane

Tris : Tris(hydroxyméthyl)aminométhane

TTHA : Acide triéthylénetetraamine-N,N,N’,N** N’’’ N”*’-hexaacétique

U

U : Uracile
UV : Ultraviolet
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Abréviations des acides aminés

Notation des peptides
Les peptides présentés dans ce manuscrit possédent la notation suivante :

La partie N-terminale (notée Z dans 1I’exemple Figure 1) est d’abord indiquée en italique (si elle
n’est pas composée d’un groupement NH> classique), séparée par un tiret du nom de la sequence
(notée F dans I’exemple). Si un acide amineé particulier est présent dans le peptide, en portant

par exemple une fonction, il est indiqué entre crochets. Finalement, la partie C-terminale (notée

H,N___NH

HN

OH
N

I
N
O:QJ_/

R, Arg

HO

OH

I
N
P4
(@)
(@]

E, Glu

NH,

OH
HoN

K, Lys

NH,
OH

HoN

N, Asn

HzN/\n/OH

G, Gly

OH
HoN

M, Met

{ A on

Thz

OH

(6]
V, Val

OH
HoN

F, Phe

HO

HN

HoN OH

W, Trp

Y dans I’exemple) est indiquée en italique, séparée par un tiret.

C, Cys

I, lle

{A o

N
H O
P, Pro

OH
\?ﬂjﬁ(
o]

Y, Tyr



Séquence F

Fonction
| rd
z—( a.a. Y

Z-F[a.a.(Fonction)]-Y

Figure 1: Exemple de notation d'un peptide comportant un acide aminé spécifique
Dans plusieurs cas, I’acide aminé présent en N-terminal devra étre indiqué, pour cela I’acide
aminé sera introduit entre les crochets et séparé par une barre de 1’acide aminé comportant

une fonction, comme dans 1I’exemple en Figure 2.

Fonction Séquence F

z—(aa a.a. Y

Z-F[a.a.|]a.a.(Fonction)]-Y

Figure 2: Exemple de notation d'un peptide avec un acide aminé en N-terminal devant étre indiqué, et comportant un acide
aminé spécifique

Si le peptide est toujours supporté sur une résine, cette derniére sera indiquée dans le dessin par

une boule grise (Figure 3).

Résine

Figure 3: Représentation de la résine
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Introduction

I Contexte

L’intérét pour la détection de séquences spécifiques d’oligonucléotides en solution ou en milieu
biologique (cellule, extrait cellulaire) s’est accrue au fil des derniéres décennies. Il est crucial
de pouvoir détecter sélectivement une séquence d’ADN par exemple pour le diagnostic médical,
la sécurité alimentaire ou certaines recherches. Sur la base d’un calcul statistique, une séquence
de 17 paires de bases devrait suffire a cibler sélectivement n’importe quel géne humain™. La
luminescence est une des méthodes les plus simples a mettre en ceuvre au niveau du laboratoire.
Les méthodes actuelles de détection par luminescence reposent en général sur la détection d’un
simple brin d’ADN par hybridation avec un ou deux brins complémentaires portant un
fluorophore dont 1’émission est modulée par la proximité d’un quencheur ou d’un autre
fluorophore accepteur d’énergie. Le but de cette thése est d’établir la preuve de concept de la
détection d’un ADN double brin de séquence choisie en utilisant les doigts de zinc pour leurs
propriétés de reconnaissance de I’ ADN et des lanthanides pour leurs propriétés de luminescence

particulieres, trés intéressantes pour la détection en milieu biologique.

II Détection par fluorescence

1) Luminescence

La luminescence désigne 1’émission d’un photon par une substance a partir d’un état
électronique excité?. Lorsque 1’état excité est un état singulet, on parle de fluorescence et
lorsqu’il s’agit d’un état triplet, on parle de phosphorescence. Les substances luminescentes
peuvent étre des (macro)molécules contenant un squelette aromatique, des cations de type
lanthanides, des complexes métalliques ou des nanoparticules. La luminescence fait le plus
souvent suite a I’absorption d’un photon qui ameéne la substance dans un état singulet excité
(Figure 4). Celui-ci se désactive de maniére non-radiative vers son état singulet excité de plus
basse énergie, Si, a partir duquel le phénomene de fluorescence a lieu. Le temps de vie de
fluorescence est de I’ordre de 10 nanosecondes pour des molécules organiques. Les substances
dans leur état excité S; peuvent également subir une conversion de spin pour passer dans leurs
premier état excité triplet, T1. Ce processus, appelé croisement intersystéme, est théoriqguement

interdit et est donc plus lent que la fluorescence. La phosphorescence peut alors se produire
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depuis I’état T1. La transition T1 — So est également théoriquement interdite du fait du

changement de spin et son temps de vie caractéristique va de la milliseconde a la seconde.

s, AV
- i g
5 1 Conversion Interne
& ;
8 S N -_ Croisement Intersystéme
) S~
| Sso
: = T TI
) ]
1 |
| :
! Fluorescence ! Phosphorescence
i l
; |
So W W
Etat fondamental
—® Transition Radiative ----->> Transition non Radiative

Figure 4 : Diagramme de Jablonski-Perrin

Un fluorophore est une molécule aromatique capable de fluorescer. Il se caractérise par les

grandeurs suivantes :

- longueur d’onde d’excitation (Aex)

- longueur d’onde d’émission (Aem)

- déplacement de Stokes, différence entre Aem €t Aex

- rendement quantique (®), correspondant a la capacité d’émission de la lumicre aprés
absorption (défini par 1’équation ®=(nombre de photons émis)/(nombre de photons
absorbés)

- coefficient d’extinction molaire (£), correspondant a I’efficacité d’absorption de la
lumiére (en Mcm™)

- brillance B, produit de € par @

- temps de vie de luminescence

Pour des applications en milieu biologique, il peut étre intéressant de maximiser la brillance du
fluorophore afin de le détecter plus facilement, en maximisant le rendement quantique et le
coefficient d’extinction molaire. Un second facteur d’importance est le déplacement de Stokes,
c’est-a-dire le décalage entre le spectre d’absorption et le spectre d’émission du fluorophore.
Idéalement celui-ci doit étre grand pour éviter le recouvrement de ces deux spectres et ainsi

éviter les phénomenes de ré-absorption.
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Dans I’optique de réaliser des mesures in vivo, une excitation et une émission aux hautes
longueurs d’ondes est souhaitable. En effet, les milieux biologiques absorbent la lumiere dans
I’UV jusqu’au visible. La fenétre de diagnostique idéale appelée fenétre de transparence du

milieu biologique est située dans le proche infrarouge, entre 650 et 1500nmt! (Figure 5).

Uv Vis IR

S>> ¢ >
10000 e
1000
Sang
y 100§
e ,
©
L0
S 104
"
-2 !
1) Eau
Protéines :
014 ] /-Fenétre de transparence
100 600nm 1000 2000nm 10000

Longueur d’onde (nm)

Figure 5: Absorption des milieux biologiques et fenétre de diagnostique[?’]
Les fluorophores sont depuis de nombreuses années utilisés pour concevoir des sondest*516]
capables de révéler la présence d’un analyte (molécule, cation ...) dans un milieu, par un

changement de leurs propriétés d’émission.
2) Transfert d’énergie résonant de Forster

Une des techniques les plus répandues pour la conception de sondes luminescentes est
Iutilisation du transfert d’énergie résonant de Forster (FRET)!). Le FRET met en jeu un couple
de fluorophores, 1’un étant le donneur d’énergie et 1’autre 1’accepteur. Lorsque le donneur est
excité (a une longueur d’onde notée Lex), il peut se désexciter soit par voie radiative (en émettant
des photons), soit par voie non radiative en transférant son énergie a I’accepteur qui se retrouve

alors dans un état excité capable d’émettre de la lumiere.

Le transfert d’énergie est dii a une interaction dipolaire entre les deux fluorophores. Son
efficacité dépend de la distance entre le donneur et I’accepteur. On note le rayon de Forster Ro,
la distance pour laquelle 1’efficacité E du transfert est de 50% (Figure 6). 1l dépend de la nature
des chromophores utilisés, mais est en général compris entre 10 et 100 A®!. Pour que le transfert
soit possible, il faut que le spectre d’émission du donneur recouvre au moins en partie le spectre

d’excitation de I’accepteur (Figure 7). Plus le recouvrement est important, plus le transfert est
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efficace. Le rendement quantique du donneur et le coefficient d’extinction molaire de

I’accepteur sont deux paramétres a maximiser pour optimiser le transfert.

FRET
1
’5 0.6 4 R <10 nm
3 0.4 Pas de FRET
[
0'0 T IRo r| T 1 I
0 2 4 6 8 10 R>>10 nm

Distance (nm)

Figure 6: Evolution de l’efficacité d 'un transfert donneur vers accepteur en fonction du rayon de Forster Ro

Donneur Accepteur
Ex Em Em
O
=
]
c
2
=
T T
A exc. A ém.

Longueurs d’ondes (nm)
Figure 7: Spectres d'excitation (d'absorption) et d'émission du donneur et de I'accepteur

La dépendance en distance de ce transfert d’énergie est a la base du principe de détection de
nombreuses sondes fluorescentes® 1%, Ces sondes doivent bien entendu intégrer deux
fluorophores. Si I’analyte a détecter provoque le rapprochement des deux fluorophores, le
transfert d’énergie devient plus efficace, I’émission du donneur diminue et celle de I’accepteur
augmente (Figure 8). Les sondes FRET sont particulierement intéressantes car elles permettent
une détection ratiométrique, qui permet d’accéder a la concentration de 1’analyte sans connaitre
la concentration de la sonde.

Donneur Accepteur Donneur Accepteur

o g(wg.«

Tra nsfert d’énergie

Figure 8: Principe de la modulation du transfert d'énergie par la présence de I'entité ciblée
Le choix des fluorophores pour la conception d’une sonde FRET dépend de nombreux

parametres pour adapter 1’efficacité du transfert en présence de I’analyte ou du phénomene a
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détecter (changement conformationel par exemple) et au milieu dans lequel la détection doit

étre réalisée. C’est en utilisant ce principe que nous souhaitons détecter une séquence d’ ADN.

III Cibler et détecter ’ADN
1) L’ADN

La molécule d’ADN (Acide DésoxyriboNucléique) est le support de I’information génétique
de tout organisme vivant. Elle est située dans le cytoplasme des cellules procaryotes et dans le
noyau des cellules eucaryotes. L’ADN est composé de deux structures : une structure primaire,

et une autre secondaire.

A Structure primaire

La structure primaire est un polymere de nucléotides, appelé communément brin d’ADN. Ces
nucléotides sont composés d’un acide ortho-phosphorique, lié a un sucre (le 2-désoxy-D-ribose),
sur lequel est fixé a une base azotée aussi nommeée base nucléique (Figure 9). Ces bases sont
soit des bases puriques comme I’adénine (A) et la guanine (G), soit des bases pyrimidiques
comme la cytosine (C) et la thymine (T). Un brin d’ADN est donc composé d’un squelette

constitué par la répétition sucre-phosphate substitué par différentes bases azotées.

HO O HO O 0
PN = S &
HO//". O//", o//,
Squelette sucre-phosphate
O o
- - o
N N N N NH
T ~ \( Y 2 ,
N—L N \ N \  NH Bases azotés
2N Ha
A C T G

Figure 9: Structure primaire de I'ADN
La nomenclature d’un brin d’ADN comprend la notation des positions libres des sucres aux
deux extrémités (5° a gauche et 3’ a droite) ainsi que la représentation des bases nucléiques

presentes par la premiére lettre de leur nom (soit pour I’exemple en Figure 9, 5°-ACTG-3").

B Structure secondaire

La structure secondaire de I’ADN retrouvée majoritairement dans les cellules a été décrite par
J. Watson et F. Crick en 1953, Elle a depuis été nommée ADN-B et est composée de deux

brins, interagissant 1’un avec I’autre par I’intermédiaire de leurs bases nucléiques. Ces dernieres

15



Introduction

s’associent spécifiquement par paires par des liaisons hydrogéne, la thymine établit deux
liaisons H avec 1’adénine, et la guanine en établit trois avec la cytosine (Figure 10). Le duplex
est également stabilisé par les interactions d’empilement de leurs cycles aromatiques*?l.
L’appariement des deux brins d’ADN de maniére antiparallele donne une double hélice
s’enroulant autour d’un axe, formant un petit et un grand sillon dans lesquels s’établissent des

interactions spécifiques avec des protéines et divers ligands (Figure 11).

H
0---H-N ©C
NV/Q/_/(N HeeeNT N N( ) Oi ;
~ N NS N
G N-H---0 }“ﬁ A

H

Figure 10: Liaisons hydrogéne entre les bases nucléiques complémentaires

5 3

grand
sillon

petit
sillon

Figure 11: Appariement antiparalléle d 'un double brin d'ADN

2) Sondes a ADN

Les principaux critéres des sondes permettant de cibler spécifiquement des séquences d’ADN
sont une interaction spécifique et stable dans le temps, une cinétique rapide, et une grande
sensibilité. Parmi les différentes techniques permettant la détection d’ADN nous nous
intéresserons uniquement a la détection par luminescence. En effet, les sondes luminescentes
possedent plusieurs avantages tels que leur faible codt, leur sensibilité, ainsi que la facilité et la

rapidité de détection.

Parmi I’ensemble des sondes luminescentes décrites dans la littérature, on distingue deux
grands types de sondes permettant de cibler ’ADN : les sondes ciblant un simple brin
d’ ADN 8141 et celles ciblant de I’ ADN sous forme de double brin 1,
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A Sondes a ADN simple brin

Les sondes ciblant un simple brin d’ADN nécessitent de travailler dans des conditions

dénaturantes(*®! (par exemple en chauffant pour dissocier le duplex d’ADN).

i Les molecular beacons

Un premier exemple de sonde est le molecular beacon™, qui est un oligonucléotide composé
de la séquence complémentaire de celle ciblée comportant a ses extrémités quelques paires de
bases complémentaires entre elles. Les extrémités sont fonctionnalisées par un couple
fluorophore/quencher (Figure 12). En I’absence de la séquence d’ADN cible, la sonde est
repliée. La séquence complémentaire est alors présente dans une boucle et les paires de bases
complémentaires sont appariées (structure de type tige-boucle ou en épingle a cheveux). Le
quencher est ainsi dans I’environnement du fluorophore et aucune luminescence n’est observée
lorsque le fluorophore est excité. En présence de la séquence d’ADN cible, le brin
complémentaire présent dans la sonde s’hybride avec sa s€quence cible. Les extrémités ne sont
plus appariées, éloignant le quencher du fluorophore, permettant une réponse luminescente de

ce dernier apres excitation.

.‘ LN
z
A L
Boucle S2quancs é

dADN ciblée -

—= > Vs
Basas - ~ T\ N ',{ -
complémentairas {‘7 ,r‘
/ <

\

Figure 12: Principe d'un molecular beacon[*8]

ii Sondes FRET

Un autre exemple de sonde luminescente est celle reposant sur un FRET entre deux
fluorophores : un donneur, un autre accepteur™™. Chacun est placé sur un oligonucléotide
correspondant a une partie de la séquence d’ADN a cibler (Figure 13). En I’absence de la
séquence d’ADN, le fluorophore donneur est excité, et son émission est observée. Lorsque les
deux brins s’hybrident avec la séquence d’ADN cible, le fluorophore donneur est rapproché de
I’accepteur. Ainsi, lorsque le donneur est excité, un transfert d’énergie a lieu vers I’accepteur

et I’émission de ce dernier est observé.
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Huotoohora donnaur
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~ T
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Figure 13: Principe de sondes FRET

La limite des systémes présentés reste la nécessité de travailler dans des conditions dénaturantes

empéchant alors leurs utilisations in vivo.

B Sondes a ADN double brins

On dénombre trois grandes classes de sondes luminescentes permettant de cibler de I’ADN

double brin et donc d’opérer en conditions non-dénaturantes :

- Les TFO : oligonucléotides formant des triplexes
- Les PPI : polyamides de pyroles et imidazoles

- Les sondes a base de polypeptides modifiés ou de protéines

i  Oligonucléotides pour la formation de triplexes (TFO)

La premiere catégorie de sondes est basée sur la formation d’une triple hélice d’ADN entre le
duplex d’ADN cible et un oligonucléotide TFO (triplex forming oligonucleotide)?”. Les TFO
sont capables de reconnaitre de longues séquences d’ADN double brin (12-30 paires de bases),
par interaction dans le grand sillon (Figure 14 gauche). Il est par exemple possible de concevoir
une sonde en associant un fluorophore intercalant au TFO. En solution, le fluorophore se
désexcite préeférentiellement par voie non radiative a cause des rotations autorisées. Lors de la
formation du triplex le fluorophore s’intercale entre les paires de bases d’ADN, empéchant la

rotation et favorisant la désexcitation par voie radiative (Figure 14 droite).

S ITFAYE
mrn WL, oo
, L00M000T 3o

]'mae:ﬂaimI ’v‘“‘“‘\
5 é .y f}-*"““ = “\fx]
Y S
Q o R Floorophore inercalen
a P o p ¥
Duplex TFO Triplex I:l' Berza Fleodble

Figure 14: Principe des TFO ; a gauche interaction dans le grand sillon de ['oligonucléotide ; a droite principe d’'un
fluorophore intercalant!
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L’interaction de la sonde pour la formation de la triple hélice requiert cependant la formation
d’une liaison hydrogéne supplémentaire, et donc un pH acide pour la protonation de la cytosine.
Cette technique comporte plusieurs barrieres, méme si certaines approches ont été développées
afin de les contourner!??.On peut par exemple citer les contraintes d’une cinétique de formation
tres lente, I’instabilité de la triple hélice formée, les conditions de pH nécessaires, la dégradation

possible de I’oligonucléotide.

ii Pyrole Imidazole Polyamides(PPI)

Le second type de sonde est basé sur des polyamides. Ces polymeres composés de pyrroles ou
d’imidazole sont capables d’interagir avec une séquence définie d’ADN au sein du petit
sillonf?3241 Une large gamme de fluorophores peuvent étre introduits sur le polyamide!®®, qui
lors de I’interaction avec I’ADN vont permettre la détection d’un signal fluorescent. Un
exemple typique est la sonde décrite par P. Dervan[?®!, avec I’introduction a une extrémité du
polyamide d’un fluorophore intercalant (Figure 15). Ce type de sondes ne peut cependant pas
discriminer les paires de bases A/T et T/A, posant un probléme de sélectivité. Des améliorations
ont été apportées ces deux derniéres décennies, comme 1’utilisation d’hydroxypyroles en plus
du pyrole et de I’imidazole, pour permettre une lecture plus fidéle de I’ADNEM281 mais au

détriment de la stabilité du complexe.

=L PpE@EPAP P =W
W—rFHMAPHAAY AP 3E—n

Figure 15: Principe des PPI avec la lecture de la séquence d’ADN par la chaine, comportant un fluorophore intercalant
représenté en vert[?¢]

iii Sondes a base de polypeptides modifiés ou de protéines
Une autre catégorie de sondes est basée sur ’utilisation de petites protéines ou des séquences

peptidiques porteuses de bases nucléiques, capables d’interagir avec une séquence spécifique
d’ADN.
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(a) PNA Opener
L’interaction avec une séquence spécifique d’un double brin d’ADN est par exemple possible
avec les PNA opener [2°13% (PNA = peptide nucleic acid). Les PNA sont des peptides composés
d’acides aminés dont les chaines latérales sont des bases nucléiques (Figure 16). Un PNA
complémentaire d’un ADN simple-brin peut s’hybrider avec celui-ci et peut méme ouvrir un
double brin d’ADN pour s’hybrider a son brin complémentaire. Le double brin d’ADN est
déstabilisé par la formation d’un duplex PNA/ADN, ce dernier étant plus stable que le duplex
ADN/ADN par suppression du phénomene de répulsion des groupements phosphates chargés
négativement. La séquence ainsi libérée peut ensuite étre mise en évidence par son interaction

avec un molecular beacon, dont I’ouverture déclenche une réponse luminescente (Figure 17).

/’\N/}rn N/}(H N/\[(H
ST AT

Base Base Base

Figure 16: Structure d'un PNA

N s G

PNA opener
Figure 17: Principe d'un PNA Opener, avec interaction d'un molecular beacon®3, F=Fluorophore ; Q=Quencher

Le principal désavantage de cette technique est une interaction des PNA avec I’ADN limitée a

des séquences d’homo-purines ou d”homo-pyrimidines?.,

(b) TALE et doigts de zinc
Une derniere catégorie de sondes permettant de cibler ’ADN de manicre séquence spécifique
sont celles reposant sur 1’utilisation de facteurs de transcription, tels que les Transcription
Activating Like Effector (TALE) et les doigts de zinc.

Les TALE sont des protéines de 33-35 acides aminés capables de reconnaitre une paire de base
d’ADN. La fusion de TALE avec des protéines fluorescentes telles que la tres utilisée GFP
(Green Fluorescent Protein) a permis 1’obtention de sondes fluorescentes®3l. Le principe de ces
sondes reste similaire aux sondes FRET introduites en partie « Sondes FRET » (p.17), par

dimérisation de deux protéines comportant un couple de fluorophores donneur/accepteur. Cet
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exemple reste anecdotique, la majorité des TALE décrits étant couplés a des protéines de type
nucléase actives sous forme de dimérest®l. Par exemple, la sonde TALEN (Transcription
Activating Like Effector Nuclease) ainsi formée est capable de réaliser une coupure au niveau
de la séquence d’ADN cible (Figure 18).

TALE Fokl
5 Glclalg]T[T]CcTA ¥
3 alclela|T|c|c]|T -
Fokl TALE

Figure 18: Principe d'un TALEN. Les TALE sont décorées par un systéme de nucléase complémentaire, qui lors de I'interaction
avec la séquence d'ADN cible devient actif

Le méme principe a été utilisé pour I’élaboration de nucléases artificielles avec des protéines a
doigts de zincl®. Ces derniéres sont fusionnées & un domaine de coupure qui se retrouve activeé
lors de leur dimérisation induite par I’interaction avec I’ADN (Figure 19). L’avantage de
I’utilisation des doigts de zinc est qu’ils permettent de cibler trois paires de bases d’ADN avec
une protéine de 30 acides aminés. Pour cette raison, nous nous intéressons a I’utilisation de

doigts de zincs pour le développement de nos sondes luminescentes.

Figure 19: Principe des nucléases a doigt de zincl®l. Les protéines a doigt de zinc permettent la lecture de I'ADN, qui en
présence de la séquence cible d'’ADN rend le domaine nucléase actif apres dimérisation

Une sonde fluorescente basée sur un systéme similaire a été décrit par le groupe de D. Segal en
20051, Deux protéines a doigts de zinc, I’'une fusionnée avec le domaine N-terminal de la GPF
et I’autre avec le domaine C-terminal dimérisent en presence de la séquence d’ADN double
brin cible, ce qui permet de reconstituer une GFP active capable d’émettre sa fluorescence
(Figure 20).
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NGFP-ZnFingerA WAL, Vi CGFP-ZnFingerB
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Figure 20 : Principe d 'une sonde luminescente pour la détection d’ADN double brin basée sur des protéines a doigts de zinc

IV Les doigts de zinc
1) Description

Dans ce projet, I’approche pour la détection d’une séquence d’ADN double brin est réalisée par
I’utilisation de doigts de zinc. Les doigts de zinc possedent des domaines de reconnaissance
pouvant étre n’importe quelle séquence d’ADN. Ce sont des petits domaines protéiques (20-30
acides aminés) dont la forme la plus répandue dans le vivant est du type ppals7 28139 ¢ est-a-
dire adoptant une conformation d’un feuillet  a deux brins et d’une hélice a (Figure 21). La
séquence consensus de ces doigts de zinc est (Tyr/Phe)-Xaa-Cys-Xaay 4-Cys-Xaaz-Phe-Xaas-
Leu-Xaaz-His-Xaas s-His, ou Xaa peut correspondre a n’importe quel acide aminé (Figure 22).
Cette sequence comporte donc 7 acides amines indispensables pour la formation du doigt de
zinc : 4 acides amines coordinant le zinc (2 cystéines et 2 histidines) et 3 acides aminés formant
un cceur hydrophobe (tyrosine, phénylalanine, leucine). L’espacement entre ces acides aminés
est essentiel pour le bon repliement de la protéine et la complexation du zinc. Les autres acides
aminés peuvent par contre étre changés a loisir sans affecter I’intégrité de la formation du doigt

de zinc BPal*l,
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Figure 21: structure d'un doigt de zinc pBal*l

X=X:Y=X-C=X-X-X-X-C-X-X-X-F=X=X-X-X-X-L-X-X-H-X-X-X-H-X;X-X
;112 3 4 5 6

- - > - »
Feuillet 8 : Hélice a

Figure 22: séquence d'un doigt de zinc Sfa (X peut étre n’importe quel acide aminé)
De nombreux facteurs de transcription utilisent ces doigts de zinc pour « lire » I’ADN. Un doigt
de zinc est capable d’interagir avec un triplet de paires de bases d’ADN. Dans le vivant, 3 a 6
motifs doigts de zinc sont en général enchainés, permettant ainsi la lecture de 9 a 18 paires de
bases consécutives. Ce sont les acides amines aux positions -1, 3 et 6 de I’hélice qui
interagissent chacun avec une paire de bases, et I’acide aminé en position 2 est lui capable
d’interagir avec la derniére paire de bases du triplet précédentB842L4 (Figure 23 gauche). Les
acides aminés peuvent étre changes pour cibler la séquence de trois paires de bases choisie sans
affecter les propriétés de repliement du doigt de zinc. Un code de reconnaissance entre les
acides aminés a ces positions et les paires de bases reconnues a été proposé (Figure 23 droite)
mais ne fonctionne pas parfaitement. Des bases de données de doigts de zinc fonctionnant bien
ensemble et des logiciels pour optimiser la séquence peptique en fonction de la séquence
d’ADN a reconnaitre sont disponibles sur divers sites web, comme par exemple «the Zinc

Finger Consortium » (http://www.zincfingers.org), « ZIFiT Targeter »

(http://zifit.partners.ora/ZiFiT/Introduction.aspx) et « B1H screen of C2H2-ZF domains »

(http://zf.princeton.edu/b1h/index.html). C’est en utilisant ce principe de modulation de la

reconnaissance que les nucléases a doigt de zinc ont été développéest=°.
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Figure 23: A gauche, interaction de trois doigts de zinc avec 9 paires de bases d'ADN (les acides aminés en positions -1, 2, 3,
et 6 sont représentés)l®€. A droite code de reconnaissance des acides aminés avec la séquence de trois paires de bases
choisiel*4,

2) La protéine ZIF12

Parmi les protéines a doigts de zinc décrites dans la littérature, une protéine de 72 acides aminés
ZIF12, basée sur la protéine Zif268, décrite par B. Wang et C. Pabol*!*¢l semble trés
intéressante. Cette protéine est composée de deux doigts de zinc de 30 et 37 acides aminés (a.a)
et d’une extension N-terminale de 15 a.a (Figure 24). Les deux doigts de zinc correspondent a
la protéine Zif268, un facteur de transcription connu pour cibler les séquences 5°-TGG-3’ et 5°-
GCG-3°F7, La partie N-terminale, elle, a été développée par B. Wang et C. Pabo afin de
permettre la dimérisation de la protéine en présence d’une séquence palindromique d’ADN de
séquence 5’-TGGGCGCGCCCA-3’ (Figure 25). Cette extension interagit avec le doigt de zinc
N-terminal de I’autre monomére (feuillet et hélice). Grace a cette extension N-terminale, la
protéine posséde une affinité élevée en présence de la séquence d’ADN cible, avec une
constante de dissociation de 15nM déterminee par électrophorese (retard sur gel), contre 15uM

pour la méme protéine sans 1’extension,

Extension N-terminale HPMNNL-LNYVVPK MFIQ

|
Doigtdezinc1 PYACPVESCERRFSRSDEL TRH-I-R-I-HTGQPl(

|
Doigt de Zinc2 PFQCR-I-CMRNFSRSDHLTTH-I-RTHTGE

Figure 24: Séquence de la protéine ZIF12 décrite par Wang et Pabo
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Figure 25: A gauche, protéine ZIF12. A droite, structure cristalline du dimére de ZIF12 autour de la séquence d’ADN
5-TGGGCGC-GCCCA-3’ (noté complexe ADN-(ZIF12)2)

La structure cristallographique de la structure du complexe ADN-(ZIF12), obtenue par
B. Wang et C. Pabo™®l montre deux caractéristiques intéressantes. Premiérement, 1’interface de
dimérisation entre I’extension N-terminale et le doigt de zinc de I’autre monomeére implique
I’hélice o du doigt de zinc, mais pas les acides aminés interagissant avec 1I’ADN (Figure 26).
Secondement, I’extension N-terminale n’est pas impliquée dans une quelconque interaction
avec I’ADN. Ainsi, les acides aminés aux positions -1, 2, 3, 6 des doigts de zinc de cette protéine
peuvent étre modifiés sans affecter les propriétés de dimérisation, ouvrant alors la porte au

ciblage de n’importe quelle séquence d’ADN.

Figure 26: Structure du complexe ADN-(ZIF12)2, avec en gris les acides aminés de I'interaction entre I'extension N-terminale
et I'nélice de I'autre monomere, et en jaune les acides aminés interagissant avec I'ADN

3) Doigts de zinc, ADN et FRET : ZIF12 comme support de sonde FRET

La protéine ZIF12 a été utilisée par I’équipe de H. Ueda en 20081"! pour détecter la séquence
palindromique 5’-TGGGCGCGCCCA-3’ par un systeme de FRET. Pour cela, les protéines

fluorescentes eCFP (Cyan) et eYFP (Jaune) ont été fusionnées a I’extrémité C-terminale de la
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protéine ZIF12, pour donner un couple sonde ZIF12-CFP/ZIF12-YFP capable de se lier au
palindrome (Figure 27). Ces protéines ont été obtenues par expression recombinante. Le ratio
d’émission de fluorescence YFP/CFP augmente lorsque I’ADN cible est ajouté au couple de
protéines sondes. Néanmoins, ce ratio varie peu, de 0,83 a 1,27, rendant la détection peu
sensible, ce qui est un défaut récurrent des sondes FRET baseées sur les protéines fluorescentes.
Avec de tels systéemes, en milieu biologique, la détection devient peu sensible du fait de la

fluorescence intrinseque du milieu.

(A) 1200

1000

800

600

400

Fluorescence[au]

200

450 500 550 600
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Figure 27: Sonde (ZIF12-CFP/ZIF12-YFP) décrite par I’équipe de H. Ueda[47] pour la détection du duplex de séquence 5 -

TGGGCGCGCCCA-3’. A gauche : principe de fonctionnement. A droite : changement du spectre d’émission provoqué par
I"ajout d’ADN (0 a 2500 nM) sur un mélange 5:1 de ZIF12-CFP (120uM) et ZIF12-YFP (600uM).

Le but de cette these était d’utiliser la protéine la protéine ZIF12 comme support pour la
détection d’ADN double brin, a I’instar de ce qu’a proposé H. Ueda mais en implémentant un
systeme FRET mettant en jeu des lanthanides(I11) plutdt que des protéines fluorescentes afin
d’améliorer les propriétés de luminescence et la détection. En effet, les ions lanthanide(l11) ont
des propriétés de luminescence trés interessantes pour la détection en milieu biologique, avec
notamment de longs temps de vie de luminescence permettant d’¢liminer la fluorescence

intrinseque du milieu lors des mesures.
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V Les lanthanides

Les lanthanides sont les 15 premiers éléments du bloc f de la classification périodique des
éléments (Figure 28) allant du lanthane (Z=57) au lutécium (Z=71). lls existent principalement
sous le degré d’oxydation +III et sont notés Ln*. Leur configuration électronique est [Xe]4f",

avec n=0 pour le lanthane et n=14 pour le lutécium.

H He
Li | Be B|(C|N|O|F/|Ne
Na | Mg Al | SIi| P| S| Cl|Ar

Rb|Sr| ¥ [Zr |Mb|Mo | Tc |Ru|Rh | Pd |Ag |[Cd|In |Sn|Sb|Te | | | Xe

Cs Ba.Hf Ta|W Re|(Os | Ir | Pt |Au|Hg [Tl (Pb| Bl | Po| At | Rn

Fr |Ra|Ac |Rf (Db (Sg | Bh|Hs | Mt |Ds [Rag | Cn

Figure 28: Classification périodique des éléments; en violet les lanthanides

1) Propriétés fondamentales

Les orbitales 4f possédent une faible extension radiale et sont blindées par les couches externes
5s25p°%, les rendant peu sensibles & leur environnement chimique et conférant une chimie de
coordination quasi-identique a ’ensemble des lanthanides. Le remplissage progressif de la
couche 4f entraine une diminution du rayon ionique due a une charge partielle ressentie par les

électrons 5s25p°® plus importante : ¢’est la contraction des lanthanides.

Les liaisons formées entre les lanthanides et leurs ligands sont purement électrostatiques et les
ligands s’organisent autour du métal de maniére a minimiser les interactions stériques
répulsives. Les ions Ln®" sont des acides durs suivant la classification de Pearsonl*®l. |ls
interagissent préférentiellement avec des ligands durs tels que les atomes d’oxygene ou d’azote
de maniére a minimiser 1’énergie électrostatique. Le nombre de coordination le plus
fréquemment rencontré pour les ions Ln®* est de 8 ou 9. Du fait de leur propriétés trés similaires,

un méme ligand peut généralement complexer tous les lanthanides°l.
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On peut noter ici que la forte acidité des lanthanides au sens de Lewis favorise la formation
d’hydroxocomplexes solubles Ln(H20)s(OH) pour des pH allant de 3 a 6% Les
hydroxocomplexes de type Ln(OH)s, eux, sont insolubles et se forment facilement a pH neutre.

Pour une majeure partie des lanthanides, le remplissage des électrons de la couche 4f laisse des
électrons celibataires et rend les ions lanthanides paramagnétiques, a 1I’exception du lanthane et
du lutécium. Parmi I’ensemble des lanthanides, 1’ion Gd** posséde 7 électrons non appariés, lui
conférant un moment magnétique élevé et un temps de relaxation électronique long par rapport
aux autres éléments du bloc f 5. Pour cette raison, il est trés utilisé comme agent de contraste

pour I’Imagerie par Résonance Magnétique (IRM)?,
2) Propriétés spectroscopiques

A Emission des lanthanides
Tous les ions lanthanides sont luminescents, a ’exception du La®* et du Lu3*. L’émission des

lanthanides est dii a trois types de transitions électroniquest®:

- les transitions f-f, qui sont théoriquement interdites par la régle de Laporte,

- les transitions f-d, autorisées, et

- les transitions dues a des transferts de charge métal-ligand (MLCT) ou ligand-métal
(LMCT), autorisées.

Les transitions f-d et de transfert de charge sont trop hautes en énergie pour étre observées par
spectrophotométrie UV-visible®. La régle de Laporte stipule que les transitions f-f, comme
toute transition entre états de méme parité dans un systéeme centrosymmeétrique, sont interdites.
Ces regles sont partiellement relaxées lorsque I’environnement du lanthanide est non
centrosymétrique!™¥ et des transitions f-f peuvent étre provoquées par 1’absorption d’un photon.
Néanmoins, les coefficients d’extinction molaire de ces transitions sont trés faibles (< 10 M~
tem™), rendant I’excitation directe des lanthanides particuliérement inefficace. Les lanthanides
sont luminescents : le retour a 1’état fondamental suivant une transition f-f peut se faire de
maniére radiative. Les raies d’émission sont fines et a longueur d’onde fixe, les orbitales 5s25p°®
écrantant les orbitales f rendent ces dernieres peu sensibles au champ de ligand. Ainsi, chaque
lanthanide a un spectre d’émission caractéristique avec des raies quasi-monochromatiques a

longueur d’onde fixe comme cela est représenté sur la Figure 29.
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Figure 29: Spectres d'émission normalisés de complexes de lanthanides en solution[®°]

B Temps de vie de luminescence
Le retour a I’état fondamental du lanthanide excité étant un processus théoriquement interdit,
le temps de vie de luminescence des lanthanides est souvent trés long, de ’ordre de la
microseconde pour ceux émettant dans le proche infrarouge et de la milliseconde pour ceux
émettant dans le visible. Ceci permet de réaliser une détection de leur luminescence résolue en
tempst®®! (Figure 30). Ainsi, il suffit d’attendre quelques microsecondes aprés le flash
d’excitation pour laisser s’éteindre la fluorescence du milieu biologique, puis de détecter
I’émission du lanthanide seule. Ce type de détection permet d’améliorer considérablement le

rapport signal/bruit, comme illustré sur la Figure 31 [571,

Fluorsscencs du milisw hologigque

/

Emission dv lanthanids
Emizssion mesvrée do lanthanide
—_—

Délai Temps (ms)

Figure 30: Principe de la détection résolue en temps. En violet, I’émission de fluorescence du milieu biologique. En rose
[’émission du lanthanide. En attendant un délai aprés excitation, une mesure sélective de l’émission du lanthanide est possible.

DIC Prompt Time-resolved

Figure 31 : Exemple de détection résolue en temps par microscopiel®. 4 gauche, I'image montrée est un ensemble de cellules.
Dans ['une d’elles seulement, un complexe d’europium a été injecté. L’image au milieu est obtenue en détection « normale »,
c¢’est a dire sans délai aprés le flash : on voit une émission intense qui provient de la cellule contenant I’europium mais aussi
de la fluorescence des autres cellules. L’image a droite est enregistrée en détection résolue en temps. La fluorescence résiduelle
des autres cellules n’est plus détectée.
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Le temps de vie de luminescence des lanthanides est sensible a son environnement. En effet,
les vibrations de liaisons O-H, N-H et C-H offrent des voies de désexcitations non radiatives au
lanthanide ayant pour conséquence de diminuer son temps de viel®®, Cette désexcitation est un
phénomene a plusieurs phonons, la différence d’énergie du retour de 1’état excité a 1’état
fondamental correspond a un multiple de I’énergie de vibration de la liaison. Par exemple, les
vibrateurs O-D possédant une énergie de vibration plus faible que les O-H rendent le
phénomene moins probable et conduisent a une plus faible désactivation (Figure 32). Des
équations phénoménologiques ont été établies et permettent de calculer le nombre de molécules
d’eau présentes dans I’environnement du terbium et de I’europium, a partir de leurs temps de

vie de luminescence dans H»0 et D,OP8159],
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Figure 32: Exemple de voies de désexcitation par des oscillateurs O-H ou O-D de [’ion Eu®* 160

Le nombre de molécules d’eau présentes dans la sphere de coordination du lanthanide joue donc
un role important et il est judicieux de pouvoir le minimiser en utilisant des ligands ne laissant

pas de sites de coordination vacants.

C Utilisation pour des sondes luminescentes
Les ions Eu®* et Th3 sont les plus utilisés pour des applications de sondes luminescentes pour
leurs longs temps de vie de luminescence, ainsi que leur émission dans les hautes longueurs
d’ondes du visible (vert pour le terbium avec Aem= 545 nm et rouge pour I’europium avec
Aem=615nm). Les ions Dy** (Aem=570nm), Sm*(kem= 590 nm), Nd**(Aem= 1065 nm),
Er¥*(em= 1510 nm), Yb%*(Aem= 980 nm) sont moins utilisés. Cependant ces trois derniers
représentent un avantage pour la détection en milieu proche infra-rouge et sont de plus en plus
présents®). Le diagramme partiel d’énergie entre les niveaux excités et les niveaux

fondamentaux de ces ions sont présentés en Figure 33.
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Figure 33: Diagramme partiel d énergie pour les ions Ln®" luminescents[®1]
D Effet « antenne »
La voie la plus couramment utilisée pour exciter un lanthanide est par un transfert d’énergie
provenant d’un chromophore organique (Figure 34). Cette stratégie appelée effet « antenne »
découverte en 1942 par S. Weissmanl®?l permet d’utiliser un chromophore organique a haut
coefficient d’extinction molaire, qui une fois irradi¢ transmet son €énergie au lanthanide. Le
lanthanide peut ensuite se désexciter par voie radiative et non-radiative. L’effet « antenne » est
efficace a courtes distances (Ro< 15 A)[®%l et il est en général plus efficace pour des antennes
coordonnées a I’ion Ln®*" (mécanisme de transfert d’énergie de type Dexter, a travers les
orbitales) que pour des antennes distantes (mécanisme de type Forster par couplage dipolaire,

a travers 1’espace).

it émission
excitation
Transfert

d’énergie

antenne

ligand

Figure 34: Principe de l'effet d'antenne, avec [’excitation du chromophore appelé antenne, suivi du transfert d’énergie au
lanthanide et de son émission.
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Lors de ce processus de sensibilisation, le chromophore absorbe un photon, puis relaxe pour se
retrouver dans un état excité donneur (D) singulet, généralement S; ou CT (transfert de charge),
ou triplet (T1) (Figure 35).

L’état du donneur doit étre adapté en énergie a 1’état excité du lanthanide. Dans le cas d’un état
donneur triplet Ti, des régles empiriques ont été developpées pour le terbium et
1’europium!®*51, Pour le cas du terbium, le transfert est le plus efficace lorsque 1’état triplet de
’antenne est situé entre 2 000 et 5 000 cm™ au-dessus de 1’état accepteur °Ds du terbium
(20 400 cm™).[%8] 1 ’europium posséde plusieurs états excités proches en énergie pouvant étre
peuplés. Empiriquement, de bons transferts sont observés lorsque 1’état triplet de 1’antenne se
situe au niveau de 1’état °D2 de I’europium (21 500 cm™). Un transfert d’énergie « retour » du
lanthanide vers 1’état T1 de 1’antenne (back transfer en anglais) est possible si ce dernier se
trouve situé moins de 2 000 cm™ au-dessus de 1’état excité émissif du lanthanide. Le transfert
retour offre une voie de désexcitation supplémentaire au lanthanide, ce qui réduit son temps de

vie.

Ligand Ln'

A nsens

1(A) 1,(A) l_ﬂ Kar

rad
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Figure 35: Diagramme de Jablonski-Perrin pour la sensibilisation d un lanthanide (Ln"") par un ligand étant le chromophore

3) Sondes luminescentes responsives a base de lanthanide

11 existe plusieurs stratégies pour développer des sondes responsives, c’est a dire qui répondent
a un analyte, a base de lanthanides. Il est possible de moduler 1I’émission d’un lanthanide

lorsqu’un analyte :

- réduit ou augmente la distance antenne-Ln®* (Ro en Figure 34) en se liant a la
S0nde[67],[68],[69] ,[70],

- change les propriétés photophysiques de I’antenne en se liant a celle-cil",
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- change la nature chimique de ’antenne par réaction chimique, altérant ainsi ses
propriétés photophysiques!’273l,

- inhibe un transfert d’électron photoinduit qui désactive 1’antennel”M75}761

- perturbe les désexcitations non-radiatives du lanthanide en modifiant le hombre de
molécules d’eau liée a I’ion Ln3* /71178

- favorise une désexcitation non-radiative pour le lanthanide via un transfert d’énergie

vers un chromophore quencheur ou un fluorophorel71€0,

Les systemes FRET mettant en jeu un transfert d’énergie d’un lanthanide vers un fluorophore
donnent des sondes trés intéressantes pour la détection en milieu biologique avec une grande
sensibilitgBL 82183104 | e Janthanide, une fois sensibilisé par son antenne, transfére son énergie
a un fluorophore, qui se désexcite en émettant de la lumiere (Figure 36). Ce type de transfert
lanthanide vers fluorophore posséde des rayons de Forster élevés de I’ordre de 40 & 80 A et
permet de conserver l’avantage de la détection résolue en temps, la luminescence du

fluorophore étant engendrée par le lanthanide excité.

o émission
excitation  rransfert
d’énergie
1\@ \ | Transfert
4 rz ;
S’ d’énergie
antenne

ligand fluorophore

Figure 36: Principe du FRET dun lanthanide vers un fluorophore
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VI Projet

Le projet vise a développer des sondes combinant les propriétés de reconnaissance d’ADN et
de dimérisation de la protéine ZIF12 décrite par B. Wang et C. Pabo, et les propriétés de
luminescence des lanthanides. Pour obtenir une réponse luminescente sélective de la séquence

d’ADN ciblée, deux types de FRET impliquant les lanthanides sont possibles :

- FRET d’une antenne vers un lanthanide (Figure 34)

- FRET d’un lanthanide vers un fluorophore (Figure 36)
1) Sondes de premiere génération (FRET d'une antenne vers un lanthanide)

Le principe des sondes de premiere génération repose sur un FRET utilisant un transfert d’une
antenne vers un lanthanide. Ce type de transfert n’étant efficace qu’a de courtes distances
(< 15 A), I’introduction des chromophores a une faible distance ’un de I’autre sur le dimére
formé est requise. Sur la structure RX du dimére (Figure 37), on observe que 1’épingle du
feuillet B du premier doigt de zinc (zone 2) d’un monomeére est proche de I’extrémité de
I’extension N-terminale de I’autre (zone 1). En introduisant une antenne et un lanthanide sur
ces deux positions, le transfert d’énergie devrait étre possible lors de la dimérisation. Ces
positions permettent par ailleurs d’éviter la modification d’acides aminés importants pour la

dimérisation.

Figure 37: Positions possibles pour I'introduction des chromophoreﬂs ne devant pas altérer la dimérisation
Avec cette stratégie il est possible d’envisager 1’introduction du lanthanide et de son antenne
sur un méme monomere. Les zones 1 et 2 étant éloignées au sein d’un méme monomere, le
transfert d’énergie intramoléculaire de I’antenne au lanthanide devrait étre peu efficace, alors
que le transfert intermoléculaire ne pourra étre efficace que lors de la formation du dimére.
Cette approche permet de n’avoir a synthétiser qu’une protéine sonde pour la détection de la

séquence d’ADN 5°-TGGGCGCGCCCA-3’ (Figure 38).
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Antenne
(donneur) Lanthanide

v (accepteur)

Figure 38: Principe de la sonde de premiére génération : en I’absence d’ADN, lorsque [’antenne de la sonde est excitée, son
émission est observée ; en présence d’ADN, lorsque [’antenne est excitée, elle transfére son énergie au lanthanide fixé sur
["autre monomere. L’ émission du lanthanide est alors mesurée.

Cette sonde permettra de mettre au point la synthése par voie chimique de tels systemes, mais
aussi de montrer la possibilité de modifier certains acides aminés de la séquence initiale sans

altérer la lecture de la séquence d’ADN, ni la dimérisation.

Si I’avantage de ce systéme est la synthése d’une protéine unique servant de sonde, le rayon de
Forster du FRET reste faible (<15A). Le risque de ne pas rapprocher suffisamment 1’antenne et
le lanthanide lors de la formation du dimere est donc important. C’est pourquoi 1’élaboration
d’un autre systéme de FRET a été envisagé pour obtenir de meilleures réponses pour la suite

du projet.
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2) Sondes de seconde génération (FRET d'un lanthanide vers un

fluorophore)

Comme dit plus t6t, le rayon de Forster d’un FRET lanthanide vers fluorophore est de 1’ordre
de 40-80A. L’introduction d’un complexe de lanthanide (donneur FRET incorporant sa propre
antenne) et d’un fluorophore (accepteur FRET) au sein d’un méme monomeére n’est cette fois
plus possible car la taille de la molécule conduira inévitablement a un transfert efficace en
I’absence d’ADN. L’introduction sélective d’un chromophore par monomeére est donc
nécessaire. En plagant un complexe de lanthanide dans la zone 2 proposée dans la Figure 37 sur
un monomere, puis le fluorophore sur une méme position au sein de 1’autre monomeére, le

transfert ne devrait étre efficace que lors de la formation de 1’hétéro-dimére (Figure 39).

Lanthanide Fluorophore
%donneur) (accepteur)

N

Figure 39: Principe de la sonde de seconde génération: en I’absence d’ADN, lorsque le complexe de lanthanide est excité,
[’émission du lanthanide est observée ; en présence d’ADN, lorsque le complexe de lanthanide est excité, il transfere son
énergie au fluorophore provenant de I’autre monomeére. L émission du fluorophore est alors mesurée.
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Puisque la séquence d’ADN 5’-TGGGCGCGCCCA-3’ ciblée est palindromique et que les
deux monomeéres «donneur» et «accepteur» interagissent avec le méme site de
reconnaissance TGGGCQG, la formation d’homo-dimeres est possible (Figure 40). D’un point
de vue statistique, la proportion d’hétéro-dimere formé permettant le transfert lanthanide vers
fluorophore est de 50% ; le reste étant a 25% la formation d’un homo-dimére comportant le

complexe de lanthanide, et 25% celui comportant le fluorophore.

Lanthanide
(donneur)

B

Fluorophore
(accepteur)

Figure 40: Formation d'homo-dimeres possibles lors de |’interaction avec la séquence d'ADN cible

Pour éviter cette formation d’homo-dimere, il faut cibler une séquence non palindromique, ce

qui représente I’objectif ultime du projet.
3) Cibler une séquence non palindromique

En synthétisant une sonde de seconde génération dont les acides aminés de reconnaissance
d’ADN ont été modifiés pour cibler une autre séquence (par exemple 5’-ACGCAC-3’), la
détection d’une séquence non palindromique d’ADN est possible. En effet, en mélangeant le
monomere ciblant une séquence 5’-TGGGCG-3’ comportant un complexe de lanthanide, avec
un monomeére comportant un fluorophore et ciblant une séquence 5’-ACGCAC-3’, il se
formera exclusivement un hétéro-dimére autour de la séquence d’ADN 5°-
TGGGCGACGCAC-3’, permettant un FRET du lanthanide vers le fluorophore (Figure 41).
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Lanthanide Fluorophore
%{donneur] (accepteur)

Figure 41: Formation d'un hétéro-dimeére permettant de cibler une séquence non palindromique d'’ADN

Ce travail de thése se concentrera sur la preuve de concept démontrant la possibilité de décorer
la protéine Zif12 avec des molécules luminescentes pour cibler sélectivement une séquence
palindromique de 12 paires de bases par deux processus différents (FRET d’une antenne vers
un lanthanide, puis FRET d’un lanthanide vers un fluorophore).
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Chapitre I: Sondes de premiere génération, FRET

d’une antenne vers un lanthanide

I Principe

Le principe des sondes de premicre génération repose sur un systéme de transfert d’énergie
entre une antenne et un lanthanide, chaque monomere comportant en son sein I’antenne et le
lanthanide (Figure 42). Cette approche permet de n’avoir qu’une seule protéine sonde pour la

détection d’ADN, ce qui est un avantage en ce qui concerne la synthése.

FRET OFF FRET ON

Antenne

(e Lanthanide

Figure 42: Principe d'une sonde de premiére génération

II Insertion de chromophores sur la protéine
1) Choix des chromophores
Le systéme antenne/lanthanide a introduire sur la sonde doit répondre a deux criteres :

- permettre un transfert d’énergie le plus efficace possible,

- étre facile a introduire sur un peptide.

Le fait d’étre commercial, ou facilement obtenu en quelques étapes de synthése est un grand

plus.
H
. L , ) ° 0 H N
En 1995, le groupe R. Selvin a décrit qu’un composé de la famille ?//\ p
: : ; . NN
des 2-quinolones (ou carbostyril), noté Cs124 (Figure 43 en vert) g0
0
est une excellente antenne pour la sensibilisation de la 5 N\_‘\/N/l
luminescence de 1’europium et du terbium!®®l. Récemment, le o

. . . Figure 43: Complexe
groupe de E. Borbas a montré que le Csl24 pouvait aussi C5124g|DOTA[Tb] d'zcrit par

R. Selvin
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sensibiliser I’ytterbium ou le neodyme®®. Les complexes décrits par R. Selvin pour lesquels un
bras d’un ligand DOTA (Figure 43), DTPA ou TTHA est amidé avec le Cs124, présentent des
rendements quantiques élevés. Par exemple le ligand DOTA-Cs124, complexé a 1’europium
posséde un rendement quantique (@) de 41%, et de 73% avec le terbium®1. Le couple
Cs124[Tb a depuis été introduit sur divers molecular beacons!®!, et aptameres®, ainsi que dans
un peptide Lanthanide-Binding-Tag, court peptide liant les lanthanides et pouvant servir de
rapporteur luminescent pour une protéine, auquel il a pu étre rattaché par ligation nativel®.
Dans ce dernier cas, le Cs124 a été introduit lors de la SPPS via un acide aminé modifié (Figure

44) préalablement synthétisé en 3 étapes.

NH

O NH

oty Lo
L7 W
O

Figure 44: Acide aminé modifi¢ utilisé par B.Imperialil®], permettant I'introduction du Cs124 lors d'une synthése peptidique

Le couple Cs124/Tb®" a récemment été utilisé au laboratoire dans 1’élaboration de sondes
responsives au zinc®, ou & une séquence riche en bases AU d’ARN messager®. En jouant
sur la distance entre le Cs124 et un complexe de DOTA[Tb] introduits sur deux acides aminés
différents d’un peptide, une modulation du transfert d’énergie a été rendue possible lorsque le
peptide change de conformation en interagissant avec sa cible. Ces sondes s’allument en
présence de leurs cibles mais présentent des rendements quantiques faibles (< 2%), du fait d’une
distance trop importante entre le lanthanide et son antenne, contrairement aux complexes décrits
par R. Selvin ou le Cs124 est coordonné au lanthanide. L’ensemble de ces travaux montre la
compatibilité des chromophores Cs124 et DOTA[Tb] avec la chimie de synthese des peptides
(assemblage du peptide par SPPS, ligation nativel®1%2) en faisant des candidats de choix pour

leur utilisation sur la sonde de premiére génération.
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2) Introduction des chromophores

A DOTA[Tb]

Le complexe DOTA[Tb] est introduit sur une chaine latérale d’un peptide
via la conjugaison a une amine du pro-ligand DO3A-tris(tBu)ester,
DOTA dont trois des quatre fonctions acides ont été protégees en ester,
commercial et peu colteux (Figure 45). La conjugaison est facilement

réalisable par réaction de 1’acide carboxylique libre du ligand avec une

fonction amine libre du peptide, conduisant a

sur un peptide

tBu
Q 60
tBu—O>Z/\N/\\NT
N
J
\\/N O—tBu
oo™

o]
Figure 45: pro-ligand

DO3A-tris(tBu)ester
la formation d’un lien

amide (Figure 46A). Une fois déprotégé au TFA, le ligand peut étre métallé en phase aqueuse

avec du terbium (Figure 46B).

A tBu tBu
o} o) 5. .o
®Bu-0 N T Bu-6 N\ f
- ~
. v
\\/N O—tBu L\\/N O—tBu
NH, HO™ ~O go HN™ ~0 So‘
(DOTA-tris(tBu)ester)
Couplage peptidique
B 0\5 HO.__O
o /N \f HO N/\\NT
( Tb (N /7
Métallation au terbium \\/N OH

/[\
i}

Figure 46 : A) Couplage du ligand DO3A-tris(tBu)ester. B) Métallation par du terbium du ligand DOTA déprotégé

B Carbostyril-124
Le Csl124 est intégrable sur un peptide avec

synthése d’un acide aminé modifié (Figure 4

la méthode décrite par B. Imperiali®®! par la

7). Le Cs124 est synthétisé en une étape par

condensation de 1,3 diaminobenzene avec de 1’éthylacétoacétate, puis I’amine du chromophore

obtenu est couplée sur la chaine latérale de I

’acide glutamique pour obtenir I’acide aminé

modifié Fmoc-Glu(Cs124)-OtBu, dont le groupement acido labile est éliminé dans le TFA. I

peut ensuite étre utilise comme un acide aminé

classique lors de la synthése peptidique.
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AP AP
Os_OH 5& 5?@

/@\ /O\)l Fmoc\N/iiOtBu 0 NH TEA o NH

H,N N NH, N Ho U IS

o o HN N O Fmoc. ofBu Fmoc. oH

)J\/U\O/\ H o Ho 5

Cs124 Fmoc-Glu(Cs124)-OtBu Fmoc-Glu(Cs124)-OH

Figure 47: Synthése de I'acide aminé modifié¢ Fmoc-Glu(Cs124)-OH
3) Positions d’introduction des chromophores

Les zones globales proposées en partie « Sondes de premiére génération (FRET d’une antenne
vers un lanthanide) » (p.34) pour I’introduction des chromophores laisse le choix sur plusieurs
acides aminés pouvant étre modifiés. Cependant une grande partie des acides aminés de la
protéine possédent un rble essentiel au bon fonctionnement de la sonde et ne doivent pas étre

changés.
Sur la Figure 48 sont recensés les acides aminés dont les roles sont :

- le repliement des doigts de zinc en un double feuillet B et d’une hélice a sur le zinc
(marqués par un triangle),
- D’interaction avec I’ADN (marqués par un carr¢),

- la formation du dimére (marqués par un point).

90 9|5 1?0 1?5 11|0 1‘}5 12‘0 1%5 1(|30 1I|'35 14|10 1£|15 1?0 15|5 1E|30

|
HPMNNLLNYVVPKMRPYACPVESCDRRFSRSDELTRHIRIHTGQKPFQCRICMRNFSRSDHLTTHIRTHTGE

T A A a N N A VNIV a N N N

o oo® o o oo® o

Figure 48: Recensement des acides aminés utiles pour la sonde
Sur la structure RX obtenue par B. Wang et C. Pabo, les 4 premiers acides aminés de la protéine
ZIF (His® a Asn%) sont absents. La zone 1 proposée correspondant a I’extrémité de 1’extension
N-terminale susceptible de porter le complexe de lanthanide, comprend 8 acides aminés (His®®
a Asn® ; Figure 49). Les 4 premiers acides aminés sont éliminés de la sélection (His® a Asn®),
puisque leur position par rapport a I’autre monomere n’est pas réellement connue. Parmi les
acides aminés restants, deux jouent un role dans le processus de dimérisation (Leu® et Leu®),
et I’Asn® est plus intégré dans 1’interface de dimérisation que I’ Asn®. 1l semble donc judicieux
d’introduire le chromophore en position n°93. De plus, cette position pointe davantage vers le

second monomeére que la position n°96.
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L’antenne est, elle, introduite en zone 2 correspondant a 1’épingle du feuillet B du premier doigt
de zinc comportant 4 positions possibles (Val*® a Cys!!2 ; Figure 49). Dans cette zone, la Cys!*2
intervient pour la coordination au zinc et ne peut étre modifiée, de méme que la Val'® qui
intervient dans la dimérisation. Seuls les acides aminés Glu'™® et Ser''! peuvent étre modifiés.
Il a été choisi d’introduire 1’antenne en position 110 en remplacant 1’acide glutamique, plus

proche de 1’autre monomere que la position 111.

Zone 2

Figure 49: Zones d'introduction des chromophores (Zone 1 pour le DOTA[Tb], et Zone 2 pour le Cs124)

III Synthese de la protéine

La méthode la plus commune pour la synthése de peptides par voie chimique est la synthese
peptidique supportée sur résine (SPPS) en stratégie Fmoc/tBu, détaillée en Figure 50.
Cependant, cette stratégie est limitée a la synthése de peptides n’excédant pas 30-40 acides

aminés, de fortes chutes des rendements de couplages étant observées au-delal®l.

La synthé¢se de la protéine ZIF, n’est donc pas envisageable en une seule fois par SPPS, car
longue de 72 a.a.. Il faut par conséquent procéder par assemblages de fragments peptidiques en
utilisant une méthode facilement applicable et conduisant a de bons rendements d’assemblage.

Pour cela, la réaction de la ligation chimique native (NCL) est une méthode de choix.
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H—AA, NH
Fmoc-AA-OH
n+1 — n Activateur
DIEA AA:
Piperidine R
OH
Fmoc H
(0]
Fmoc—AA +1— NH Fmoc—AAL— NH
majo majo
+ \/ *
(o]
}—AA,\—NHO H—AAH-NHO
ACZO .
mino (non réactif) Pyridine mino

Figure 50: Synthese classique sur SPPS en stratégie Fmoc/tBu. En premiere étape, un acide aminé noté Fmoc-AA-OH est
couplé sur une fonction chimique supportée sur une résine (dans I'exemple ci-dessus, une résine RinkAmide comportant une
fonction amine libre). En étape 2, les fonctions non couplées sont acétylées, empéchant la synthése conduisant a des séquences
tronquées. Ensuite, en troisieme étape le groupement protecteur Fmoc est éliminé de l'acide aminé couplé afin de libérer la
fonction amine de ce dernier. Le couplage d’un autre acide aminé peut ensuite étre réalisé en répétant les mémes étapes.

1) Assemblage par Ligation Chimique Native (NCL)

A Présentation
La ligation chimique native (NCL) est une réaction développée par Stephen Kent!®}26]
permettant d’assembler deux peptides conduisant a la formation d’un lien chimique natif sous
forme d’une cystéine. Cette technique couramment utilisée pour la synthese de longues
séquences peptidiquest®’ peut étre réalisée en phase aqueusel®® ou alors sur résinel%. La

méthode la plus couramment utilisée est en phase aqueuse.

B Formation du lien amide natif
La formation du lien amide natif résulte de la réaction entre un peptide comportant une fonction
thioester en C-terminal, et un autre comportant une cystéine en N-terminal, appelé « peptide
cystéinyl » (Figure 51). En milieu neutre (pH 6,8-7), le thiol du peptide cystéinyl réagit sur le
thioester de I’autre peptide par une réaction de transthioesterification. Cette réaction réversible
est I’étape cinétiquement déterminante de la ligation. Le transthioester ainsi formé subit par la
suite un réarrangement rapide via la formation d’un cycle a 5 chainons appelé transfert d’acyl

S-N conduisant a la formation du lien natif%l,
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thioester
SH O<> o}
0 — XN
R HaN N NH,
(6] pH7
Peptide thioester Peptide cystéinyl
déprotégé déprotégé

R=Alk,Ar

Cycle a 5 chainons intermédiaire

o s
o) A

:,)kN/(((:) - (:fH2<N]>’/:)
H o) @

o
Transfert d'acyl S-N

Figure 51: Principe de la réaction de ligation chimique native

C Cinétique
L’¢électronégativité du thioester régit la cinétique de la réaction de transthioesterification, et par
conséquent de la réaction de ligation. Les alkyles thioesters, ayant un pKa élevé possedent une
cinétique lente pour 1’étape de transthioesterification avec la fonction thiol de la cystéine N-
terminale du peptide cystéinyl, tandis que les aryles thioesters, aux pKa plus faibles possedent

une cinétique plus rapidel*®.

Cependant, I’introduction de thioester sur un peptide n’est pas une tache aisée et la plupart des
méthodes développées a ce jour ne permettent I’introduction que d’alkyl thioester. Pour obtenir
des thioesters suffisamment réactifs, une premiere étape de transthioesterification du peptide
avec un thiol aromatique est alors nécessaire, permettant de passer d’un alkyl thioester a un aryl
thioester. Ainsi, en conditions de ligation, le peptide comportant le thioester est introduit en
présence de larges excés de thiols aromatiques, permettant la formation de I’espéce activel*0]
(Figure 52). L’introduction par la suite du peptide cystéinyl permet une seconde étape de

transthioesterification conduisant apres un transfert d’acyl N vers S a la formation du lien natif.

Le thiol aromatique le plus couramment utilisé est 1’acide 4-mercaptophénylacétique (MPAA),

possédant un pKa de 6,6, et soluble dans 1’eau & pH neutre%,
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(0]
- S,Alkyl 2nde Transthioesterification (lente)
S
T
L
% \ Transfert d'acyle SH
7 HS— Ayl Aﬁ\:)
g \
2 J;/:) d :))\
£ H,N
§ (0]
=
%: o

_Aryl
(:))J\S 2"9¢ Transthioesterification (rapide)

Figure 52: Cinétique de I'étape de transthioesterification entre le peptide N-terminal et le peptide C-terminal

D Introduction d’un thioester en C-terminal
L’introduction d’un thioester en C-terminal d’un peptide est facilement réalisable par SPPS en
stratégie Boc/tBu. Pour cela, la fonction thioester est introduite sur la résine en début de
synthése, avec la possibilité de réaliser 1’élongation du peptide a la suite de cette méme
fonction%2M1%81 Touytefois, la dangerosité de HF, réactif utilisé pour le décrochage des peptides
synthétisés en stratégie Boc/tBu a conduit ces dernié¢res décennies a 1’utilisation de la stratégie
Fmoc/tBu en SPPS de fagcon majoritaire. Cependant, il a été observeé en utilisant cette stratégie
que les fonctions thioesters introduites sur la résine sont aminolysées lors des traitements
répétés a la pipéridine pour la déprotection des groupements Fmoc. Différentes techniques ont
été développées afin d’éviter toute source de dégradation, comme I’utilisation de conditions
plus douces pour la déprotection du Fmoc!*%l, I’introduction de la fonction thioester  la fin de
la synthése sur résinel®l; ou encore I’utilisation de thioester masqués appelés crypto-
thioester1%11107] Cette derniére est une méthode de choix car permet une certaine facilité

d’introduction de la fonction thioester sur un peptide lors de la synthese.
2) Crypto-thioesters

La technique d’introduction de thioesters en C-terminal via 1’utilisation de crypto-thioesters
s’est développée ces deux dernieres décennies et est de plus en plus utilisée pour la syntheése de
peptides. Le principe des crypto-thioesters reste toujours le méme, une fonction thiol permettant
le transfert d’acyl N-vers-S est bloquée par un groupement protecteur (GP) lors de toutes les
étapes de la synthese peptidique. Une fois le peptide décroché de sa résine et purifié, le
groupement protecteur de la fonction thiol du crypto-thioester est éliminé, permettant le
transfert d’acyl conduisant a la formation d’un thioester en position C-terminal (Figure 53).

Quelques exemples de crypto-thioesters sont présentés en Figure 54.
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Cl-:-P
S ) ) HS
O )n  Déprotection O )n HO ¢ (0]
du GP H* ) " N
[Tj R1 E— ’T‘ R1 ~ Nl n| s S/(A)W/ \RZ
R, R, R; R R4

transfert d'acyl N vers S

Figure 53: Le crypto-thioester (a gauche) et activé une fois le groupement protecteur du thiol éliminé. Un transfert d’acyl N
vers S a ensuite lieu, conduisant a la formation d'un thioester en C-terminal.

CPE SEAlide a-MethylCysteine
HS HS HS
o o j
N OR
"y [ Y =y
(0] (0]
o OR
l l O R l
(e} H (o] H (6] o
N (6] N
c:)/ksi f— C)AS%OR
R
0N NH,
(o]
NAC SEA N-HNB-Cys
HsS HS HS

Figure 54: Exemples de crypto-thioesters et leurs thioesters respectifs (CPE1], SEAlidel%], a-MethylCysteinel*10 NACH1,
SEAL1Z, N-HNB-Cys(!13])

Le crypto-thioester utilisé au laboratoire est le bis(2-sulfanylethyl)amido (SEA) développé par
0. Melnyk**4l commercial sous la forme SEA-2CI-trt-PS (noté résine SEA). Il est composé
d’une amine secondaire sur laquelle peut étre couplé le premier acide aminé de la séquence
peptidique (Figure 55; noté SEA resin). Une fois I’¢longation du peptide achevée, le peptide est
décroché de sa résine en milieu acide (TFA), déprotégeant ainsi les fonctions thiols des
groupements trityls acido-labiles. Ce dithiol obtenu est en équilibre avec une forme thioester
linéaire, et ces deux formes réactives sont appelées SEA®". Pour la purification et le stockage
du peptide, la forme SEA®" doit étre oxydée en SEA°T forme cyclisée du SEA comportant un
pont disulfure. 1l est possible de tirer avantage des deux formes SEA°T/SEA®", permettant

I’assemblage de trois peptides™®l.
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* 1, dans une solution d'acide acetique 10%
ou diamide dans un tampon phosphate 100mM pH7.5

Figure 55: Synthese, déprotection, et purification d’un peptide sur résine SEA.

Pour prévenir 1’oxydation des fonctions thiols présentes sur le peptide lors du passage de la
forme SEA®" & SEA° les cystéines du peptide sont introduites protégées par un groupement
non-acidolabile, le plus couramment par des groupements protecteurs StBu. Ce groupement est
stable aux conditions de déprotection acide, et peut étre éliminé facilement en conditions

réductrices.

En conditions de ligation, le pont disulfure du SEA°" doit étre réduit par du TCEP ou du DTT
pour former ’espece ouverte en équilibre avec la forme alkyl thioester. Cette forme n’étant pas
suffisamment acide pour apporter une cinétique rapide lors de la ligation, une étape de

transthioesterification par un thiol acide est nécessaire*® (Figure 56).

ZO, Red io, 20, HS-R /

N N S § " S-R
% . S

HS—R = thiol acide

Figure 56: Passage de la forme SEA° a un aryl thioester

IV Stratégies de synthese des sondes

La protéine a synthétiser (Figure 57) étant composée de doigts de zinc est riche en cystéines
(5,5% de cystéine dans la protéine, contre 1,8% en moyennel*l). Plusieurs découpages au

niveau de différentes cystéines sont donc possibles pour 1’assemblage par ligation native.

Extension N-terminale HPMNNL-LNYVVPK Mll?

|
Doigt de Zinc 1 PYACPVESCERRFSRSDELTRH-I-R-I-HTGQ!l(

|
Doigt de Zinc2 PFQCR-I-CMRNFSRSDHLTTH-IRTHTGE

Figure 57: Sequence totale de la protéine a synthétiser
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1) Assemblage en deux fragments

La premicre stratégie est une stratégie d’assemblage simple en deux fragments. Pour un souci
de rendement évident, la séquence du peptide a synthétiser ne doit pas excéder les 40 acides
aminés. Or, les découpages au niveau des différentes cystéines de la séquence requierent la
synthése d’un fragment d’environ 15-20 a.a. et un autre d’une cinquantaine d’a.a. Les
découpages representés sur la Figure 58 (stratégie A et B), nous semblaient les plus intéressants
pour obtenir le fragment de 15-20 acides aminés le plus long possible et 1’autre fragment d’une
cinquantaine d’acides aminés le plus court possible. Par ailleurs, les ligations a des jonctions

Glu-Cys possédent une cin&tique plus rapide qu’a des jonctions Ile-Cys™*7,

Stratégie A 23 a.a. 49 a.a.

| | |
IHPMNNLLNYVVPKMRPYACPVESCDRRFSRSDELTRHIRIHTGQKPFQ]CRICMRNFSRSDHLTTHIRTHTGEI—NH2
Stratégie B ! 48 a.a. ! 24 a.a.

Extension N-terminalei Doigt de zinc n°1 : Doigt de zinc n°2

Figure 58: séquence de la protéine. En rouge les 4 cystéines, et en bleu et vert les deux découpages possibles pour I'assemblage
en deux fragments.

La stratégie A a été testée, avec la synthese du fragment de 49 a.a. sur résine Rink Amide PEG
par robot de synthese. Ce fragment comprend en début de séquence le doigt de zinc n°2, avec
a sa suite une majeure partie du doigt de zinc n°1. Le suivit de la réaction par spectroscopie UV,
permettant de contrdler le couplage de chaque acide aminé en dosant la quantité de Fmoc
déprotégé, montre une chute progressive de la charge (Figure 59). Une perte de plus 50% de la
charge initiale est observée a partir du 26°™ acide aminé, premier de la séquence du doigt de
zinc n°1. Ceci rend impossible I’obtention du fragment long de 49 a.a avec un rendement
acceptable. D’autres protéines synthétisées au laboratoire ont déja montré cette difficulté de

synthese sur I’enchainement de plusieurs doigts de zinc.

2

Wy

Figure 59: Suivit UV de la synthese du fragment de 49a.a.
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La stratégie B n’a pas été envisagée car le peptide de 48 a.a. devait dans ce cas étre synthétisé
sur résine SEA-PS, dont la matrice polystyréne est encore moins propice a la synthése de longs
peptides qu’une matrice PEG. L’utilisation d’une résine SEA-PEGI!®l non-commerciale n’a

pas été envisageée.

Un assemblage classique par ligation de deux peptides ne permet donc pas 1’obtention des

sondes.
2) Assemblage en trois fragments

L’assemblage de plusieurs peptides par ligations natives est en plein essor car permettant la
synthése de protéines de plus en plus longues!**l. Différentes techniques ont été développées a

ce jour*?0l,

O. Melnyk a décrit en 2012 une méthode d’assemblage de trois fragments peptidiques jouant
sur les formes SEA°T/SEA®", permettant d’enchainer deux réactions de NCL en one-pot!*?!]
(Figure 60). La premiére ligation met en jeu un peptide comportant une fonction thioester de
MPA (peptide F1), et un second comportant une fonction SEA°" en C-terminal ainsi qu’une
cystéine(StBu) en N-terminal (peptide F2). Le pont disulfure de la cystéine est réduit
sélectivement par le MPAA (servant aussi d’activateur pour la formation d’un aryl thioester),
permettant la premiere ligation entre le peptide F1 et le peptide F2. L’assemblage F1-F2 réalise,
un réducteur plus fort est ensuite introduit afin de passer de la forme SEA°T a la forme SEA®".
L’ajout d’un troisiéme peptide comportant une cystéine en N-terminal (peptide F3) permet

finalement une seconde réaction de ligation, conduisant a 1’assemblage F1-F2-F3.

S
/
S
o) OH H,N o)
W
S o} o N
MPAA &W
| Tampon phosphate, pH 7.0 37°C | S’S
o) 0
AL NH,
N’w HoN—/
& 8 TCEP, MPAA s’
| S Tampon phosphate, pH 7.0 37°C |

C FT_ ) _F2_ N_F3_ )NH,

Figure 60: Principe de I'assemblage en trois fragments
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Dans notre cas, quatre découpages en trois fragments sont possibles avec la séquence de la
protéine ciblée (Figure 61). Les découpages 1 et 2 comportent une jonction Ser-Cys, qu’il est
préférable d’éviter a cause d’une épimérisation parfois importante de la sérine lors des réactions
de ligations!*??. Entre les découpages 3 et 4, la différence réside dans la longueur des peptides
F2 et F3. Le second peptide étant synthétisé sur résine SEA-PS et le troisieme sur résine
RinkAmide PEG, il est préférable que le fragment le plus long soit obtenu par la synthese sur
résine PEG. La stratégie 4 semble la plus appropriée pour la synthése des fragments peptidiques

ainsi que leurs assemblages.

Découpage 1
(HPMNNLLNYVVPKMRPYACPVESJCDRRFSRSDELTRHIRIHTGQKPFQICRICMRNFSRSDHLTTHIRTHTGE —NH,)

Découpage 2
[HPI\/INNLLNYVVPKI\/IRPYACPVEiCDRRFSRSDELTRHIRIHTGQKPFQ CRIC)@/IRNFSRSDHLTTHIRTHTGE —NH2]

Découpage 3
[HPMNNLLNYVVPKI\/IRPYAICPVESCDRRFSRSDELTRHIRIHTGQKPFQ CRICMRNFSRSDHLTTHIRTHTGE —NH2]

Découpage 4
[HPMNNLLNYVVPKMRPYAICPVESCDRRFSRSDELTRHIRIHTGQKPFQI}RICMRNFSRSDHLTTHIRTHTGE —NHQ

Figure 61: Différents découpages possibles pour un assemblage en trois fragments
Avant mon arrivée au laboratoire, Laurent Raibault a utilisé cette stratégie pour obtenir la
protéine appelée ZIF(nue) (HPMNNLLNYVVPKMRPYACPVESCDRRFSRSDELTRHIR-
IHTGQKPFQCRICMRNFSRSDHLTTHIRTHTGE-NH? ) correspondant a la séquence de la
protéine ZIF12 décrite par B. Wang et C. Pabo (Figure 62), validant ainsi la stratégie
d’assemblage. La protéine non décorée obtenue a été caractérisée par HPLC et ESI/MS (Figure

63), montrant ainsi la faisabilité de cette synthese.

StBu

S—(CHy),COOH N,w

MPAA & S

| Tampon phosphate, pH 7.0 37°C | s~

!

TCEP, MPAA
| Tampon phosphate, pH 7.0 37°C |

G — L G A— GIn36)Cys ¥ Glu™}—NH,

Figure 62: Assemblage de la protéine ZIF(nue)
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55555

M (calc.) = 8535.84
M (exp.) = 8534.93 £0.74

am
time (min)

350 400

Figure 63: Chromatogramme UPLC et Spectre ESI-MS de la protéine ZIF(nue)

V Synthese de la sonde ZIF(Cs124|DOTA[Tb])

Pour la synthése de la sonde ZIF(Cs124|DOTA[Tb]) (Figure 64 A), nous avons choisi
d’assembler les trois fragments F1, F2, F3 suivants (Figure 64 B):

Un peptide comportant une lysine en position n°93 liée a un DOTA[Tb], et un ester
de MPA en C-terminal, noté Ac-F1[Lys(DOTA[Tb])]-MPA
Un peptide comportant une Cys(StBu) en N-terminal, 1’acide aminé Glu(Cs124) en

position  n°110, et une fonction SEA°T en  C-terminal, noté
F2[Cys(StBu)|Glu(Cs124)]-SEA°f
- Un peptide comportant une cystéine déprotégée en N-terminal, noté F3-NH>
(0]
o
A] SN Q
E-Tb——N/ ©
L
O='<::’\,N\,\) /@\)i
_0
HN N (e}
HN : H :
)4 | ( 2 o '
HPMNKLLNYVVPKMRPYA:DPVESCDRRFSRSDELTRHIRIHTGQKPFQCRICMRNFSRSDHLTTHIRTHTGE
9'0 9'5 160 165 E 140 145 1£O 1%5 111:0 1é55 14{0 115 1%0 1%5 1é0
O
o™
B] NN
(i 7 =0
NTRCN
_0
HN N [¢]
HN H
o) a o see (o © o
________ Ala106 (Cys*°7---Glu“°-Cys"2-----Gln1@—< 137 ———GIu"%—NH,
S—(CH_),COOH S NX
Ac-F1[Lys(DOTA[Tb])]-MPA F2[Cys(StBu)|GIu(Cs124)]-SEA°”&S/s F3-NH,
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1) Fragment Ac-F1[Lys(DOTA[Tb])]-MPA

Le peptide Ac-F1[Lys(alloc)]-SEA-2CI-trt-PS a été synthétise manuellement en stratégie
Fmoc/tBu sur résine SEA-2CI-trt-PS (Figure 66). Une lysine alloc a été introduite en position
n°90 du peptide, puis une fois 1’¢longation du peptide terminée, la position N-terminale a été
acétylée. La fonction alloc de la chaine latérale de la Lys® a ensuite été déprotégée
sélectivement en présence de Pd(PPh3)4 et de phénylsilane dans du DCM anhydre et dégazé. Le
ligand DO3A-tris(tBu)ester a été greffé par un couplage peptidique classique (PyBOP, DIEA,
DMF) durant une nuit. Le peptide a ensuite été décroché de sa résine et ses chaines latérales
déprotégées dans le TFA en présence de pieges (eau, phénylsilane, triisopropylsilane). La
fonction SEA®" a été convertie en SEA°T par oxydation au diamide dans du tampon phosphate
pH 7,5. Le peptide obtenu a été purifié par HPLC préparative, puis le ligand DO3A a été métallé
par un exces de ThCls en phase aqueuse a pH 6 suivi d’une purification HPLC afin d’éliminer
I’excés de terbium. Finalement la fonction SEA a été réduite par du TCEP en présence d’exceés
de MPA a pH 4, conduisant a la formation du peptide Ac-F1[Lys(DOTA[Tb])]-MPA, qui a été
purifié par HPLC préparative (11,3 % de rendement), lyophilisé et caractérisé par HPLC et ESI-
MS (Figure 65).

f 948.9

100
0.8 — 214 nm

0.6

0.4 50

Intensité (u.a.)
Abondance

7121

L_,_._—'J 1422 8
0 |
ﬂ 5 10 15 20 (' 0 -

Temps de rétention (min) 600 800 1000 iz 1200 1400 1600

0.2

Exp

Théo
9475

m/z

Figure 65: A gauche, chromatogramme HPLC du peptide Ac-F1[Lys(DOTA[Tb])]-MPA; A droite spectre ESI-MS ; Au centre,
massif isotopique expérimental et théorique (Masse calculée: 1423,06 [M+2H]?*, 949,04 [M+3H]%*, 712,03 [M+4H]** pour
M = C121H188N31032S3Th)
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Ac-F1[Lys(alloc)]-SEA-2CI-trt-PS

?

= 0.0
HN HN
( %
S. Elongation du peptide
trt Hig89---Lys 93emmeeme-, Ala106
t? is ys a
r

N“
Résine SEA & S
S

0 |
trt
tBu. O)H B PA(PPhs)s \O
N 0 tBu PhSiH,
e
N

DMF

)
0 . o HO™ 0 > 0 Tl 0

)4 Diamide

O Pi (100 mM, pH7.5) 0 \(] 0
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-+

SH s
TbCl,
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o) 0
Q o
i b
0 SR o) RN
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S—(CH,),COOH

N
Ac-F1[Lys(DOTA[Tb])]- MPA &X

Figure 66: Schéma de synthese du peptide Ac-F1[Lys(DOTA[Th])]-MPA
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2) Fragment F2[Cys(StBu)|Glu(Cs124)]-SEA%

Le peptide F2[Cys(StBu)|Glu(Cs124)]-SEA°™ comporte dans sa séquence ’acide aminé modifié
Glu(Cs124), qui a été obtenu en suivant le protocole décrit par I’équipe de B. Imperiali®
(Figure 67). Du 1,3 diaminobenzéne et de 1’éthylacétoacétate ont été chauffés a 150°C lors
d’une réaction sans solvant. Une fois la coumarine purifiée par colonne de silice, elle a été
couplée sous atmosphére inerte en boite a gants sur I’acide glutamique Fmoc-Glu(OH)-tBu
avec du HATU en présence de DIEA. L’acide aminé Fmoc-Glu(Cs124)-tBu obtenu a ensuite
été purifié par chromatographie sur colonne de silice, puis le groupement tBu a été déprotégé
dans le TFA en présence de TIS suivi d’une précipitation a I’Et20. L’acide aminé modifié
Fmoc-Glu(Cs124)-OH obtenu a été utilisé comme un acide aminé classique en stratégie

Fmoc/tBu sans purification supplémentaire (rendement global de synthese 8%).

S L
o o HoN H (¢} O+ _OH
)J\/U\o/\ Cs124 o
O. OJ\H Oj<
e ’

Fmoc-Glu(OH)-tBu

DIEA, HATU
DMF

AP NP

NH NH

TFA

O~ __NH O~_NH
o} /ii o}
Ol Lo (Gt i
Oo” N 0" N
O Fmoc-Glu(Cs124)-OH i Fmoc-Glu(Cs124)-tBu

Figure 67: Schéma de synthese de I'acide aminé modifié Fmoc-Glu(Cs124)-OH

Le peptide F2[Cys(StBu)|Glu(Cs124)]-SEA° a été synthétisé en stratégie Fmoc/tBu sur résine
SEA-2CI-trt-PS (Figure 68). Le couplage du premier acide aminé a été réalisé a la main afin de
contréler le taux de greffage, puis la suite de la synthése a été effectuée en utilisant un robot de
synthése, avec couplage manuel de 1’acide aminé modifié Fmoc-Glu(Cs124)-OH en position
n°110. Le peptide a ensuite été décroché de sa résine et les chaines latérales déprotégées dans
le TFA en présence de pieges (eau, phénylsilane, triisopropylsilane), puis la fonction SEA®" a

été convertie en SEA™ par oxydation au diiode dans de ’acide acétique & 10%. L’analyse ESI-
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MS du brut d’oxydation a montré la présence du peptide attendu, plus deux autres peptides dont
I’analyse par spectrométrie de masse révéle une perte de masse de 18 et 121 Da. Un AM de -18
par rapport a la masse attendue est bien connu, et correspond a la formation d’aspartimides sur

le peptide. Le AM de -121 quant a lui n’est pas renseigné dans la littérature et a d{ étre identifié.

/©\)\l
HN N~ SO
H

& ?tBu ((, ~O o
S Elongation du peptide
s Strt g pep

(Cys107———GIu110—Cys”2 _____ G|n136)_<
|

]
trt StBu N—
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]
trt
TFA \O
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HN N o
H

?tBu (1, O 0 s ([J; O
(Cys™ Gl Cys - G|n136)_< Oxydation (Cys—Glu P Cys G|n136)_<

[ I

StBu N— StBu N—

& S & SH
F2[Cys(StBu)|Glu(Cs124)]-SEA°" S SH

HN

I
4
(@)

(o)

Figure 68: Schéma de synthése du peptide F2[Cys(StBu)|Glu(Cs124)]-SEA°T

A Aspartimides
La formation d’aspartimides observée par la présence de M-18 sur le peptide
F2[Cys(StBu)|Glu(Cs124)]-SEA°™ est une des réactions parasites les plus courantes en synthése
peptidique par stratégie Fmoc/tBult?®H1241125]  Elle est due a I’exposition d’un peptide
comportant un acide aspartique a des conditions basiques fortes et répetés, et donc dans notre

cas aux traitements a la pipéridinel*?®l,

Le mécanisme de formation d’aspartimides met en jeu la chaine latérale d’un acide aspartique
et la fonction amide liant I’acide aspartique a I’acide aminé le précédent dans la séquence. En
milieu basique, la fonction amide est déprotonnée et attaque le carbonyle de la chaine latérale
de I’acide aspartique, conduisant au départ du groupement OtBu (Figure 69). Cette réaction
correspond a une déshydratation et donc a une perte de 18Da sur le peptide. Ensuite, lors des
étapes de traitements basiques, la position de 1’acide aspartique peut étre racémisée, le proton

en a de I’acide aspartique étant rendu plus acide par la formation d’un imide.
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f\ Base Formation
0] d'aspartimides
H H H 0]
GN%_AAM iy T e
z OtBu B N—-AA
W ~

fo) (0]

Epimerisation

N[
T:(«N—AA%:){)
(0]

Figure 69: Mécanisme de formation des aspartimides

En conditions basiques, la forme imide racémisée peut étre ré-ouverte par réaction d’hydrolyse
sur les carbonyles (Voie A et Voie B Figure 70), conduisant a 4 produits possibles possédant la
méme masse que le produit attendu. La quantité de produit dégradé peut ainsi étre sous-évaluée,
car non quantifiable par spectrométrie de masse. Toute trace de formation d’aspartimides induit

une incertitude sur la quantité de peptide attendu réellement présent.

Q/Q Voie B H ©
° Son —
o Y —)
H
O

Figure 70: Voies de ré-ouvertures de I'aspartimide

La réaction de cyclisation dépend de I’acidité de I’amide, et par conséquent de la nature de
I’acide aminé précédent ’acide aspartique dans la séquence. Une étude a permis de mettre en
évidence les acides aminés susceptibles de conduire a la formation d’aspartimides*?’l. Dans la
séquence du fragment 2, deux acides aspartiques sont présents : 1’Asp*'® susceptible de former
des aspartimides car précédé par une arginine, et 1’Asp!?! ne formant normalement pas

d’aspartimides car précédé par un acide glutamique.

Il existe trois grands moyens d’empécher la formation d’aspartimides : soit en protégeant
1’amide de I’acide aspartique par un groupement protecteur Hmb!!28, soit en protégeant ’acide
carboxylique de la chaine latérale par un groupement encombré en utilisant 1’acide aminé
Fmoc-Asp(OBno)-OH? soit en modifiant les conditions de déprotection de groupements

Fmocl*®. Le fait de tamponner la pipéridine permet d’éviter la réaction parasite, avec par
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exemple de I’OxymaPur™Y, de 1’acide formique!*®?, ou alors en supprimant I’utilisation de
pipéridine remplacée par de la pipérazine activée par microondes . Le peptide a été re-synthétisé
en testant ces trois différentes conditions compilées dans le Tableau 1.

Tableau 1: Conditions de déprotection du groupement Fmoc lors de la synthése du peptide F2[Cys(StBu)|Glu(Cs124)]-SEAT

Base additif -18 Da en ESI-MS
Piperidine 20% Acide formique (50 mL/L) 32 ouli
Piperidine 20% OxymaPur (14 g/L) 131 oui
Piperazine (avec microondes) / oui

La formation d’aspartimides étant toujours observée, I’acide aspartique en position n°113 a été
remplacé par un acide glutamique. Les propriétés de la sonde ne devraient pas étre affectées par

cette modification, I’ Asp**®

¢tant situé vers 1’épingle B du doigt de zinc n°1, n’intervient pas
dans le processus de dimérisation, ni dans ’interaction avec I’ADN, et ne joue aucun role dans

la structuration du doigt de zinc.

La modification a été appliquée lors d’une nouvelle synthése, ou le peptide a été synthétisé sur
deux lots. Un premier synthétisé avec des déprotections classiques a la pipéridine, et un second
avec de la pipéridine tamponnée a I’acide formique. Sur les deux peptides obtenus, les analyses
ESI-MS sont identiques et sans traces d’aspartimides. La réaction parasite avait donc bien lieu

uniquement sur I’ Asp*®3,

B Perte d’'une masse de -121

Outre la formation d’aspartimides révélée par la présence d’un AM de -18 par rapport a la masse
attendue, un autre produit correspondant a un AM de -121 a éte observé. Le seul découpage
permettant d’expliquer une perte de masse de -121 par rapport au peptide attendu correspondrait
a la perte de la fonction SStBu sur une cysteine. Deux cystéines protégées par un groupement
StBu étant présentes dans la séquence et un seul delta -121 étant identifié en masse, il a fallu
identifier la régioséléctivité de la réaction de dégradation.

Cette dégradation a par ailleurs été observée sur d’autres sequences, comme sur le peptide
F2[Cys(StBu)|Lys(lissamine)]-SEA°T (vu au chapitre 11 p.83) et le peptide SP3A dont la
séquence est C(StBu)GKKFTKKEELQKHAKTHTG-NH., utilisé pour un autre projet. Ce
dernier comporte une unique cystéine en position N-terminale, laissant présager de maniére
analogue une perte localisée du groupement SStBu sur la cystéine N-terminale du peptide
F2[Cys(StBu)|Glu(Cs124)]-SEA°T. Ce dernier a été synthétisé une nouvelle fois, avec
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caractérisation avant et apres introduction de la cystéine finale. L’analyse ESI-MS du brut de
déprotection du peptide sans cystéine montre I’absence de masse -121, tandis que celle du
peptide avec cystéine en montre la présence, confirmant la localisation de la dégradation sur la

cystéine N-terminale (Figure 71).
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Figure 71: Dégradation régiosélective sur la cystéine N-terminale

Le mécanisme probable de cette réaction de dégradation, et une B-élimination de la cystéine,
suivit d’une isomérisation conduisant a 1’obtention d’une imine, qui aprés hydrolyse conduit a
I’obtention d’une cétone (Figure 72).

>

S

S élimination /somer/satlon hydro/yse
HoN > HoN 1e)
o} o} le)

M M-121
Figure 72: Dégradation de la Cys(StBu)
Pour éviter cette dégradation, il faut comprendre son origine. La cystéine sur laquelle a lieu la
dégradation étant le dernier acide aminé a étre introduit dans la séquence, aucun post traitement
n’est réalisé sur la résine, et le peptide est directement décroché de son support dans le TFA.

La dégradation ne peut donc se produire que lors de cette étape de deprotection.

Différents tests ont été réalisés sur le peptide SP3A, facile a synthétiser et peu colteux car
synthétisé sur résine RinkAmide. Un suivi de la réaction par HPLC complété par une analyse
par ESI-MS a permis d’identifier, séparer et quantifier le peptide attendu et le peptide dégradé.
Dans les conditions classiques de déprotection (2 h, TFA/T1S/Thioanisole/H.0 ; 9,375 : 0,25 :
0,125 : 0,25), un ratio de 38% en peptide dégradé est mesuré. En conservant le méme cocktail
de piéges dans le TFA mais avec un temps de déprotection de 30 min, le ratio est descendu a
24%, mais avec une déprotection incompléte du peptide correspondant a 20 % de pertes. En

changeant les différents lots de réactifs un a un, le ratio n’a pas non plus été affecté. Finalement,
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en remplacant le TIS par du DTT pendant une déprotection de 30 min, le ratio a été modifié a
15 %, avec 28 % de peptide partiellement déprotégé, ce qui reste loin d’étre des conditions

idéales.

Une autre stratégie de synthese a été envisagée, en remplacant la cystéine finale par une
thiazolidine (Thz). Cette derniére peut étre déprotégée, une fois le peptide décroché de sa résine
et la fonction SEA°" convertie en SEA, par un traitement & la méthoxylamine a pH 4 (Figure
73).
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Figure 73: Stratégie de synthése du peptide F2[Cys|Glu(Cs124)]-SEA°"
Ce peptide a été synthétisé selon la méme approche que le peptide F2[Cys(StBu)|Glu(Cs124)]-
SEA°", Cependant, il s’est avéré insoluble en milieu acide lors de 1’étape d’oxydation. Il n’a
donc pu étre oxydé et purifié convenablement (3% de rendement sur 1’étape d’oxydation). Cette

alternative a été abandonnée.

Le temps de rétention par HPLC du peptide F2[Cys(StBu)|Glu(Cs124)]-SEA°T étant légérement
inférieur a celui de son produit de dégradation, il a été choisi de finalement utiliser le

groupement protecteur StBu, en faisant le choix de consacrer du temps a I’étape de purification
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par HPLC. Le peptide F2[Cys(StBu)|Glu(Cs124)]-SEA°T, obtenu avec un rendement de 18% a
été caracterisé par HPLC et ESI-MS (Figure 74).
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Figure 74: A gauche, chromatogramme HPLC du peptide F2[Cys(StBu)|Glu(Cs124)]-SEA°T; A droite, spectre ESI-MS
(Masse calculée: 1355,61 [M+3H]%*, 1016,96 [M+4H]*", 813,77 [M+5H]>", 678,31 [M+6H]®" pour
M = Ci175H277Ns5045S6

3) Fragment F3-NH:

Le peptide F3-NH> a été synthétisé en stratégie Fmoc/tBu sur résine RinkAmide (Figure 75)
par robot de synthése, avec une déprotection finale suivie d’une étape de purification HPLC.
L’analyse ESI-MS du peptide brut a mis en évidence une faible proportion de formation
d’aspartimides.

TFA
Elongation du peptide Pieges
HQNO - NH s Cys =G ™)—NH,

F3-NH,

Figure 75: Schéma de synthése du peptide F3-NH2

L’unique acide aspartique de la séquence, précédé par une histidine ne correspond pas a un
enchainement susceptible de former des aspartimides™™®4. Le peptide a été re-synthétisé en
utilisant de la pipéridine (20% dans le DMF) tamponnée a 1’OxymaPur (14g/L)** pour les
traitements de déprotection. Le peptide F3-NH: a éte obtenu pur avec un rendement de 22,7 %,

puis a eté caractérisé par HPLC et ESI-MS (Figure 76).
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Figure 76: A gauche, chromatogramme HPLC du peptide F3-NHz; A droite, spectre ESI-MS (Masse calculée : 958,09
[M+3H]%*, 718,82 [M+4H]**, 575,26 [M+5H]5*, 479,55 [M+6H]%* pour M = C117H192N4403553
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4) Assemblage des différents fragments

Les trois peptides obtenus ont ensuite été assemblés en utilisant les conditions de 1’assemblage

one-pot décrit par O. Melnyk (Figure 77).
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Figure 77: Schéma de la réaction d'assemblage one-pot de la protéine ZIF(Cs124|DOTA[Th])

L’ensemble de la réaction a été réalisée en boite a gants, afin d’éviter I’oxydation des cystéines.
La premiere ligation entre le peptide Ac-F1[Lys(DOTA[Tb])]-MPA et le peptide
F2[Cys(StBu)|Glu(Cs124)]-SEA° a été effectuée a une concentration de 7 mM en peptide dans
une solution de MPAA 100 mM dans un tampon phosphate (100 MM pH 7,5) a 37°C.
L’avancement de la réaction a été suivi par HPLC, celle-ci étant terminée en 23h. Ensuite, le
peptide F3-NH2 a été introduit, en présence d’une solution de MPAA/TCEP (100 mM et
200 mM, dans un tampon phosphate 100 mM pH 7,5). Le milieu réactionnel a été agité a 37°C

66



Sondes de premiere génération, FRET d’une antenne vers un lanthanide

et I’avancement de la réaction suivi par HPLC, qui s’est complétée en 21h. Le milieu réactionnel
a ensuite été acidifié par une solution de TFA 10%, puis le MPAA extrait a I’éther. La phase
aqueuse a finalement été purifiée par HPLC préparative et la protéine ZIF(Cs124|DOTA[Tb])
obtenue (rendement 23%, 52 nmol) a été caractérisée par HPLC et ESI-MS (Figure 78).
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Figure 78: A gauche chromatogramme HPLC de la protéine ZIF(Cs124|DOTA[Tb]); A droite, spectre ESI-MS (masse
calculée : 1561,25 [M+6H]®*, 1338,36 [M+7H]™, 1171,19 [M+8H]%*, 937,15 [M+10H]™*, 781,13 [M+12H]'>*, 668,68
[M+14H]** for M = C3gsHes26N1200110S7Th

Les conditions d’O.Melnyk ne sont pas faciles a contrdler, car I’assemblage est décrit par
’introduction des peptides F1, F2, et F3 dans un rapport 1:1:1[1%1 e peptide
F2[Cys(StBu)|Glu(Cs124)]-SEA°T étant le plus difficile & obtenir de par son faible rendement,
il paraissait logique de I’introduire en tant que réactif limitant lors de la premiere ligation.
Cependant, cette stratégie a laissé la possibilité d’un assemblage F1-F3 apres introduction du
peptide F3-NH. Cependant, cet assemblage possédant le méme temps de rétention que la
protéine ZIF(Cs124|DOTA[Tb]), I’étape de purification s’est avérée étre compliquée, les deux
produits ne pouvant étre correctement séparés. 1l a donc fallu introduire le peptide F2 en exces
lors de la premiére ligation afin que 1’assemblage résiduel soit le peptide F2-F3, possédant un
temps de rétention plus long que celui de la protéine.

5) Formation des doigts de zinc

La protéine ZIF(Cs124|DOTA[Tb]) synthétisée a été métallée au zinc afin de I’avoir sous une
forme active. Les protéines métallées au zinc seront pour I’ensemble de ce manuscrit notées

sous la forme ZIFZ"(XXX).

La quantité de protéine obtenue a été déterminée par spectrophotométrie UV via la mesure de
’absorbance du Cs124, possédant des maxima a 331 nm (€= 18 900 cm*M?) et 341 nm
(€=17 000 cm*M )8 Jongueurs d’ondes ou les protéines n’absorbent pas. La protéine
synthétisée a été dosée (Figure 79) dans un tampon HEPES (10 mM, pH 7,5) par mesure de son

absorbance a 331 nm, puis 2,2 eq. en ZnCl y ont été additionnés.
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Figure 79: Spectre d'absorbance de la protéine ZIF(DOTA[Tb]/Cs124) dans un tampon HEPES 100 mM, pH 7,5

VI Interaction de la sonde avec ’'ADN

L’interaction de la sonde avec I’ADN a d’abord été étudiée par une technique classique de
biologie moléculaire, le retard sur gel (electrophoretic mobility shift assay, EMSA) ou décalage
de mobilité électrophorétique, puis par luminescence.

Pour cela, les deux oligonucléotides complémentaires 5’-GGTTGCAGTGGGCGCGCCCACAGTA-
CTTGAACGTAACG-3" et 5’-CGTTACGTTCAAGTACTGTGGGCGCGCCCACTGCAACC-3" ont été
hybridés pour former le duplex d’ADN utilisé¢ pour ’ensemble des tests. Ces oligonucléotides
ont été synthétisés par voie automatisée et pré-purifiés sur HPLC par Rémy Lartia. La derniére
étape de purification a été réalisée par électrophorese sur gel de polyacrylamide préparatif.

1) Mobilité électrophorétique

A Principe
La technique de gel retard a pour but de mettre en évidence I’interaction ADN-protéine, en
faisant migrer par électrophorése sur gel non dénaturant I’ADN libre et le complexe ADN-
protéine. Une différence de migration est observée car le complexe ADN-protéine plus lourd

migre moins vite que I’ADN libre (Figure 80).

Afin de pouvoir visualiser les différentes especes introduites sur le gel, les brins d’ADN sont
préalablement radiomarqués enzymatiquement au P32, Les fragments d’ADN marqués sont mis
en évidence et quantifiés a I’aide d’un phosphorimager. Le ratio (ADN libre) /(ADN-protéine)
peut donc étre déterminé.
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. \/

e== Complexe ADN-Protéine

Complexe ADN-Protéine

ADN libre<
T ADN libre

@ === ADN libre

Figure 80: A gauche, échantillon d'ADN seul servant de référence pour la migration. A droite, échantillon d’ADN en présence
de protéine. En présence de la protéine, le complexe ADN-protéine est retenu comparé a I'ADN seul

B Marquage
Afin d’effectuer le radiomarquage, un seul des deux brins du duplex d’ADN a été marqué au
phosphore 32. Pour cela, 1’oligonucléotide a été introduit dans une solution de tampon HEPES
pH 7,5 auquel en présence de Kinase et d’ATP y 2P le groupement phosphate radioactif en
position y est transféré par la kinase sur I’extrémité 5’OH de 1’oligonucléotide. Le brin d’ADN
marqué a ensuite été hybridé avec son brin complémentaire introduit en l1éger exces (1,1 éq.) de

maniere a former le duplex d’ADN cible.

Ce duplex marqué a été mis en présence de protéine puis incubé 18h a 4°C. Les différentes
especes ont été séparées par électrophorése sur un gel de polyacrylamide a 10 % en conditions
non dénaturantes. Le gel a été refroidi par circulation d’eau a 4°C et ’intensité du courant
électrique ajustée pour ne pas dépasser une puissance de 3 watts et maintenir le gel a une
température inferieure a 10°C. Apres 3 heures de migration les bandes radioactives

correspondant a I’ADN libre et I’ADN li€ ont été quantifiées a I’aide d’un phosphorimager.

C Mesures effectuées
La protéine ZIF*"(nue) identique a la séquence décrite par B. Wang et C. Pabo a été utilisée en
premier lieu afin de mettre au point les conditions de migration du gel retard. Dans le cas des
travaux de B. Wang et C. Pabo, I’interaction de la protéine avec I’ADN cible dont la

concentration est fixée a 10 nM se définit par une constante de dissociation de 15nM.
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i  Protéine ZIF?(nue)

Nous avons réalisé une étude préliminaire en utilisant une
gamme de concentration croissante de 0,9 nM, 9nM,
90 nM, 900 nM, 9 uM, de la protéine ZIF%"(nue). Celle-ci a
¢té incubée une nuit avec le duplex d’ADN marqué a une
concentration constante de 10nM dans une solution
HEPES pH 7,5/BSA/Tween/NaCl (15 mM, 0,1 g/L,
0,05 %, 100 mM). La composition du tampon a été
simplifiée par rapport a celle utilisée par B. Wang et C. Pabo.
Les différents mélanges ADN/Protéine ont été séparés par
¢lectrophorése sur gel de polyacrylamide. L analyse du gel
a révélé I'interaction de la protéine entre une concentration
de 90 nM et de 900 nM, avec formation de 100% du
complexe ADN/protéine a 9uM (Figure 81). Les

[ZIF(nu)]

_—]

Figure 81: Gel retard de la protéine

ZIF?"(nue); de gauche a droite concentration
croissante de protéine sur I'ADN

conditions d’incubation et de migration n’ont pas été optimisées car cette étude préliminaire

avait pour but de prendre en main la technique de gel retard. Nous avons gardé ces conditions

pour réaliser une étude préliminaire similaire avec notre protéine ZIF*"(Cs124|DOTA[Tb]).

ii Etude préliminaire sur la protéine ZIF?n(Cs124/DOTA[Tb])

Pour cette étude, une gamme de concentration croissante de
6nM, 60nM, 600nM, 6uM, de Ila protéine
ZIF?"(Cs124|DOTA[Tb]) a été incubée une nuit avec le
duplex d’ADN marqué a une concentration constante de
10 nM dans les mémes conditions qu’avec la protéine
ZIF(nue). Le gel de la Figure 82 montre que la formation de
complexe ADN/protéine est presque quantitative a une
concentration de 600 nM en protéine. Par contre, a 6 uM, la
bande en haut du gel correspond a la formation d’un
précipité qui n’a pas migré. Ceci est sans doute di a des
interactions non spécifiques avec I’ADN est la formation

d’espéces insolubles (Figure 82).

Cet effet n’a pas €té observé avec la protéine nue, sans doute

plus hydrosoluble.
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Il faut remarquer que la protéine ZIF?"(Cs124|DOTA[TDb]) différe en 4 points de la protéine

initialement décrite par Wang et Pabo correspondant a la protéine ZIF“"(nue) :

- L’introduction du Cs124 sur I’acide glutamique n°110

- La modification de I’asparagine n°93 par une lysine conjuguée a un complexe
DOTA[Thb]

- Le remplacement de 1’acide aspartique n°113 en acide glutamique pour éviter la
formation d’aspartimides

- L’acétylation de la protéine en N-ter
En résumé, cette étude montre plusieurs choses importantes :

- Laprotéine « nue » obtenue par voie synthétique est capable de se lier a I’ ADN.

- L’adjonction de chromophores (Cs124 et DOTA[Tb]), I’acétylation N-terminale et
la mutation de I’aspartate 113 en glutamate n’empéchent pas la liaison a ’ADN.

- Enpremiére approximation, la protéine « nue » et la protéine fonctionnalisée ont des

affinités similaires.
2) Luminescence

A Caractérisation de la protéine ZIFZn(Cs124|DOTA[Tb])
Les mesures fluorimétriques de la sonde ZIF"(Cs124|DOTA[Tb]) ont été réalisées avec une
concentration de protéine de 1uM en solution dans un  mélange
HEPES pH 7,5/BSA/Tween/NaCl (15 mM, 0,1 g/L, 0,05 %, 100 mM).

Le spectre d’émission de fluorescence, obtenu en excitant a 330 nm, montre une émission de
345 a 445 nm avec un maximum d’émission a 373 nm (Figure 83, droite), caractéristique de la
fluorescence du Cs124. Le spectre d’excitation de fluorescence (Aem = 380 nm) correspond bien

au spectre d’absorption du Cs124 avec les deux maxima a 331 et 344 nm (Figure 83, gauche).
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Figure 83: A gauche : spectre d'excitation (Aem=380 nm). A droite : spectre d'émission (Aex=330 nm).
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Les spectres de phosphorescence ont été mesurés avec une détection resolue en temps
correspondant & un délai de 100 pus. Le spectre d’émission obtenu en excitant a 348 nm montre
les quatre raies caractéristiques des transitions °Ds— ‘Fn (n=3 a 6) du terbium a 490, 545, 585
et 623 nm (Figure 84, droite). Le spectre d’excitation (Aem = 545 nm) montre deux maxima a

331 et 344 nm, indiquant une sensibilisation du terbium par le Cs124 (Figure 84, gauche).
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Figure 84: A gauche spectre d'émission (Aex=348 nm); A droite, spectre d'excitation (Aem=545 nm)

B Titrage a 'ADN
L’interaction avec I’ADN a été étudiée par spectroscopie d’émission dans un tampon
HEPES pH 7,5/BSA/Tween/NaCl (15 mM, 0,1 g/L, 0,05 %, 100 mM) avec une concentration
de sonde ZIF“(Cs124|DOTA[Tb]) de 1 pM. Les oligonucléotides utilisés 5°-
CGCATATGGGCGCGC-CCAATAGCG-3’ et 5’-CGCTATTGGGCGCGCCCATATGCG-3’ sont plus
courts que ceux des expériences de gel retard. D’apres les expériences de gel retard, a cette
concentration, la fixation de I’ADN a la protéine doit étre quasi quantitative. Le titrage a été
réalisé sur 3 points: 0eq., 1eqg., 2¢eq., en duplex d’ADN par dimére protéique soit des
concentrations de 0, 0,5 et 1 uM en ADN. Les spectres d’émission résolus en temps ont été

enregistrés avec excitation a 348 nm.

Une légere augmentation de I’émission du terbium est observée entre 0 eq et 1 eq en ADN
(Figure 85), puis aucune différence n’est observée entre 1 eq et 2 eq, suggérant la formation du
complexe 2:1 (ZIF*"(Cs124|DOTA[Tb])/ADN) attendu. Néanmoins, la trés faible
augmentation d’intensité de 1’émission du terbium indique aussi que le transfert d’énergie du
Cs124 vers le terbium ne varie quasiment pas entre la protéine ZIFZ"(Cs124|DOTA[Tb]) seule
et le complexe ADN/protéine, indiquant que la distance entre le Cs124 et le terbium au sein du
dimere formé n’est pas significativement différente pour obtenir un transfert d’énergie

beaucoup plus efficace.
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Figure 85: Spectres d'émission du terbium a0, 1, et 2 eq en ADN

Cela peut étre expliqué par le fait que la distance Cs124/Th, estimée & 10-15A & partir de la
structure RX de B. Wang et C. Pabo, est probablement plus importante du fait de la grande
flexibilité des chaines latérales sur lesquelles sont conjugués les chromophores.

VII Conclusion

Un systéme de FRET d’une antenne vers un lanthanide a été implémenté sur la protéine de
B. Wang et C. Pabo pour concevoir une premiere sonde. Malgré les diverses modifications
réalisées, I’interaction avec sa séquence d’ADN cible (5’-TGGGCG-3") a été mise en évidence
par retard sur gel d’électrophorése. Cependant, le titrage par luminescence montre une trés
faible augmentation de 1’émission du terbium en présence d’ADN, insuffisante pour envisager
de continuer avec cette sonde. Cela étant probablement di a une distance entre les
chromophores supérieure au rayon de Forster du couple Cs124-Tb, il faut soit optimiser leurs
positions, soit remplacer le systéme FRET par un autre plus efficace. Le choix d’autres positions
étant tres limité, il est plus intéressant de changer de systeme de FRET en passant a la seconde
géneration de sondes dont le systéme repose sur un transfert d’énergie efficace a de plus grandes
distances. La synthése de ces nouvelles sondes sera 1’objet du chapitre suivant. Ces résultats
mitigés nous ont cependant permis de mettre au point la synthése par voie chimique de la

protéine de B. Wang et C. Pabo fonctionnalisée par des chromophores.
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Chapitre II: Sondes de seconde génération, FRET

entre chromophores organiques

I Introduction
1) Principe

Le principe des sondes de seconde génération repose sur la formation d’un hétéro-dimére
protéique ciblant un duplex d’ADN de séquence choisie et incorporant un syst¢éme FRET pour
la signalisation. Notre but est de concevoir un systtme FRET pour lequel un complexe de
lanthanide est le donneur d’énergie et un fluorophore organique 1’accepteur, afin de bénéficier
des propriétés des lanthanides exposées dans le chapitre d’introduction. Cependant, cela
nécessite de disposer de complexes de lanthanides possédant a la fois de bons rendements
quantiques et une fonction de conjugaison a une biomolécule. De tels complexes ne sont pas
commerciaux et peu d’exemples sont décrits dans la littérature***+1%61. Nous avons donc décidé
d’établir une preuve de concept reposant d’abord sur un FRET entre deux fluorophores
organiques. Le systéme de détection de seconde génération proposé repose sur une unique
protéine a laquelle est conjuguée soit le fluorophore donneur, soit le fluorophore accepteur, les
deux fluorophores étant introduits sur une méme position pour donner les deux composantes de

I’hétéro-dimere (Figure 86).

FRET ON

FRET OFF

Donneur Accepteur

sl i

Figure 86: Principe des sondes de seconde génération ; ici le donneur et [’accepteur sont des fluorophores

2) Stratégie de synthese des sondes
La stratégie de synthese de la protéine est identique a celle de la sonde de premiére géneration,
avec le méme découpage de fragments peptidiques et un assemblage par ligation native. Parmi

les deux positions possibles d’introduction décrites au premier chapitre, nous avons retenu la

position n°110 (fragment F2), ou le Cs124 était greffé pour la protéine ZIF(DOTA[Tb]|Cs124)
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vue au premier chapitre. L’ introduction du chromophore sur cette position et non sur la position
n°93 permet d’avoir une séquence qui se rapproche davantage de la protéine décrite par
B. Wang et C. Pabo :

- aucun acide aminé de I’interface de dimérisation n’est modifié,

- T’acétylation en N-terminal de la protéine n’est plus nécessaire.

Ainsi, seuls deux acides aminés sont modifiés par rapport a la séquence initialement décrite par
B. Wang et C. Pabo :

- l’acide glutamique n°110 remplacé par une lysine, permettant I’introduction du
chromophore sur sa chaine latérale,
- T’acide aspartique n°113 remplacé par un acide glutamique, empéchant la formation

d’aspartimides.

En conservant le découpage adopté pour la sonde de premiere génération (Figure 87 (A)), le
fragment 3 reste inchangé mais les autres fragments doivent étre modifiés et synthétisés a
nouveau (Figure 87 ). Pour chaque protéine composant le systeme FRET, il faudra un fragment
central F2 différent incorporant le fluorophore, mais le fragment N-terminal F1 est commun.
Cela demande de synthétiser les peptides F1-MPA et F2[Cys(StBu)|Lys(X)]-SEA™ ol X est le

fluorophore, pour 1’assemblage final.

X: Fluorophore

90 95 100 105 ' 110 115 120 125 130 135 140 145 150 185 160
HPMNNLLNYVVPKMRPYAECPVI\(SCERRFSRSDELTRH IRIHTGQKPFQECRICMRNFSRSDHLTTHIRTHTGE
. X '
Fragment 1 . Fragment 2 | Fragment 3
B X
NH
0 StBu ( 4
[Hls89 T e — Ala1°6]—< [()ysm7———Lys110—Cys112 ————— Gmwse]_{ NH2
S—(CH,),COOH Lo NX
F1-MPA & S
- S F3-NH,

F2[Cys(StBu)|Lys(X)-SEA°ff

Figure 87: (A) Découpage de la protéine pour les sondes de seconde génération. (B) Fragments peptidiques nécessaires pour
[’obtention des sondes de seconde génération.

3) Choix des fluorophores du systeme de FRET

La distance mesurée entre les carbones o des deux positions n°110 du dimeére de la structure

RX décrite par B. Wang et C. Pabo est de 44 A. Des systtmes FRET dont le rayon de Férster
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est voisin de 50 A peuvent facilement étre obtenus a 1’aide de fluorophores organiques. Le choix
des deux fluorophores s’est orienté vers des composés pouvant étre utilisés comme accepteurs
de complexes de terbium ou d’europium dans la stratégie de FRET d’un lanthanide vers un
fluorophore organique. Nous avons donc sélectionné des fluorophores dont les spectres
d’absorption recouvrent les spectres d’émission du terbium ou de 1’europium. Le choix des

fluorophores a donc été dicté par plusieurs critéres. lls devaient :

- étre compatibles pour un systtme FRET dont le rayon de Forster est d’environ 50 A,
- étre utilisables comme accepteurs d’énergie d’un lanthanide (terbium ou europium),
- étre photostables,

- étre chimiquement compatibles avec la voie de synthése choisie pour les protéines,

- disposer d’une fonction de conjugaison,

- &tre commerciaux et peu colteux ou facilement synthétisables.

De nombreux types de fluorophores ont été développés au long de ces dernieres décennies,
laissant un large choix dans la gamme de molécules disponibles™®”, parmi lesquelles se situent

les rhodamines.

Les rhodamines sont des fluorophores appartenant a la famille des xanthénes (Figure 88), dont
la photostabilité a conduit a un large engouement dans la synthese de nombreux dérivés, avec
plus de 200 rhodamines recensées en 2019[1%1, Suivant les groupements et la nature de 1’atome
en position n°10 (X sur la Figure 88), le maximum d’absorption peut varier en moyenne de 480
a 730 nm avec quelques exceptions allant jusqu’a 880 nm!*3. Ce type de fluorophore trés
performant est généralement commercialisé a des prix tres élevés, a quelques exceptions pres
comme la sulforhodamine B, aussi appelée lissamine (Figure 88). Cette rhodamine est
commerciale a un prix modeste (environ 200 € / g, soit 100 fois moins cher que beaucoup de
rhodamines commerciales) sous forme d’un chlorure de sulfonyle facilement conjugable & une
biomolécule. La lissamine posséde des propriétés photophysiques intéressantesi® (Lex =
560 NM, Aem = 580 NM, &max = 71 500 Mt cm™, d(H.0) = 0,33). Son spectre d'absorption,
recouvrant la zone spectrale de 460 a 600 nm, possede un bon recouvrement avec le spectre

d’émission du terbium (Figure 89).
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Xanthéne

S0,Cl

Rhodamine

Lissamine SiR-méthyl

Figure 88: Structure générale du Xanthéne et d'une Rhodamine, et structures de la lissamine commerciale sous forme de
chlorure de sulfonyle, ainsi que de la SiR-méthyl

Les Si-rhodamines sont des fluorophores qui émettent a des longueurs d’ondes plus élevées que
les rhodamines!*411421 | a Si-rhodamine méthyl noté SiR-méthyl (Figure 88), de par ses
propriétés photophysiques™?! (Aex = 646 NM, hem = 660 NM, max = 100 000 M cm™?, ®(PBS
pH 7,4) = 0,3) est un fluorophore pouvant jouer le réle d’accepteur de la lissamine dans notre
systéeme. De plus, son spectre d’absorption en fait un accepteur potentiel pour un FRET avec
I’europium comme donneur, mais aussi avec du terbium dans une efficacité moindre, du fait
d’un moins bon recouvrement (Figure 89). Ce composé est disponible au laboratoire par le biais

d’une collaboration avec 1’équipe de N. McClenaghan (Univ. Bordeaux).

Le rayon de Forster Ro (en A) pour le couple lissamine-SiR-méthyl peut étre calculé par

Ry = 0211(x*n*QpJ(1)) "6

oll 2 est un facteur d’orientation entre les deux chromophores (généralement égal a 2/3), n
I’indice de réfraction du milieu, Qp le rendement quantique du donneur et J(1) I’intégrale de

recouvrement entre 1’émission du donneur et 1’absorption de 1’accepteur. J(A) est calculé par

J(0) = JFD(X)gA(X)N‘dk
0

ou Fp(A) est le spectre d’émission du donneur normalisé a une aire sous la courbe de 1 et ea()\)
le spectre d’absorption de 1’accepteur. Pour le couple lissamine-SiR-méthyl, Ro peut étre estimé

a55 A, ce qui doit étre suffisant pour la sonde que nous voulons développer.
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Figure 89: Différents spectres d'excitation et d'émission des chromophores utilisés

II Synthese des protéines ZIFZr(lissamine) et ZIFZn(SiR-méthyl)
La sonde permettant un FRET organique requiert 1’utilisation de deux protéines métallées au
zinc contenant chacune soit la lissamine, soit la SiR-méthyl, dont la notation utilisée pour la

suite du manuscrit sera ZIF#"(lissamine) et ZIF"(SiR-méthyl).
1) Syntheése des protéines ZIF(lissamine) et ZIF(SiR-méthyl)

Les fragments présentés en Figure 87 B] comportant en X soit la lissamine, soit la SiR-méthyl

permettent aprés assemblage 1’obtention des protéines non métallées appelées ZIF(lissamine)
et ZIF(SiR-méthyl)

A Fragment F1-MPA

Le peptide F1-MPA a été synthétisé de maniére analogue au peptide Ac-F1[Lys(DOTA[Tb])]-
MPA (Figure 90), avec un rendement de 40% et caractérisé par HPLC et ESI-MS (Figure 91).

HNN
&S S\trt Elongation du peptide

|
trt
Résine SEA

Oxydation

o MPA/TCEP
pH4

His®9---Asn®- A2 109

His89---Asn®-meemmeee e, Ala

S—(CH,),COOH

Figure 90: Schéma de synthése du peptide F1-MPA
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Figure 91: A gauche, chromatogramme HPLC de F1-MPA ; A droite, spectre ESI-MS (masse calculée : 1123,86 [M+2H]?",
749,57 [M+3H]3* pour M = C101H157N27025S3)

B Fragments F2
Les deux fragments centraux F2 présentant les fluorophores lissamine et SiR-méthyl ont été
obtenus a partir d’un précurseur commun, noté F2[Cys(StBu|Lys(NH2)]-SEA-2CI-trt-PS,
contenant un acide aminé Lys(alloc) en position n°110. Le groupement protecteur alloc peut
étre eliminé sélectivement sur résine pour démasquer la chaine latérale de la lysine et coupler

les fluorophores suivant différentes conditions (Figure 92).
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Figure 92: Schéma de synthése des peptides F2[Cys(StBu)|Lys(lissamine)]-SEA° et F2[Cys(StBu)|Lys(SiR-méthyl)]-SEA°
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i  Peptide F2[Cys(StBu)/Lys(lissamine)]-SEA°

Le peptide F2[Cys(StBu)|Lys(lissamine)]-SEA°" a été synthétisé avec greffage de la
sulforhodamine B sous forme de chlorure de sulfonyl. Le couplage s’est effectué sur la lysine
déprotégée du peptide F2[Cys(StBu|Lys(NH2)]-SEA-2CI-trt-PS, en milieu basique, suivi de la
déprotection et I’oxydation du groupement SEA (Figure 92). Le profil HPLC du brut de
réaction aprés oxydation au diamide (Figure 93) a montré la présence de nombreux sous-
produits, dont le produit de conversion de la Cys(StBu) finale en alanine, observé en ESI-MS.
Le rendement de synthése du peptide a été affecté par une étape de purification difficile a
réaliser. Le peptide obtenu (rendement de 4%) a été analysé par HPLC et ESI-MS (Figure 94).
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Figure 93: Chromatogramme du brut de déprotection du peptide F2[Cys(StBu)|Lys(lissamine)]-SEA°T (*pic du peptide)
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Figure 94: A gauche, chromatogramme HPLC de F2[Cys(StBu)|Lys(lissamine)]-SEA°T ; A droite, spectre ESI-MS (masse
calculée : 1112,84 [M+4H]%*, 890,48 [M+5H]°*, 742,23 [M+6H]®*, 636,34 [M+7H]"* pour M = C193H302N56049Ss)

ii Peptide F2[Cys(StBu)/Lys(SiR-méthyl)]-SEA°F
Le peptide F2[Cys(StBu)|Lys(SiR-méthyl)]-SEA°" a été synthétisé avec greffage de la
rhodamine SiR-méthyl dans des conditions de couplage peptidique classique sur le peptide
F2[Cys(StBu|Lys(NH2)]-SEA-2CI-trt-PS, suivi de la déprotection et I’oxydation du groupement
SEA (Figure 92). Le peptide obtenu a été purifie avec un rendement de 13,3% et caractérisé par
HPLC et ESI-MS (Figure 95).
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Figure 95: A gauche, chromatogramme HPLC de F2[Cys(StBu)|Lys(SiR-méthyl)]-SEA°" ; A droite, spectre ESI-MS (masse
calculée : 1083,83 [M+4H]**, 867,27 [M+5H]%", 722,89 [M+6H]®*, 619,77 [M+7H]™*, 542,42 [M+8H]®* pour
M = C193H302N56044S6Si)

C Assemblages

Les deux protéines (ZIF(lissamine) et ZIF(SiR-méthyl)) ont été assemblées dans les mémes
conditions que celles décrites en partie « Assemblage des différents fragments » (p.67) par deux
réactions de ligation successives, impliquant en premier lieu le fragment 1 et le fragment 2, puis

en second lieu le peptide obtenu issu de la premiere ligation, avec le fragment 3 (Figure 96).

Les protéines ZIF(lissamine) ZIF(SiR-méthyl) ont été obtenues avec respectivement un
rendement de 30% et de 8%. Les chromatogrammes HPLC et spectres ESI-MS sont représentés

Figure 97 pour ZIF(Lissamine) et Figure 98 pour ZIF(SiR-méthyl).
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Figure 96: Schéma d'assemblage one-pot pour les protéines ZIF(Lissamine) et ZIF(SiR-méthyl)
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Figure 97: A gauche, chromatogramme HPLC de ZIF(lissamine) ; A droite, spectre ESI-MS (masse calculée : 1144,32
[M+8H]8*, 1017,29 [M+9H]°*, 915,66 [M+10H]%*, 832,51 [M+11H]*, 763,22 [M+12H]?*, 704,59 [M+13H]***, 654,33
[M+14H]**, pour M = Cs96Hs20N1260107S0)
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Figure 98: A gauche, chromatogramme HPLC de ZIF(SiR-méthyl) ; A droite, spectre ESI-MS (masse calculée : 1129,82
[M+8H]8*+,1004,40 [M+9H]°*, 904,06 [M+10H]%*, 821,96 [M+11H]**, 753,55 [M+12H]*?*, 695,66 [M+13H]%*, 646,04
[M+14]%*, pour M = Cs96Hs20N126010257Si)

2) Stabilité des protéines, conditions de stockage

Lors de la premiere synthese de la protéine ZIF(lissamine), la caractérisation par HPLC (Figure
99 gauche) a montré la présence de sous-produit, laissant supposer une mauvaise purification.
L’analyse complémentaire par ESI-MS a montré la présence de la masse du produit attendu
notée M et d’autres produits comportant la masse M a laquelle s’ajoute des multiples +16,

laissant présager 1’oxygénation de la protéine (Figure 99 droite).
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Figure 99: A gauche, chromatogramme HPLC ; A droite, spectre ESI-MS déconvolué de la protéine ZIF(liss)

85



Chapitre 11

L’oxydation des cystéines libres ou liées a un métal (protéines a doigts de zinc par exemple)
par réaction avec des especes provenant de la réduction de I’oxygene est un fait connu et décrit
dans la littérature depuis de nombreuses années!*43l, La protéine ZIF(lissamine) n’ayant pas été
en contact avec de telles especes, nous avons plutdét pensé¢ a une oxydation par I’oxygene
singulet (*0,), état excité de 1’oxygene triplet. Il peut étre généré par transfert d’énergie depuis
un photosensibilisateur, lui-méme dans un état triplet excité. La capacité de I’oxygéne singulet
a oxyder des thiols comme les cystéines, pour donner des dissulfures mais aussi des dérivés
oxygénés (sulfinate, sulfonate, thisolfinate...) a été décritel***M145] 1 ’oxydation de cystéines
engagées dans des doigts de zinc a été proposée plus récemment®l et a été étudiée en détail
au laboratoire ces derniéres années!471 148111491 || 3 notamment été montré que les cystéines
liées au zinc pouvaient réagir avec 'Oz pour donner des sulfinates ou des sulfonates mais que
les doigts de zinc classiques BB sont trés peu réactifs en comparaison d’autres doigts de zinc.
La réaction des cystéines libres avec Oz est beaucoup plus rapide que lorsque qu’elles sont

engagées dans la coordination au zinc pour former un doigt de zinc classique Bpo.

Afin de vérifier I’hypothése de 1’oxydation par I’oxygéne singulet, la protéine a été synthétisée
a nouveau puis directement stockée en boite a gants apres lyophilisation. Aprés plusieurs
semaines, 1’analyse par HPLC ne montre que peu de traces d’oxydation (Figure 100 bas droite),
indiquant que le dioxygene joue un role clé dans I’oxydation. La stabilité a été étudi¢e dans des
conditions aérobies, en comparant la protéine en présence ou absence de zinc, conservée a la
lumiére ou a I’obscurité (dans le réfrigérateur). Aprés une semaine, la protéine non métallée au
zinc montre une trés forte oxydation lorsqu’elle est exposée a la lumicre (Figure 100 haut
gauche). Dans les mémes conditions, la protéine métallée au zinc exposée a la lumiére présente
de faibles traces d’oxydations (Figure 100 haut droite). Stockée au réfrigérateur a 1’obscurité,
la protéine métallée au zinc n’est que trés peu oxydée (Figure 100 bas gauche). Ces observations
confirment notre hypothése de 1’oxydation par 1’oxygene singulet dont la protéine semble
protégée une fois métallée au zinc et conservée a 1’obscurité et au froid. L’ oxygene singulet est
probablement généré par 1’état triplet de la lissamine, excitée par exposition a la lumiére. Une
fois synthétisée, la protéine doit étre métallée au zinc dans du tampon HEPES pH 7,5 et
conservée en boite a gants, pour la maintenir sous forme réduite. Métallées au zinc, les protéines
ZIF(lissamine) et ZIF(SiR-méthyl) peuvent étre sorties de la boite gants et &tre manipulées a

I’air sans dommages pendant plusieurs heures.
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Figure 100: En haut a gauche, chromatogramme de la protéine ZIF(lissamine) stockée a la lumiere ; En haut a droite,
chromatogramme de la protéine ZIF(lissamine) métallée au zinc et stockée a la lumiéere ; En bas a gauche, chromatogramme
de la protéine ZIF(lissamine) métallée au zinc et stockée au frigo ; En bas a droite, chromatogramme de la protéine
ZIF(lissamine) stockée en conditions anaérobie

Le compose ZIF(SiR-méthyl) a présenté la méme sensibilité a I’oxygeéne singulet, mais a aussi
montré une autre particularité. Alors que la premiére réaction d’assemblage s’était déroulée
correctement, lorsque nous avons voulu la répéter, nous avons vu que la solution perdait sa
couleur bleue, due au chromophore SiR-méthyl, lors de la deuxieme étape de ligation. Au final,
la protéine assemblée ne présentait plus 1’absorption caractéristique du chromophore SiR-
méthyl malgré un spectre de masse identique a la protéine ZIF(SiR-méthyl) bleue. Le méme
phénomeéne de décoloration a pu étre observé en diluant une solution de protéine ZIF(SiR-
méthyl) dans I’eau (pH = 3), initialement bleue, dans de ’HEPES pH 7,5. En quelques secondes,
la couleur bleue avait disparu. Les composés de type rhodamine ou Si-rhodamine, colorés et
fluorescents, peuvent réagir avec des nucléophiles (thiols ou autre) sur la position 9 du squelette
xanthéne pour donner un composé incolore non fluorescent selon la Figure 101. Cette réaction
est réversible. Le groupe de Y. Urano a mis a profit cette réactivité pour concevoir une sonde
fluorescente pour détecter le glutathion (GSH) avec une Si-Rhodaminel*>%. Selon leurs travaux,
le SiR-méthyl est un des composes les moins réactifs avec une constante de dissociation Kq de
I’adduit SiR-méthyl/GSH de 1’ordre de 100 mM. Nous avons pensé a une réaction de ce type
pour notre composé. L’analyse ESI-MS de la protéine décolorée ne montrant pas d’addition

d’un fragment (MPAA utilisé lors de 1’assemblage par exemple), nous avons pensé a une
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réaction intramoléculaire entre le SiR-méthyl et une des cystéines de la protéine. Cette réaction
serait favorisée lorsque les cystéines se déprotonnent donc lorsque le pH est supérieur a 7.
L’addition de zinc sur la protéine décolorée permet de récupérer la coloration bleue en quelques
dizaines de secondes. Ceci s’explique par un déplacement de 1’équilibre vers la formation du

composé coloré par la coordination des cystéines au zinc.
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Figure 101: Réaction de la rhodamine avec des nucléophilest5°]

3) Meétallation au zinc

En procédant de maniére analogue au chapitre I, les quantités de protéines ont été déterminées
par mesure de leurs absorbances dans un tampon HEPES 10 mM pH 7,5, avec pour la protéine
ZIF(lissamine) un coefficient d’extinction molaire (€) égal a 71 500 M-*cm™ & 568 nm[*4, et
pour la protéine ZIF(SiR-méthyl) un coefficient d’extinction molaire (€) égal a 100 000 M~
tem® & 648 nml*3. Une quantité de ZnCl, correspondant & un excés de 2,2 & 3eq par rapport
aux protéines ont été ajoutés, puis les protéines notées ZIF“"(lissamine) et ZIF*"(SiR-méthyl)

ont été stockées au congélateur.
Il Etude spectroscopique du systeme ZIFZ»(lissamine)/ZIFZ»(SiR-
méthyl)
A Etude du mélange ZIFZn(lissamine)/ZIFZn(SiR-méthyl)

Les protéines ZIF“"(lissamine) et ZIFZ"(SiR-méthyl) ont été introduites dans un mélange
HEPES pH 7,5/BSA/Tween/NaCl (15 mM, 0,1 g/L, 0,05 %, 100 mM) en rapport 1:1 a une
concentration de 1 uM. Pour rappel, la lissamine doit servir de donneur dans le systeme FRET
et la SiR-méthyl d’accepteur. Nous avons choisi d’exciter I’échantillon a 540 nm, longueur
d’onde ot I’absorption de la lissamine est importante (gs40"*2™" = 25 000 M* cm) alors que

celle de la SiR-méthyl est trés faible (es40>"R ™! = 2 700 Mt cm™), afin d’exciter sélectivement
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la lissamine. Le spectre d’émission obtenu est représenté sur la Figure 102 (Bas). On observe
deux maxima d’émission a 590 nm et 675 nm correspondant a 1’émission de la lissamine et de
la SiIR-méthyl. Les spectres d’excitation obtenus par détection a 600 nm et 675 nm sont en
accord avec cette attribution puisqu’ils sont respectivement similaires aux spectres d’absorption
de la lissamine et de la SiR-meéhyl. On observe cependant une contribution de la lissamine au
spectre d’excitation avec détection a 675 nm, qui peut étre da 1’émission directe de la lissamine
qui traine jusqu’a 750 nm, ou a un transfert d’énergie de la lissamine a la SiR-méthyl. Il est
intéressant de noter qu’en excitant quasi-sélectivement la lissamine a 540 nm, on récupere une
émission importante de la SiR-méthyl : la déconvolution des spectres nous donne un ratio de
0,30 entre I’émission de la SiR-méthyl et celle de la lissamine. Ce résultat est trois fois supérieur
au ratio de 0,09 attendu a partir des brillances (B = exd) a 540 nm pour la lissamine et la SiR-
méthyl, qui sont respectivement de 8250 M cm-1 et 810 M cm™. Dans les conditions de
concentrations utilisées ici, soit 1 uM pour chaque protéine, il semble donc qu’un transfert
d’énergie intermoléculaire lissamine—SiR-méthyl se produise. En diluant le mélange 10 fois
(0,1 uM pour chaque protéine), on peut voir une diminution de I’émission a 675 (environ 13%),

ce qui confirme cette hypothese (Figure 103).
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Figure 102: En haut, spectres d’émission et d absorption de la lissamine ; Au centre, spectres d’émission et d’absorption de
la SiR-méthyl ; En bas, spectres d’excitation (a Jem= 600 nm et lem= 675 nm) et d’émission (a Jex= 540 nm) du mélange
ZIF?(lissamine) et ZIFZ"(SiR-méthyl) (1:1) dans un mélange HEPES pH 7,5/BSA/Tween/NaCl (15 mM, 0,1 g/L, 0,05 %,
100 mM)
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Figure 103: Spectres d’émission normalisés d 'un mélange ZIFZn(lissamine)/ZIFZn(SiR-méthyl) (1:1) a 1 pM (noir) et 0,1 pM
(rouge) dans un mélange HEPES pH 7,5/BSA/Tween/NaCl (15 mM, 0,1 g/L, 0,05 %, 100 mM).

B Etude du mélange ZIFZn(lissamine)/ZIFZ"(SiR-méthyl) avec la séquence
d’ADN cible

Le titrage par I’ ADN a été réalisé en procédant comme pour la sonde ZIFZ"(Cs124| DOTA[Tb]),
par incubation d’un mélange de ZIF#(liss) et ZIF?"(SiR-méthyl) en rapport 1:1 a une
concentration de 1 pM avec différentes quantités de duplex d’ADN contenant la séquence cible
5’-TGGGCGCGCCCA-3 (OpuM (0€éq.), 1 uM (1 éq.) et 2 uM (2 éq.)) dans un mélange
HEPES pH 7,5/BSA/Tween/NaCl (15 mM, 0,1 g/L, 0,05 %, 100 mM). Le duplex d’ADN
utilisé est formé a partir du 38-meére 5’-GGTTGCAGTGGGCGCGCCCACAGTACTTG-
AACGT AACG-3’ hybridé avec son brin complémentaire.

Les spectres d’émission de fluorescence mesurés a Aex = 540 nm avec les différents équivalents
en duplex d’ADN sont superposés dans la Figure 104 (B). L’émission de la lissamine a 590 nm
diminue de 40 % lorsque 1 éq. de duplex d’ADN est ajouté. La bande a 675 nm, qui comprend
a la fois I’émission de la SiR-méthyl et la queue de bande d’émission de la lissamine, reste quasi
constante. Ceci indique que la proportion d’émission de la SiR-méthyl par rapport a la lissamine
a augmenté en ajoutant I’ADN suggérant un FRET plus important dG a la formation du
complexe ternaire ADN/ZIF#"(lissamine)/ZIF“"(SiR-méthyl). Ceci est clairement mis en
évidence sur la Figure 104 (C) ou les spectres d’émission ont été normalisés par rapport a
I’émission de la lissamine a 590 nm. On peut estimer par déconvolution des spectres que le ratio
de I’émission de la SiR-méthyl sur celle de la lissamine passe de 0,3 a 0,69, soit une émission
de la SiR-méthyl qui fait plus que doubler lorsque le complexe ternaire se forme. De plus, alors
que la proportion d’émission de la lissamine & 590 nm diminue, les spectres d’excitation de la

bande a 675 nm correspondants a I’excitation de la SiR-méthyl montrent clairement une
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augmentation de la contribution de la lissamine vers 570 nm (Figure 104 (A)). Ainsi, la
lissamine sensibilise davantage la SiR-méthyl quand I’ADN est ajouté, confirmant que la
formation du complexe ternaire s’accompagne d’un transfert d’énergie lissamine—SiR-méthyl
plus important. Finalement, le spectre d’émission reste inchangé apres addition d’un deuxieme
équivalent de duplex d’ADN, ce qui indique que le complexe ternaire est entierement formeé
apres ajout du premier équivalent de duplex. Ceci valide sans ambiguité le principe de la
détection du duplex palindromique ciblé par notre systeme de FRET basé sur des protéines a
doigts de zinc.

Notons cependant qu’outre le complexe ternaire ADN/ZIF#"(lissamine)/ZIF?"(SiR-méthyl),
deux autres complexes ternaires peuvent se former entre 1’ADN et les homo-dimeres
(ZIF*"(lissamine))2 et (ZIF?"(SiR-méthyl)).. Ces trois complexes doivent étre dans des
proportions 50:25:25. Ceci empéche d’aller plus loin dans la caractérisation du systéme,
notamment la détermination de ’efficacité du transfert et des distances entre les fluorophores,
qui nécessite de mesurer précisemment les temps de vie du donneur (lissamine) en absence et

en présence d’ADN.

A

B —oeaon G
— 1éq.ADN
— 26q.ADN

500 550 600 650 550 600 650 700 750 550 600 650 700 750
A/nm A/nm A/nm

Figure 104: Spectres (4) d excitation (Aem=675 nm) et (B) d'émission (1ex=540 nm) de fluorescence sans et avec 1 ou 2 éq.
de duplex d’ADN. (C) Mémes spectres d’émission normalisés par rapport a la lissamine.
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IV Conclusion

La formation d’un hétéro-dimeére ZIF#"(lissamine)/ZIF*"(SiR-méthyl) complexé au duplex
d’ADN contenant la séquence cible 5’-TGGGCGCGCCCA-3’ a été observée par luminescence,
confirmant la possibilité de concevoir un systeme de FRET efficace a des distances de plusieurs
dizaines d’angstroms avec des fluorophores organiques pour détecter I’ADN double brin. Le
systeme développé a permis une augmentation du ratio d’émission du fluorophore accepteur de
0,3 20,69, contre 0,83 a 1,2 pour le systéme de FRET développé par I’équipe d’Hiroshi Uedal*7].
Cependant, aux concentrations utilisées (1 uM), le FRET s’établit en absence d’ADN. Notons
que I’ordre choisi dans ce manuscrit pour la présentation des résultats n’est pas chronologique.
Les protéines pures n’ont pu étre obtenues qu’a la fin de la thése et nous n’avons pas eu le temps
de pousser aussi loin qu’il le faudrait certaines analyses. Notamment, la caractérisation de
I’interaction ADN/protéine par des techniques de biologie moléculaire (retard sur gel et foot-
printing) n’a pas été réalisée et les études de luminescence pourraient étre complétées. Il nous
reste encore a mieux caractériser ce systeme. Il faudrait confirmer la stoechiométrie 1:1:1 du
complexe par des titrages plus fins avec des quantités de duplex sub-steechiométriques, évaluer
I’affinité de la sonde pour le duplex cible et vérifier qu'un duplex d’ADN qui ne contient pas

la séquence cible n’est pas reconnu.

Néanmoins, ces premiers résultats semblent établir la preuve de concept de la détection d’ADN
double brin par fluorescence a I’aide de la protéine Zif12 dont quelques acides aminés ont été
modifiés.

Les larges spectres d’absorption et d’émission des deux fluorophores utilisés ainsi que leurs
faibles déplacements de Stokes sont des inconvénients intrinseques au FRET entre fluorophores
organiques. Cela diminue la sélectivité de 1’excitation et fait que I’interaction avec la cible n’est
pas mise en évidence de maniére optimale. Les bandes d’émission fines des lanthanides
permettraient de gagner en sélectivité spectrale et de réaliser plus facilement de la détection
résolue en temps pour améliorer le rapport signal/bruit, ce qui peut étre critique quand on
travaille a faible concentration en milieu biologique. C’est pourquoi, a ce stade, il semble
justifié de continuer le projet en incorporant un complexe de lanthanide comme donneur
d’énergie dans le systeme. Pour cela, il faut synthétiser des complexes de lanthanides avec des
propriétés photophysiques intéressantes pour notre systeme et conjugables a des biomolécules.

C’est ce que nous décrivons dans le chapitre suivant.
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Chapitre III : Synthese de complexes de lanthanides

Pour établir un FRET efficace d’un complexe de lanthanide vers un fluorophore, le complexe
de lanthanide doit étre fortement luminescent, ¢’est-a-dire avoir un rendement quantique le plus
élevé possible et si possible une absorption intense. Une large gamme de complexes de
lanthanides possédant une antenne introduite au sein du complexe ont été développés depuis la

découverte de ’effet d’antenne en 1942 par S. Weissman(*%2,

Les complexes d’europium et de terbium présentent une émission dans le visible compatible
avec de nombreux fluorophores organiques tels que la lissamine ou la SiR-méthyl que nous
avons utilises pour notre premiere sonde de seconde génération. Ce sont aussi les deux
lanthanides pour lesquels il est possible de concevoir aisément des complexes avec de bons

rendements quantiques et de longs temps de vie de luminescence.

Les complexes a intégrer sur le systeme de sonde de seconde génération doivent remplir certains

critéres de sélection. Ils doivent :

- posséder un rendement quantique le plus fort possible,

- étre stables thermodynamiquement, et si possible cinétiquement,
- posséder une fonction de bioconjugaison,

- étre solubles dans I’eau, et

- @étre facilement synthétisables.

Pour ce dernier point, il nous semblait intéressant de limiter I’effort synthétique en réfléchissant

a une stratégie de synthése divergente pour les ligands et leurs complexes.

En plus de tous ces critéres, nous en avons ajouté un dernier qui est d’avoir un complexe
permettant une absorption bi-photoniquel!®®l. Cette propriété n’est pas requise dans I’'immédiat
pour notre projet et pour la preuve de concept de détection d’ADN double brin séquence
spécifique que nous souhaitons apporter. Cependant, elle est utile pour d’autres projets
développés dans 1’équipe, visant a élaborer des sondes pour la détection par microscopie

confocale dans des cellules. 1l pouvait donc étre intéressant de disposer de tels complexes.
I Introduction

1) Complexes bioconjugables
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La conjugaison d’un complexe de lanthanide sur une biomolécule requiert I’introduction d’une
fonction de couplage lors de la synthése du ligand. Soit le ligand est couplé puis métallé par la
suite, soit le complexe est directement couplé. La fonction de couplage doit donc étre
chimiquement compatible avec la biomolécule, mais aussi avec toutes les étapes de synthése

réalisées pour le couplage et en post couplage du complexe (ou du ligand).

Deux grandes classes de fonctions de couplages sont utilisées pour la bioconjugaison de
complexes de lanthanides. La premiére classe est composée de fonctions réagissant avec les
amines (Figure 105). Par exemple, le complexe noté ici [Tb(L-SCN)] décrit par K. Mitrunen(*>
en 1995 comporte une fonction isothiocyanate permettant aprés réaction avec une amine la
formation d’une thio-urée. L’introduction d’une fonction chlorosulfonyle par réaction d’acide
chlorosulfonique sur un cycle aromatique, comme utilisé sur le ligand BCPDA décrit par
R. Evangelistal*®], permet 1’obtention d’une fonction réactive avec les amines, le principal
défaut de cette technique étant le manque de sélectivité sur la position de fonctionnalisation du
cycle aromatique lors de I’introduction de la fonction chlorosulfonyle. Des fonctions telles que
la dichlorotriazines ont aussi été décrites comme fonction de bioconjugaison, comme sur le
complexe noté ici [Tb(L-Clatriazine)] de V. Mukkalal*®®! conjugable sur une amine. Les esters
de N-hydroxysuccinimidyl (NHS) permettent quant a eux le couplage du complexe par réaction
avec une amine conduisant a la formation d’un amide, comme avec le complexe [TbL-(H20)]de

L. Charbonniére®7,

SCN
S)
HO,C co
N=N NN
N _ N
| X N | A |
_N N__~ N
Tb%*
9 N 3+ X
0,C” N Tb | N
©)
=
cof  Coc CO, O,C
[Tb(L-SCN)] [TbL*(H,0)]
Cl
©)
0,C N)\IN
\N)\CI

[Tb(L-Clytriazine)]

Figure 105: Exemples de ligands et de complexes de lanthanides bioconjugables
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La seconde classe de fonction de bioconjugaisons est composée de groupements réagissant avec
les thiols. Ces fonctions de couplage n’étant pas utilisables pour le projet a cause des quatre

cystéines de la protéine qui doivent coordonner le zinc, nous ne nous y intéresserons pas.

Les limites des complexes bioconjugables présentés et de ceux décrits dans I’ensemble de la
littérature sont en général I’absence d’un des criteres de sélection tels que la solubilité en milieu
aqueux ou une stabilité cinétique et thermodynamique insuffisante. Par exemple, pour ce
dernier point, les polyaminocarboxylates linéaires sont connus pour étre moins stables que leurs

analogues cycliques(*®®l.

Le développement de complexes de lanthanides correspondant aux critéres de sélection est donc
nécessaire. Dans 1’optique d’une synthése divergente de différents complexes, des

modifications minimes entre les antennes sensibilisant différents lanthanides sont recherchées.
2) Complexes d’europium a absorption bi-photonique

En 1996, H. Takalo a décrit une antenne a transfert de charge de type pyridine-alcyne-aryl

possédant des propriétés d’absorption bi-photonique et permettant la sensibilisation de

1’europium!**¥ (Figure 106). Depuis, de nombreux dérivés de cette antenne ont été utilisés afin
[160],[161],[162],[163] )

réaliser I’'imagerie confocale cellulaire

Figure 106: Complexe d’europium décrit par H. Takalo

Parmi les complexes d’europium décrits dans la littérature, certains des complexes d’O. Maury
semblent intéressants, car remplissant tous les critéres de sélection excepté la présence d’une

fonction de conjugaison.

Le complexe [Eu-L'] (Figure 107 gauche) composé d’un macrocycle TACN (1, 4, 7,
Triazacyclononane) et de trois antennes de type pyridine-alcyne-aryl comportant en position

para un groupement O-alkyl posséde un rendement quantique de 25%['% dans un mélange
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H,O/MeOH 3 :1. Son analogue [EueL3coo)] (Figure 107 droite) comportant une fonction
sulfobétaine en position para de I’antenne posséde un rendement quantique de 18%!%! dans
I’eau. Ils présentent tous les deux des propriétés d’absorption bi-photonique, vers 700 nm. Le
groupement pyridine-alcyne-aryl est un chromophore de type « push-pull » avec le groupement
O-alkyl électro-donneur et la pyridine électro-acceptrice. Il sert d’antenne pour I’europium. Ce
type d’antenne a transfert de charge posséde des propriétés d’absorption mono et bi-photonique
intéressantes. Les deux complexes ne se différenciant que par la fonction O-alkyl, on observe
que I’on peut changer le substituant de la fonction éther sans affecter notablement le rendement

quantique.

)
SO,

{
N

Figure 107: Complexes d'europium sur base d’un ligand TACN portant des groupements O-donneur décrits par

Un autre complexe d’europium décrit par O. Maury noté [Na][Eu(L?)], composé d’un ligand
DO3A et d’une antenne de type pyridine-alcyne-aryl comportant en position para un

groupement S-alkyl (Figure 108) posséde un rendement quantique de 28%[*®! dans 1’eau.

—~3
(0]

[Na][Eu(L?)]

Figure 108: Structure du complexe [Na][Eu(L?)]
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3) Complexes de terbium a absorption bi-photonique

En 2005, V. Werts a décrit une antenne a transfert de charge de type pyridine-aryl permettant
de sensibiliser le terbium par absorption bi-photoniquel'®”l. D. Parker et O. Maury ont
indépendamment introduit cette antenne sur des ligands DOTA et TACN avec des rendements
quantiques en phase aqueuse de 5,4%![81 pour le complexe TbL® (Figure 109 droite), et

30%[189L1L701 hour le complexe no3A3paTh (Figure 109 gauche).

0<3
o}
©
o Hk o
o}
o} N
L
0”0
=
HZO\ NS |
\\ N
O N s
/N7
0 \ \\\\E,// »
N--Tb- -N
(/™) =0
SN
no3A3paTb Ry=R,=H 0\[%
no3A%aTb Ry=Me, Ry=H o oL

no3A%aTb R,=R,=Me

Figure 109: Complexes de terbium décrits par O. Maury (a gauche) et D. Parker (a droite)

Le complexe no3A3paTh a été décliné en deux autres complexes no3A*paTh et no3A%paTh,
pour lesquels I’introduction de groupements méthyles en position ortho du phényl permet
d’éviter la désexcitation de la molécule en empéchant sa rotationl!™. Le complexe
(no3A%paTb) posséde dans I’eau un rendement quantique de 74% tandis que celui du complexe

(n03A°paTh) est & 65%.
4) Conclusion

Les complexes décrits par O. Maury semblent intéressants car possédant de haut rendements
quantiques ainsi qu’une stabilité thermodynamique apportée par ’utilisation de ligands TACN
ou DO3A. Les trois antennes de ces complexes, notés picAry, picAr, et picArs pour la suite de
ce manuscrit (Figure 110) doivent donc étre introduites au sein de complexes possédant une

fonction de bioconjugaison.
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A A
o}‘ﬁ o] S
2 fl I
\N O - -
OH SN o SN o
picAry OH OH
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Figure 110: Structures des différentes antennes a introduire dans des complexes de lanthanides

La possibilité de synthétiser deux ligands contenant des antennes de type pyridine-alcyne-aryl
ou pyridine-aryl en utilisant une stratégie d’assemblage divergente a été décrite par O. Maury,

permettant la synthése d’une partie commune facilitant ainsi la synthése (Figure 111).

Figure 111: Stratégie de synthése divergente utilisée par O. Maury permettant la synthése soit de complexes d'europium, soit
de complexes de terbium par des réactions de couplage de Sonogashira (pour le complexe d’europium), ou de Suzuki-Miyaura
(pour le complexe de terbium)

II Design des complexes de lanthanides, de leurs ligands et stratégie
de synthese

Le complexe de lanthanide [Na][Eu(L?)] (cf Figure 108) posséde un squelette DO3Apicolinate
avec une seule antenne (DO3A = acide 1,4,7,10-Tétraazacyclododecane-1,4,7-triacétique). Par

ailleurs, il a été remarqué plus tot la possibilité de modifier le substituant du groupe électro-
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donneur de I’antenne pyridine-alcyne-aryl sans affecter le rendement quantique. Une fonction

de conjugaison peut alors y étre introduite en remplacement de la chaine PEG.
1) Design des complexes

Nos cibles sont les trois complexes de lanthanides basés sur le squelette DO3Apicolinate,
chacun portant une des trois antennes picolinate décrites dans la Figure 110. Nous conjuguerons

ces complexes aux protéines par le groupement électro-donneur (Figure 112).

s
oA
® ®
— (0] bz (6]
% ’/N o) @O ’/N o
NN = - -y TN .-
R 0:& C% g Lyl
N---Tb*N N———Eu3+N N--"EuN
k S \\\ O \ O < . \\\_\FO
YN ,/N\/ G YNy
, S , h ,
20 S O
0 o} 0

Figure 112: Structures des trois complexes de lanthanides & obtenir, basés sur le complexe [Na][Eu(L?)]
Deux stratégies peuvent étre envisagées pour I’obtention d’un conjugué peptide/complexe de
lanthanide : soit I’introduction du complexe (ou du ligand sous forme protégée) est réalisée lors
de la synthése peptidique, sur support ; soit une post-fonctionnalisation du peptide purifié est
réalisée par couplage du complexe (ou du ligand) grace a une réaction chimiosélective dans

I’eau.

A Couplage par chimie click

La stratégie de couplage par réaction chimiosélective permet la syntheése d’une unique protéine
comportant une fonction de couplage. L’introduction du chromophore peut ainsi étre réalisée
en derniére étape de la synthése des sondes sur la protéine assemblée, facilitant ainsi la synthéese
des peptides (Figure 113).

Chromophore

Chromophore
| Q

C ) _F2 X _F3_ )}-NH, © > C F1_ ) _F2 X__F3_ ) NH,

Figure 113: Etape d'introduction du chromophore une fois la protéine formée
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Quatre réactions chimiosélectives sont largement utilisées en synthese peptidique (Figure 114):

- lacycloaddition de Huisgen, catalysée au cuivre permet la formation d’un 1,2,3 triazole
par réaction d’un azoture et d’un alcyne vrail*™],

- le couplage thiol-maléimide, qui aprés une réaction d’addition de Michael entre un thiol
et un groupement maléimide, permet la formation d’une imide saturéel*72,

- la ligation oxime, impliquant une oxyamine et un carbonyle, qui aprés réaction de
condensation conduit & la formation d’une fonction éther d’oximel*”],

- La ligation tétrazine, basée sur une réaction de Diels-Alder entre une tétrazine et un

alcéne pauvre en électronsi*’l,

R1\
Cycloaddition Huisgen Ri—Nj =R, > N/\BfR
N:N 2
o
Couplage thiol-maléimide R;—SH | N-R, —> N-R,
Ri<g
PLON
o) N| Rs
o : PN —_—
Ligation oxime RZ)J\R1 H,N Rj RZ/kR1
R, Rz
Ligation tétrazi g . I
igation tétrazine NYN _N
R, R, Ri R

Figure 114: Exemples de réaction de chimie click
La cycloaddition de Huigsen nécessite 1’utilisation de cuivre(I), ce qui la rend tres difficilement
maitrisable avec les peptides comportant des cystéines, histidines et méthionine comme c’est le
cas pour la protéine ZIF que nous utilisons. Pour le couplage thiol-maléimide, du fait de la
présence de quatre cystéines pour complexer le zinc dans la protéine ZIF, il apparait impossible
d’introduire une cinqui¢me cystéine et de la faire réagir selectivement. La ligation oxime a déja
été testée au laboratoire par Céline Cepeda, et s’est avérée incompatible avec le groupement
SEA. La derni¢re méthode de ligation tétrazine, elle, n’a jamais été¢ décrite comme étant
compatible avec la ligation native (SEA ou autre), et requiert donc de nombreux tests et
optimisations. En effet, la tétrazine n’est pas compatible avec la SPPS en chimie Fmoc/tBu mais
I’introduction d’une oléfine au cours de la synthése peptidique 1’est. Sa compatibilité avec les

conditions de ligation native reste a démontrer.
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B Couplage lors de la synthese peptidique

A cause de I’impossibilité ou la difficulté de réaliser un couplage par réaction chimiosélective,
le complexe doit étre introduit lorsque le peptide est toujours supporté sur résine. La stratégie
la plus simple a mettre en ceuvre est celle d’un couplage dans des conditions de couplage
peptidique classiques. Ainsi, la molécule (ligand ou complexe) a conjuguer peut par exemple
comporter une fonction acide carboxylique ou sulfonique (activable) pour réagir avec une
amine libre déprotégée sélectivement sur le peptide (obtenue par exemple a partir d’une
Lys(Alloc) déprotégée sélectivement au Pd®). Nous avons retenu ’acide carboxylique comme
fonction a introduire au niveau du groupement O ou S-alkyl électro-donneur et nous avons
choisi un espaceur CHa. Aprés réaction avec le peptide, un lien amide stable sera obtenu (Figure
115).

Peptide Peptide
NH
oy s

Figure 115: Structure des différents complexes attendus, couplés a un peptide (en bleu, lien amide liant le complexe au peptide ;
en vert, espaceur CHy)

Il est a noter que d’autres stratégies sont possibles, comme ’utilisation d’une amine gréffable
sur un glutamate ou un aspartate, ou alors 1’utilisation d’un acide aminé non-naturel dont la
chaine latérale serait le complexe. Cette dernieére option est incertaine du fait de
I’encombrement d’un tel acide aminé (de précédents tests avec un acide aminé
Lys(DOTA(tBu)s)) se sont révélés infructueux7l).,

C Stratégies de couplage

Deux stratégies de couplage peuvent étre envisagées pour la formation d’un lien amide entre le
complexe et le peptide. La premiere stratégie consiste a utiliser un pro-ligand ayant des

groupements protecteurs (GP) sur 1’ensemble des acides carboxyliques du squelette

105



Chapitre 111

DO3Apicolinate mais pas sur celui du groupement électro-donneur de 1’antenne (Figure 116
A). Une fois le lien amide formé, le peptide est décroché de sa résine puis les groupements GP
sont éliminés et le ligand métallé au lanthanide. L’idéal dans ces conditions est la déprotection
des groupements GP lors de I’étape de décrochage du peptide. Le groupement protecteur de
choix des acides carboxyliques dans ces conditions (TFA + piéges) serait un groupement tBu.
Cependant, il a été observé au laboratoire la difficulté d’éliminer ces groupements protecteurs
avec les chélates de type DO3A picolinate. Il a été choisi de protéger les acides carboxyliques

sous forme d’esters méthyliques (GP=Me), facilement hydrolysables en conditions basiques.

La seconde stratégie est le couplage direct du complexe sur une amine libre du peptide. Les
quatre acides carboxyliques du complexe coordonnés au lanthanide devraient étre moins
réactifs que I’acide du groupement électro-donneur de I’antenne, permettant une activation
sélective. Le lanthanide jouerait ainsi le réle de groupement protecteur (Figure 116 B). Cette

stratégie a déja été utilisée par le groupe de L. Charbonniérel*76],

(]
OH NH
oy oy
A] (0] (0]
(
A

o NH

PG\ N Activateur 0/\”/

O O. .
o (\N/w PG DIEA; DMF

Peptide .
NH,
o Activateur
DIEA; DMF

Figure 116: Stratégies de couplage envisagées avec pour exemple le complexe de terbium. A] Couplage du ligand. B] Couplage
du complexe de lanthanide.

2) Stratégie de synthese
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La synthese de deux ligands différents est requise suivant la stratégie de couplage choisie. Le
couplage par pro-ligand requiert I’introduction d’un groupement protecteur sur 1’acide
carboxylique de la partie électro-donneur orthogonal aux autres présents sur le reste du ligand.
Ces derniers étant des groupements méthyles basico-labiles, I’introduction d’un groupement

tBu acido-labile a été choisi (Figure 117).

Pour le couplage direct du complexe, un groupement protecteur méthyle a été choisi afin

d’obtenir le ligand libre en une unique étape d’hydrolyse (Figure 117).

OH o. OH OH
O/E( o/\g/ GP O/E( o/\g

= = = = —]e
\ \N| o] I (0] | (o] NI (0]
oL N B P N O o o W R

NK/N\)N*>:O GP tBu \)~>:o \)~>:O N- T"\lb\/l\l\~>:o
m) %

Figure 117: Groupements protecteurs a introduire sur le ligand pour les deux stratégies de couplage

Ces molécules ont en commun le squelette DO3Apicolinate protégé, noté DO3AMe:picMe) et
seul le groupement protecteur présent sur 1’acide carboxylique du groupement électro-donneur
de I’antenne différe. Six composés différents (trois antennes et deux voies de couplages)
peuvent ainsi facilement étre synthétisés en utilisant une synthese divergente sur 1’entité
DO3AMexpicMe) (Figure 118).

O

(e}

oY% | oy ey
| o] '

| ' : i
0 l o

DO3AMekpic(Me)

P &* CREPe;
| I

Ar,(BY) E ' Ar,BY) ' Ary(BY)

Figure 118: Structures des différents ligands a synthétiser
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En suivant I’exemple d’O. Maury (Figure 111), des réactions de couplages de Suzuki-Miyaura

ou Sonogashira entre le chélate DO3AMe3picMe)l (Figure 119) et différents composés aryl ou

alcyne-aryl facilement synthétisables (notés 1b, 1°b, 2b, 2°b, 3b, 3’b ; Figure 120) doivent nous

donner acces aux composes Vvisés dans la Figure 118.
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Synthese de complexes de lanthanides

III Synthese des ligands

1) Synthese du macrocycle DO3AMe)spjc(Me)]

Comme illustré sur la Figure 121, la synthese de la partie commune notée
DO3AMe:pjcMe)[eNaBr est réalisée en 6 étapes, comprenant une derniére étape de synthese

convergente impliquant les composés DO3AMes gt 7,

1) SOCI,/DMF

Nal, ACN NaBH,
65C ACC| MeOHOC
MeOH Ultrasons 70%
60%
80‘V
MsCl
NEt; 97%
o THF
(0] \ ® ~Br
~ |
N BFA[( 0 N
H 0 o:& H, CH3CN /
NH  HN N N NayCOg |
K/H\) AcONa K/ \) o 95% /O \N OMs
N DMF N
85% % o 7
_0
(e}
DO3AMe); |

| 0

oz&f“‘ﬁ O
o)

DO3AMe)pjcMe)|.NaBr

+NaBr

Figure 121: Schéma de synthése de la partie commune DO3AMe3picMe)[eNaBr

A Synthese du composé 7

Le composé 7 a été obtenu en 4 étapes déja décrites dans la littératurel*’". Une réaction de
chloration de I’acide chélidamique par réaction de Vilsmeier-Haack suivie d’une méthanolyse
(acide) conduit au diester 4 comportant un atome de chlore en position-4 de la pyridine. Dans
une seconde étape, I’atome de chlore est substitué par de I’iode par une réaction de substitution
nucléophile aromatique en présence d’exces de chlorure d’acétyle et d’iodure de sodium dans
I’acétonitrile sous ultrasons, pour donner le composé 5. Le composé 6 dissymétrique a été
obtenu par une étape de mono-réduction au borohydrure de sodium dans un mélange

DCM/MeOH 2:3. Finalement, 1’alcool obtenu a été activé par réaction avec du chlorure de
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mésyle, conduisant au composé 7. Les étapes de syntheses ont été optimisées, notamment
concernant la purification des produits, ou désormais seules deux étapes de purifications sont
nécessaires. Une premiére par cristallisation par diffusion du composé 5, puis une seconde par

chromatographie sur gel de silice pour le compose 6.

B Synthese du DO3AMe)s

Le composé DO3AMe) g été synthétisé en suivant le protocole décrit par B. Jagadish*"8l. Trois
équivalents de bromure d’acétyle ont été ajoutés sur du cycléne dissout dans du DMF en
présence d’acétate de sodium. La formation de produit tétra-substitué (en faible quantité) et la
présence d’acétate de sodium ont requis I’optimisation de I’étape de purification. En dissolvant
le brut de réaction obtenu dans de 1’acétate d’éthyle, le produit tétra-substitué a pu étre éliminé
sous forme de précipité par centrifugation. L ’acétate de sodium a pu quant a lui étre éliminé par
I’étape de purification par chromatographie sur gel de silice décrite dans le mode opératoire

original.

C Couplage final

La réaction du DO3AMe: sur le composé 7 conduisant au DO3AMe:picMe)|eNaBr a été
réalisée dans D’acétonitrile en présence de carbonate de sodium. La purification par
chromatographie flash de ce produit a été testée dans de multiples conditions (éluants, phases
stationnaires), mais semble impossible di a 1’affinité du composé pour la phase stationnaire
silice ou alumine. Finalement, une étape de précipitation dans 1’acétate d’éthyle a permis
d’éliminer I’excés de DO3AMe): présent dans le brut réactionnel. Le DO3AMe:picMe)leNaBr
a ainsi pu étre obtenu avec un rendement global de 26% sur les 6 étapes de synthése. Des
monocristaux de ce composé ont été obtenus par évaporation lente d’une solution dans CDCla.
La structure RX (Figure 122) montre le composé DO3AMe3pic(Me)] complexé a un ion Na* par
cing azotes (les quatre azotes du cyclene et celui du picolinate) et trois oxygeénes (deux fonctions
carbonyles des bras esters et le groupe méthoxy du picolinate). Un anion bromure est présent

pour neutraliser la charge.
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«cf/(
"T—

Figure 122 : Structure RX du composé DO3AM®3pic(MaeNaBr. Distances (A) : Nal--N1 2,630 (2), Nal---N2 2,532 (2),
Nal--N3 2,573 (2), Nal--N4 2,610 (2), Nal--N5 2,612 (2), Nal--O2 2,962 (2), Nal--021 2,730 (2), Nal--O31 2,585 (2).

2) Synthese des substituants Ari (i=1, 2, 3)

A Ari

Les esters boroniques 1b et 1b’ ont été obtenus en deux étapes (Figure 123). Une premiére
réaction d’alkylation de Williamson a été réalisée entre du 3-méthyl-4-bromophénol et du
bromoacétate de méthyle ou de tert-butyle en présence de carbonate de potassium, conduisant
a la formation quasi-quantitative de 1la et 1a’. Une seconde étape de réaction de borylation a
été réalisée en présence de palladium bis(triphénylphosphine) dichlorure, de triéthylamine et de

pinacolborane a 95°C conduisant aux composeés 1b et 1b’ avec d’excellents rendements.

H
_B,
OH Br/\[(O\R o/\[(O‘R ;{ o/}(o\R
o o 0

_—

K,CO3; DMF PdCl,(PPh3),
Br 17h, rt Br TEA, Dioxane
17h; 95°C %/_ﬁ
R=Me 1a (92%) 1b (82%)
R=tBu 1a’ (97%) 1b’ (83%)

Figure 123: Schéma de synthése des composés 1b et 1’
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B Ar:z

Les composés 2b et 2b” ont été synthétisés en deux etapes quasi quantitatives, avec d’abord,
comme précédemment une alkylation de Williamson sur I’iodophénol pour donner les
composés 2a et 2a’ (Figure 124), puis un couplage de Sonogashira en présence de palladium
bis(triphénylphosphine)  dichlorure, de triéthylamine, d’iodure de cuivre(I) et
d’éthynyltriméthylsilane. Contrairement a la réaction de borylation, le couplage de Sonogashira
a eté realisé a température ambiante, les composés iodés étant plus facilement activables pour

ce type de réactions de couplage au palladium(0).

OH Br/\[(O\R O/\I(O\R \Si—E o/\ﬂ/O\R
O O

/ \ (0]
K,CO3; DMF PdCI,(PPhs),
I 16h; rt [ Cul; TEA
DMF Il
15h; rt /Sii
R=Me 2a (100%) 2b (95%)
R=tBu 2a’ (75%) 2b’ (99%)

Figure 124: Schéma de synthese des composés 2b et 25’

C Ars

Le composé 3b a été synthétisé de maniere analogue a 2b et 2b’ avec toutefois quelques
différences (Figure 125). La sensibilité a 1’oxygene du 4-bromothiophénol en solution, ainsi
que le thioéther formé, requiérent des conditions anaérobies en travaillant sous argon. Les
conditions du couplage de Sonogashira ont été modifiées par rapport aux conditions utilisées
pour les produits 2b et 2b’, le composé de départ comportant un atome de brome étant plus
difficilement activable pour une étape d’addition oxydante lors de la réaction de couplage. Les
conditions de couplage décrites par S. Buchwald[*"® avec une alkylphosphine riche en électrons
ont permis d’obtenir le composé 3b avec un excellent rendement en réalisant la réaction a

température ambiante pour éviter I’oxydation du thioéther.
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o. o.
SH Br/I(O\R SR = S/r R

0 /\
K2COs; DMF PdCl,(PhCN),
Br 17h; rt Br Cul; P(tBu)s
Di-isopropylamine ‘ ‘
Dioxane si”
~
16h; rt
R=Me 3a (62%) 3b (92%)
R=tBu 3a’ (non synthétisé) 3b’ (non synthétise)
Figure 125: Schéma de synthese des composés 3b et 35’
3) Synthese des ligands DO3ApicAri
A Couplages de Suzuki-Miyaura
i DO3ApicAr:
o /ﬁ(o\ o /ﬁ(OH
/ﬁ(o\ ° °
o)
[ o)
] ] ]
o) B o o
o Yo 1b

\ SN \ SN SN
o} e} OH
S T S O A R T S AN

—_—

+NaBr

u)}o T (g ?J¥

CsF, TEA
- THF -
[o) 90°C, 17h o) [e)
DO3AMe)kpic(Me)|.NaBr DO3AMekpicMe)ar, (Me) DO3ApicAr, (92%)

Figure 126: Synthése du ligand DO3ApicAry

Le pro-ligand DO3AMeRpicMeAr;(Me) comportant I’antenne pyridine-aryl a été obtenu par un

couplage de Suzuki-Miyaura entre les composés 1b et DO3AMespicMe)| (Figure 126). Les

conditions du couplage ont d0 étre adaptées, les conditions classiques ne permettant pas

I’obtention du produit attendu. Les premiers essais de synthese ont conduit a I’observation des

produits de départ lors de 1’analyse par RMN du brut de réaction. L’étape d’addition oxydante

sur I’ester boronique n’avait alors certainement pas lieu. Ce manque de réactivité peut étre

contourné par addition de fluorures dans le milieu réactionnel pour former un trifluoroborate

plus réactif que 1’ester boronique™’. O. Maury avait déja observé ce manque réactivité, qu’il
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a réussi a contourner en utilisant du fluorure de césium™8, En reprenant ces mémes conditions,
le composé DO3AMespicMe)Ar (M) 3 pu étre obtenu. Les purifications par chromatographie
flash se sont révélées impossibles, le produit restant accroché a la phase stationnaire. Le
composé DO3AMe:picMe)Ar;(Me) étant soluble dans I’eau, il a été extrait du brut de réaction
par de I’eau sous ultrasons. Apres lyophilisation, une purification par HPLC préparative a
permis d’isoler le composé DO3AMe:picMe)Ar1(Me) pour le caractériser par RMN et ESI/MS.
Cependant, cette purification HPLC n’est pas nécessaire pour la suite et le produit peut
directement étre engagé dans la réaction suivante apres lyophilisation. L’hydrolyse basique
(NaOH 1 M) suivie d’une purification par HPLC a permis d’obtenir le ligand DO3ApicAr1
avec un rendement de 92% (Figure 126).

ii DO3AMe)3pjcMe)Ary

| o
= = =
| O | O | O

S ~ S JE SR
L J“F ST J“Fo —’ J_>:°

CsF, TEA
0 THF /O /O

[e) 90°C, 17h [e) [e)

DO3AMekpic(Me)|. NaBr DO3AMe)pjcMelpr, (tBU) DO3AMe)picMelAr, (61%)

Figure 127: Synthése du ligand DO3AMe3picMeAr;

Le composé DO3AMekpicMeAr (BY) 3 été obtenu par couplage de Suzuki-Miyaura entre 1b’
et DO3AMespicMe)| dans les conditions données ci-dessus (Figure 127). Une déprotection
sélective du groupement protecteur tBu au TFA a été realisée pour donner aprés purification
par HPLC préparative le ligand DO3AMe:picMeAr; avec un rendement de 61% sur les deux
étapes. Nous nous sommes aper¢u que 1’intermédiaire DO3AMERpicMOAr(BY était trés
sensible aux conditions acides, 1’ester tBu du groupe Ar-O-CH2COOtBu s’hydrolysant trés
facilement en milieu méme Iégérement acide. Ceci a été observé pour chacun des composés de
la famille DO3AMe:picMeIAF(BY) (i =1, 2).

B Couplages de Sonogashira

i  DO3ApicAr:
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o /\n/o\ o /ﬁ(OH
) o)

\ N
[e]
O:<;(\ /\ O\+NaBr /Sii 2 O:<;N[N/\N O MOK(\N/\ OH
.
Ll T L X
~ ﬁw) DMF /OW) ) HOV
i 90°C, 17h 0 °

DO3AMe)picMe)l.NaBr DO3AMe)pic(MeIAr, (Me) DO3ApicAr, (70%)

Figure 128: Synthése du ligand DO3ApicAr:

Le couplage de Sonogashira entre 2b et DO3AMespicMe)] (Figure 128) avec désilylation in
situ de I’alcyne conduit, dans des conditions de couplage classiques (catalyseur au palladium(0),
Cul en quantité catalytique, base), au produit DO3AMe3picMe)Ar,(Me) attendu mais avec la
coordination du cuivre a I’état Cu?* dans le macrocycle. Il n’a pas été possible de séparer la
molécule métallée au cuivre. Cu* est un co-catalyseur de la réaction de Sonogashira qui favorise
la déprotonnation de I’alcyne vrai. Le pro-ligand DO3AMe:picMeAr,(Me) g pu étre obtenu en
supprimant le co-catalyseur Cul, comme 1’a décrit O. Maury pour d’autres composés
macrocycliques™®. Aprés hydrolyse et purification par HPLC, le ligand DO3ApicAr: a été

obtenu avec un rendement de 70%.

ii DO3AMe)3pjcMe)Ar;

o:&fN/\ o\+NB s 2b' Oi(Nw o i OZ&N{N} O
?J¥ T e T L0 T o

TBAF, TEA
THF - -

O 90°C, 17h

DO3AMekpjc(Me).NaBr DO3AMekpic(Me)Ar,(tBu) DO3AMe)picMe)Ar, (50%)

Figure 129: Synthése du ligand DO3AMe3picMeAr,
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Le pro-ligand DO3AMe:pic(Me)Ar, a été obtenu avec un rendement de 50% par couplage de
Sonogashira entre 2b’ et DO3AMe3picMe) suivi d’une déprotection sélective au TFA (Figure
129).

ili DO3ApicArs

o OH
T T
s/\[(o\
| 0 l l
= = =
~ (@) NS | (@] O
% N I % N OH N
N o) N o N OH
0:&[ /\ b _sil % OZ&N[ /? > NaOH (1M) OZ&N[ w

N N +NaBr @ —M8M8 > I
&NJ‘%O PACI,(PPhs), &NJ‘%O &N\)‘%O
o] TBAF, TEA o] HO
/O\H) \ DMF /O\[H \ HO
o) 90°C, 17h

DO3AMekpicMe)|.NaBr DO3AMekpjcMe)ar,(Me) DO3ApicAr; (72%)

Figure 130: Synthese du ligand DO3ApicArs

Le ligand DO3ApicArs a été synthétisé selon le méme protocole que le ligand DO3ApicAr:

(Figure 130), avec un rendement de 72% sur les deux étapes.

4) Remarque sur la caractérisation des ligands

Tous les ligands ont été caractérisés par ESI-MS, HRMS, et par RMN 'H et RMN 3C. Les
spectres RMN *H des ligands obtenus ont premiérement été difficilement interprétables a cause
de résonances trés larges. Les spectres RMN dans le solvant DO ont montré une meilleure
définition des pics lorsque la température de 1’échantillon augmente (Figure 131). Ainsi, a
353K, tous les protons du composé sont visibles, facilitant notamment 1’identification des
composés sur des spectres RMN de produits bruts. Les spectres RMN a 353 K des ligands sont

donnés en annexes.
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L ||} U 353K
| ||] Nl 343K

6 (ppm)

Figure 131: Spectres RMN *H du ligand DO3ApicArs a 298, 323, 343 et 353K

5) Conclusion

La stratégie de synthése divergente est validée et permet d’obtenir les ligands avec des
rendements satisfaisants. Les différentes étapes ont été optimisées afin de limiter les étapes de
purifications notamment apres les couplages au palladium, pour lesquels une extraction a I’eau
permet désormais d’éliminer la majeure partie des sous-produits en un minimum de temps. Le
DO3AMexpicMe) 3 aussi été obtenu avec un bon rendement, et sa structure RX a été résolue,

montrant la présence de sels de bromure de sodium.
IV Complexes [Ln(D0O3ApicAr;)]-
1) Synthese

La métallation du ligand DO3ApicAr; a éte réalisée de la fagon suivante. Le ligand est dissout
dans de I’eau MilliQ, puis la solution est amenée a pH 9 par ajouts de triethylamine apres ajout
d’un exces de TbClz. Le milieu réactionnel est agité une nuit & température ambiante puis
centrifugé. Le surnageant est récupéré et évaporé a sec. Le solide obtenu est précipité dans de
I’acétone, trituré aux ultrasons, puis centrifugé. Cette étape est répétée plusieurs fois, puis le
solide obtenu est séché. L’analyse ESI-MS du produit obtenu est en accord avec la formation
du complexe [Th(DO3ApicAr1)] (Figure 132).
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Figure 132 : A gauche, spectre ESI-MS du complexe DO3ApicArz1; A droite, massif isotopique expérimental et théorique
(Masse calculée: 800,16 [M-H]-, 399,58 [M-2H]?%, pour M = C3oH3sNs011Th).

Des monocristaux de ce complexe ont été obtenus par évaporation lente d’une solution dans un
mélange méthanol/eau. La structure cristallographiqgue montre deux complexes
[Tb(DO3ApicAri)] pontés par deux ions Na" au niveau du groupement carboxylate des
picolinates (Figure 133). Chacune des unités [Tb(DO3ApicAr1)]” confirme I’internalisation de
I’ion Tb3* dans le ligand macrocyclique. Le terbium est nona-coordonné avec dans sa sphére
de coordination 5 atomes d’azotes (les quatre atomes d’azotes du cyclene et celui du picolinate)
et quatre atomes d’oxygene (trois des bras acétate et 1 du picolinate). Le groupement électro-
donneur de I’antenne est sous forme acide carboxylique (protonné¢). La torsion entre la pyridine
et le groupement aryl est de 46°. Cette structure nous confirme donc la formation d’un complexe
mononucléaire et la présence d’un contre-ion sodium nous confirme sa nature anionique. Le

compose obtenu est donc de formule [Tb(DO3ApicAri)]Na.

Figure 133 : Structure RX du composé [Th(DO3ApicAri)]Na. Distances (A): : Th1-~N12,617 (6), Tb1--N2 2,653 (7), Tb1--N3
2,689 (6), Th1--N4 2,723 (6), Th1.--N5 2,504 (6), Th1l:--O1 2,348 (5), Th1--O3 2,340 (5), Th1:-05 2,361 (5), Th1--O7 2,397

®)
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De maniere analogue au complexe [Th(DO3ApicAri)]Na, les complexes
[Eu(DO3ApicAri)]Na et [Dy(DO3ApicAri)]Na ont été synthétises a partir du ligand
DO3ApicAr: (Figure 134 A), O. Maury ayant décrit 1’antenne picAr; comme pouvant

sensibiliser I’europium ainsi que le dysprosium!*’l.

Les complexes [Eu(DO3ApicAr2)]Na et [Sm(DO3ApicArz)]Na ont été obtenus a partir du
ligand DO3ApicAr2 (Figure 134 B) comme les complexes précédents, 1’antenne picAr, ayant

été décrite comme pouvant sensibiliser I’europium et le samarium!*63l,

Le dernier complexe [Eu(DO3ApicArs)]Na a été synthétisé a partir du ligand DO3ApicArs

(Figure 134 C) toujours dans les mémes conditions mais sous atmosphére inerte.

oD
OH (ﬁNa
oo O/ﬁf O/Y
A Na B o) o
/ﬁ(OH /YOH
o o
] ~ i 4 ]
\N (o] o \N o N 0
OH OH .
N OH /\N/ .0 N OH /\N .0
ST P G e Ko G S I LG S
N N4>: H20, TEA, pH9 N Ln N N N 120, TEA, pRY N Ln N\
o t.a, 20h \4>=O K/ J¥O t.a, 20h ¥O
&N\)HO /N\/ N—"hg S /N\/
HO d. HO \H)
DO3ApicAr, [Ln(DO3ApicAr,)] DO3ApicAr, [Ln(DO3ApicAr,)]
Ln=Tb; Eu; Dy Ln= Eu; Sm
Q‘%Na
H H
5y sy
C o o
] ]
Sy o N o}

OH
N OH /\N/ _-0
O:<;(\ /\ EuCly o \
N N H,0, TEA, pH9

‘>: > N Ln N\

& J o t.a, 20h ‘>:O
N HO \Hj\l\/
DO3ApicAr,; [Eu(DO3ApicAr;)]

Figure 134: Etape de métallation des différents ligands synthétisés
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2) Propriétés spectroscopiques des complexes

A Absorption et coefficients d’extinction molaire

Les coefficients d’extinction molaire des différents complexes ont été déterminés en titrant une
solution de ligand par une solution de lanthanide(l11) de concentration connue. La Figure 135
montre 1’évolution de 1’absorption d’une solution de DO3ApicAr: lors de I’ajout de Tb*".
L’absorbance augmente linéairement jusqu’a ce que 1’antenne picolinate soit totalement liée au
lanthanide et stagne ensuite. La rupture doit étre observée pour une stoechiométrie
ligand/lanthanide 1:1, ce qui permet de déterminer la concentration en ligand a partir de la
concentration en lanthanide. Ce type de titrage permet de déterminer le coefficient d’extinction
molaire au maximum d’absorption. Les longueurs d’ondes du maximum d’absorption, Amax, €t
les ¢ correspondants sont donnés dans le Tableau 2 pour chacun des complexes
[Ln(DO3ApicAr)]Na (i =1, 2, 3).

16
14

12

Absobance a 307nm

leg.
Ajout de terbium

0.8

Absorbance

0.6

0.4

0.2

225 245 265 285 345 365 385

305 325
Longueur d'onde (nm)

Figure 135 : Titrage du ligand DO3ApicAr: par du ThCls suivi par spectrophotométrie UV..

B Luminescence

Les propriétés de luminescence des complexes en solution dans un tampon HEPES pH 7,5 ou
dans I’eau ont été étudiées et sont compilées dans le Tableau 2. La Figure 136 montre les
spectres d’émission enregistrés en excitant 1’antenne & son maximum d’absorption et les
spectres d’excitation enregistrés en détectant au maximum d’émission du lanthanide. Les
spectres d’émission présentent les raies caracteristiques des lanthanides (Tb, Eu, Dy et Sm) et
I’émission de I’antenne n’est pas détectée, sauf pour le complexe [Sm(DO3ApicArz)]Na. Cette

tendance a déja été observée par le groupe de O. Maury pour des complexes ayant les mémes
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antennesl'®l. Les spectres d’excitation du lanthanide confirment pour chacun des complexes
que I’excitation se fait via I’antenne picolinate. L’absence d’émission de 1’antenne indique un
transfert d’énergie efficace de I’antenne au lanthanide. Notons que les spectres d’émission des
3 complexes d’europium sont identiques, indiquant que 1’environnement de 1’ion Eu®" reste le
méme, ce qui était attendu pour cette famille de ligands. Le temps de vie de luminescence du
complexe [Tb(DO3ApicAr1)]Na, tmn = 2,35 ms, est particulierement long en comparaison du
complexe no3A4paTb décrit par O. Maury’™ possédant la méme antenne et un temps de vie
T = 1,36 ms. Le rendement quantique du complexe [Th(DO3ApicAri)]Na est 62 %, ce qui est
particuliérement élevé. Ce rendement quantique s’approche de celui du complexe no3A4paThb
(74 %) mais la présence de trois antennes picAri dans ce dernier lui confére une brillance bien
supérieure. Les complexes d’europium et de dysprosium avec ce ligand DO3ApicAr: ont des
rendements quantiques plus faibles (6,4 et 1,2 %, respectivement) comme attendu. Le complexe
[Eu(DO3ApicAr;)]Na a un rendement quantique de 17 % beaucoup plus faible que
[Tb(DO3ApicAri)]Na mais sa forte absorption, décalée vers le rouge a 345 nm (emax = 28 200
M1 ecm™?) en fait un complexe intéressant. Le temps de vie de luminescence de 1’europium est
de 1,10 ms. En 2017, le groupe de G.-L. Law!*® a décrit une famille de complexes analogues
avec un macrocycle DO3A fonctionnalisé par une antenne pyridine-phosphinate substituée par
différents groupements alcyne-aryl (Figure 137). Les rendements quantiques associés vont de
6 a 24% et sont de 16 et 20% pour les deux composés comportant une antenne pyridine-alcyne-
aryl avec un groupe O-alkyl électro-donneur. Le complexe [Eu(DO3ApicArs)]Na avec
I’antenne pyridine-alcyne-aryl soufrée présente des propriétés spectroscopiques décevantes (@
= 6,4 % et 1, = 0,66 ms) au regard du composé analogue décrit par O. Maury, Na[Eu(L?)] (®
= 28,4 % et tey = 1,39 ms) possédant un groupement électro-donneur S-(CH2CH20)3-CHs. Une

telle différence n’était pas attendue.

Pour finir, le nombre de molécules d’eau présentes dans 1’environnement du lanthanide a été

déterminé pour chaque complexe, I’équation de Horrocks permettant de le calculer pour le

1 1
———1]-0,06
TH,o0 Tpyo

terbium suivant I’équation

drp — 5,0 X

et pour I’europium suivant 1I’équation
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un_ ES 1,2 X

1 1
< _ ) — 0,25 — 0,075 X Neonn
THzO TDZO

, TH.0 correspondant aux temps de vie des lanthanides dans 1’eau et tp.0 a celui dans 1’eau lourde

(D20).

Sans surprise, le nombre de molécules d’eau calculé pour chaque gamme de complexe est
proche de 0, indiquant 1’absence de molécules d’eau dans I’environnement du lanthanide et par

conséquent la bonne internalisation du lanthanide.

[Th(DO3ApicAri)]Na

MDOSApiCAH)]Na

[Dy(DO3ApicAr1)]Na

[Eu(DO3ApicArz)]Na

[Sm(DO3ApicArz)]Na

~

[Eu(DO3ApicArs)]Na

E

250 350 450 550 650 750
Longueur d'onde

Figure 136 : Spectres d'absorption (en rouge), d'émission (trait plein noir) et d'excitation (tirets noirs) des complexes
[Ln(DO3ApicAri)]Na (i =1, 2, 3).
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Tableau 2 : Propriétés spectroscopiques des complexes [Ln(DO3Apici)]Na.

max
Complexe : Aabs € TH20 D20 q dH20 B
' (nm) (MZcm?) (ms) (ms) (%) (MZcm?)
[Th(DO3ApicAr:)|Na 306 12050 235 247 02 62 7470
[Eu(DO3ApicAr)]Na 306 12050 1,10 / / 6,4 771
[Dy(DO3ApicAr;)]Na 306 12050 0,1 / / 1.2 140
[Eu(DO3ApicAr;)]Na 345 28200 1,09 1,61 0,06 17 4790
[Sm(DO3ApicAr;)]Na 345 28200 0,02 / / 0,4 110
[Eu(DO3ApicArs)]Na 345 26100 0,66 0,89 0,18 6,4 1670
Complex A, Tupes  Tweo  Towo Guzo " Puepes Ted (I’E: Hsens ~o c;‘
(max) [ms]  [ms] [ms] [ms] @
(nm] A= o °] @ ¥
EuL1 353 1.00 1.01 144 0.06,0 0069 422 0.24 0.29 E ! } } }
Eul2 303 127 @ 1 2 4 §
EuL3 330 1.27 1.04 152 0.23, 019 430 029 0.64 /
0.15 o QPh B COOH cN
EuL4 332 1.23 1.02 1.95 026 024 445 028 0.87 ©\ @ ’DUO
0.17 ; j ; .
EuL5 332 1.25 115 137 0,0 020 428 029 0.69 ' ' ! : '
Eul6 338 125 116 142 0,0 016 439 029 0.54 8 ¥ y 10
EuL?7 328 1.24 112 1% 0.16, 023 429 0.29 0.79 & -
0.08 ~o
Eul8 308 120 117 195 011, 020 453 026 0.75 o ”NMOH ‘ O
004 0 &
EuL9 321 1.25 123 198 0.07,0 0209 418 030 0.660 : O
EuL10 300 1.27 1.27 200 0.04,0 024 444 029 085 k i
el 1 12 13 14
EuL11 337 1.23 1.14 190 0.12, 037 429 0.29 0.60
0.05 Ar"
EuL12 330 1.20 1.03 191 024, 020 427 028 0.7 ||
0.15
EuL13 318 1.22 111 199 0.8, 023 442 0.28 082
0.10 e [I
EuL14 335 0.57 057 0.81 032, 0073 430 013 0.55 ;P\ N/
0.23 o, 0
EuL15 306 1.27 1.25 1598 005 0 018 458 0.28 065 \N-"'>:o
EuL16 327 1.09 .11 164 0.05 0 013 432 025 0.50 N r
[a] Determined using Parker's equation."”’ [b] Determined using Horrocks’ J\O'SI N
equation."® [c] Not measured due to weak luminescence. [d] Measured o £ iy
against quinine suffate (0.1~ H,SO,, Z.,=310 nm, ®=0.53)." Estimated T
errors of quantum yield or lifetime are £15% and +£10%, respectively.
EuL1 - EuL14

Figure 137: Complexes d'europium basés sur un chélate DO3A décrits dans la littérature et leurs rendements quantiques
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C Remarque sur la synthése des complexes

Trois protocoles différents de métallation de ligands de type DO3Apicolinate ont été décrits
dans la littérature[661136111831 -~ Ayant dutiliser les conditions données plus t6t (p.117), ces
conditions ont été testes pour la métallation du ligand DO3ApicAr: par du terbium(lll) :

a) hydrolyse des esters du pro-ligand dans une solution aqueuse de NaOH puis ajout d’un
exces de sel de lanthanide et métallation a 80°C dans 1’eau ajustée a pH 6,0 par ajouts
de HCIeel

b) métallation avec un exces de sel de lanthanide, a 90°C dans 1’eau a pH 9,0, ajusté avec
NaOH puis purification par colonne de phase inversel3! :

c) métallation dans I’isopropanol (i-PrOH) avec une stecechiométrie ligand :lanthanide 1:1

trés précise et de la triéthylamine comme base, suivi d’une précipitation au THF&3],

Pour chaque cas, afin d’évaluer si la métallation a été correctement réalisée, le complexe obtenu
a été étudié dans une solution d’HEPES 100 mM a pH 7,5 puis le pH a été abaissé. Le spectre
d’émission du terbium en excitant I’antenne a 302 nm a été enregistré ainsi que son temps de
vie. Les différentes conditions de synthese testées n’ont pas conduit a la formation d’un
complexe stable aux effets de pH. La Figure 138 montre 1’évolution du temps de vie de
luminescence du terbium pour ces trois conditions et pour les conditions que nous avons
retenues (H20, TEA, pH 9, t.a.). Seules nos conditions ont permis de récupérer et isoler un
complexe dont le temps de vie ne change pas avec le pH. Pour les autres conditions, la chute
du temps de vie observée en abaissant le pH peut étre due a deux facteurs : le terbium n’est pas
correctement internalisé dans le ligand et/ou I’exces de terbium(I1I) utilisé lors de la métallation
n’a pas été correctement éliminé. La difficulté a internaliser correctement le lanthanide dans les
structures de type DOTA est connue. Un intermédiaire ou le lanthanide se lie aux groupements
carboxylates et a 2 des 4 atomes d’azote du cycléne se forme rapidement, puis la coordination
aux deux atomes d’azote restant est plus lente™®4l. 1l est possible que cela se produise aussi pour
le DO3Apicolinate. La deuxiéme hypothése a pu étre vérifiée en ajoutant un exces de terbium
au complexe [Th(DO3ApicAri)]Na isolé dans nos conditions, dont le temps de vie chute
fortement a pH acide. Il est donc possible que nous n’ayons pas réussi a éliminer
convenablement 1’exceés de terbium avec les protocoles de la littérature. Notons que les
complexes que nous avons obtenus se sont avérés insolubles dans des conditions acides utilisées
pour la séparation par HPLC en phase inverse, ce qui ne nous a pas permis d’utiliser cette

technique pour ¢liminer I’excés de lanthanide. Les conditions que nous proposons permettent
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d’utiliser un excés de lanthanide (ce qui est plus facile a gérer avec des ligands hygroscopiques)
et de I’éliminer facilement par centrifugation et des lavages a 1’acétone, nous affranchissant

d’une étape de purification par chromatographie en phase inverse.

25 ¢
--.—-_-.-.-__
E
3
(]
—t
5 15
e
k)
> ——a) H20, pH6, 80°C
E ——b) H20, pH9, 90°C
£ os | ——¢) i-PrOH, TEA, reflux
|_
— Conditions retenues
I
4.5 5 5,5 3 6,5 7 1.5 8

Figure 138: Evolution du temps de vie du terbium en fonction du pH pour les différentes conditions de métallation testées

V Conclusion

Une nouvelle famille de complexes de lanthanides a été développée. Les efforts synthétiques
ont été minimisés par 1’utilisation d’une stratégie de synthése divergente dont les étapes ont été
optimisées et requiert désormais le minimum de purifications. Les antennes choisies permettent
de sensibiliser différents lanthanides, comme décrit dans la littérature, avec au total 4
lanthanides utilisés (europium, terbium, dysprosium, samarium) permettant de couvrir une
gamme de longueurs d’ondes d’émission allant de 470 a 710 nm (I’émission dans le domaine
proche infra-rouge du dysprosium et du samarium ne sont pas présentés). Différentes propriétés
de luminescence des complexes ont été déterminées (coefficient d’extinction molaire, nombre
de molécules d’eau, rendement quantique, temps de vie), ce qui a permis de mettre en valeur
deux complexes possédant une forte brillance (7470 M™cm™ pour [Th(DO3ApicAri)]Na, et
4790 Mtcm™ pour [Eu(DO3ApicAr,)]Na), extrémement intéressant pour leurs utilisations dans
des systemes de FRET lanthanide vers fluorophore. Le design de ces complexes et de leurs
ligands permet par ailleurs deux stratégies de conjugaison sur des biomolécules, qui vont étre

testés dans le prochain chapitre.
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Chapitre IV: Sondes de seconde génération, FRET

d’un lanthanide vers un fluorophore organique

I Introduction

Comme nous I’avons vu dans le chapitre II, le systéme reposant sur le FRET entre
chromophores organiques comporte certains inconvénients. Nous souhaitons développer un
systeme de FRET pour lequel un complexe de lanthanide serait le donneur d’énergie et pour
cela, nous avons congu une nouvelle famille de complexes conjugables a un peptide ou une
protéine, que nous avons décrite dans le chapitre précédent. La Figure 139 montre les spectres
d’absorption et d’émission des différents chromophores a notre disposition. On peut noter le
bon recouvrement entre 1’émission du terbium et 1’absorption de la lissamine ainsi qu’entre
I’émission de 1’europium et I’absorption de la SiR-méthyl. Ainsi, en nous appuyant sur les
protéines ZIF#"(lissamine) et ZIF“"(SiR-méthyl) décrites dans le Chapitre 1I, nous pouvons
proposer  deux  nouveaux couples pour le FRET. Le premier est
ZIF?"(Th(DO3ApicAr1))/ZIF*(lissamine) ot le donneur sera le complexe [Th(DO3ApicAr)]
et ’accepteur la lissamine. Le second est le couple ZIF“"(Eu(DO3ApicAr,))/ZIF?"(SiR-méthyl),
ou le complexe [Eu(DO3ApicAr2)] jouera le rdle de donneur et la SiR-méthyl celui d’accepteur.
Pour ces deux couples, les rayons de Forster Ro peuvent étre estimés a 54 et 47 A,
respectivement, en utilisant les équations données dans le Chapitre 1l (p.80). Le couple
ZIF?"(Th(DO3ApicAr))/ZIF(SiR-méthyl) peut également étre envisagé. Le recouvrement
spectral entre 1’émission du terbium et I’absorption de la SiR-méthyl est moins bon mais le
rendement quantique du donneur [Th(DO3ApicAri)] est meilleur que celui de
[Eu(DO3ApicAr)], ce qui conduit & un rayon de Férster de 47 A, similaire & celui du couple
ZIF?"(Eu(DO3ApIcArR))/ZIF"(SiR-méthyl).
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H\ / \ ,-J\ A — Em Terbium
N Jl ﬂ ‘\ — Em Europium
— Ex Lissamine
— Em Lissamine
— Ex SiR-méthyl
— Em SiR-méthyl

450 500 550 600 650 700 750
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Figure 139: Spectres d'excitations et d'émission des chromophores utilisés

II FRET du terbium vers un fluorophore

La formation d’un systéme de FRET d’un lanthanide vers un fluorophore a premiérement été
¢tudié en utilisant le terbium, par combinaison d’une protéine comportant le complexe de

terbium [Tb(DO3ApicAr)], et les protéines ZIFZ"(lissamine) et ZIFZ"(SiR-méthyl).
1) Synthese de la protéine ZIFZ(Tb(D0O3ApicAri))

La protéine ZIF(Tb(DO3ApicAry)) a été synthétisée par la méme stratégie que pour les deux
premiéres protéines de la sonde de seconde génération avec les fluorophores organiques. Il faut
premiérement obtenir le peptide F2[Cys(StBu)|Lys(Th(DO3ApicAr1))]-SEAT (Figure 140) en
utilisant le pro-ligand DO3AMe:picMeAr; ou le complexe [To(DO3ApicAri)]Na développés
au chapitre précédent.

S
S/
HNJ\/ °
HoN | (0]
Pro™8Lys™ °-——————---———Gln13€)—<

o NX

(L
s~

Figure 140: Structure du peptide F2[Cys(StBu)|Lys(Th(DO3ApicAr1))]-SEA°T & obtenir
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A Peptide F2[Cys(StBu)[Lys(Tb(DO3ApicAri))]-SEA°

i  Couplage du complexe [Tb(DO3ApicAri)]Na

La stratégie de synthése la plus simple pour I’obtention du peptide
F2[Cys(StBu)|Lys(Tb(DO3ApicAr))]-SEA°" est par le couplage direct du complexe
[Tb(DO3ApicAry)]Na sur le peptide F2[Cys(StBu|Lys(NH.)]-SEA-2CI-trt-PS synthétisé en
partie « Fragments F2 » (p.82), c’est a dire par la stratégie B de la Figure 116 (p.106). Des
premiers tests de couplage du complexe de terbium ont été realisés sur le peptide test
C(StBu)GKKFTKK(NH2)EELQKHAKTHTG-RinkAmide, par activation au PyBOP et a
I’HCTU dans le DMF en présence de DIEA. Aprés déprotection au TFA, le peptide obtenu
analysé par ESI-MS a été identifié comme étant le produit de départ. L’inefficacité de ce
couplage peut s’expliquer par une faible solubilité du complexe de terbium dans le DMF, et
dans le DCM. Cette voie n’étant pas possible, la stratégie par couplage du pro-ligand
correspondant & la stratégie A de la Figure 116 (p.106) a été envisagée.

ii Couplage du pro-ligand DO3A™e)3pic(Me)Ar;
Le peptide F2[Cys(StBu)|Lys(DO3AM®:picMeAr)]-SEAT a été synthétisé avec greffage du
pro-ligand DO3AMe3pic(MeAr; dans des conditions de couplage peptidique classique (Figure
142). Le peptide obtenu apres déprotection des chaines latérales des acides aminés et oxydation

du groupement SEA a été obtenu avec un rendement de 7,7% apres purification (Figure 141).

1
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Figure 141: A gauche, chromatogramme HPLC du peptide F2[Cys(StBu)|Lys(DO3AMe3picMOAr;)]-SEA ; A droite,
spectre ESI-MS (masse calculée : 1148,07 [M+4H]**, 918,66 [M+5H]°*, 765,71 [M+6H]%*, 656,47 [M+7H]"*, 574,81
[M+8H]%* pour M = C200H319N59053S6)
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Figure 142: Schéma de synthése du peptide F2[Cys(StBu)|Lys(DO3AME3picMeAr;)]-SEA

iii Hydrolyse

L’étape suivante a été I’hydrolyse des esters méthyliques du ligand couplé au peptide (Figure

143).
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Figure 143: Schéma de l'étape d'hydrolyse du ligand permettant [’obtention du peptide
F2[Cys(StBu)|Lys(DO3ApicAri)]-SEA°T

L’hydrolyse a ¢été testée sur un peptide de séquence C(StBu)lGKKFTKK-
(DO3AMe:picMIAr ) EELQKHAKTHTG-NH, dans une solution de NaOH 1M pendant
10 min avec suivi de la réaction par HPLC. L’analyse ESI-MS a révélé la formation du produit
attendu de masse M, avec un autre produit de masse M+1. Ce sous-produit provient
probablement de 1’hydrolyse de la fonction amide présente sur la chaine latérale de la glutamine.
Des conditions d’hydrolyse plus « douces » ont donc été nécessaires afin de ne pas dégrader le
peptide.

Différentes conditions ont été testées par Ji-Hyung CHOI au laboratoire sur un peptide de
séquence CGKKFTKK(DO3AMe:picMIAr)EELQKHAKTHTG-NH2, en changeant la
concentration en NaOH (1M, 0,5M, 0,1M), ainsi que le temps de réaction (5, 10, et 15min) sur
le peptide & une concentration de 10mg/mL. Pour une concentration de 0,1M de soude,
I’hydrolyse reste trés incompléte, méme apres 15 min de réaction. A une concentration de 1M,
I’hydrolyse des amides est observée, méme apres seulement quelques minutes de réaction. Il
faut donc utiliser une concentration intermédiaire de 0,5M pour laquelle différents temps ont
été testés. A cette concentration I’analyse ESI-MS montre que I’hydrolyse des esters est totale

apres 5 min, sans traces d’hydrolyse des amides.

Ces conditions ont été testées sur le peptide F2[Cys(StBu)|Lys(DO3AM®:picMAr,)]-SEACT
cependant ce dernier s’aveére insoluble dans la soude a 0,5M. Des conditions moins basiques
ont alors été envisagées en testant I’hydrolyse a 0,1M durant des temps plus longs. Apres 30 min
de réaction I’hydrolyse restait tres incompléte et le peptide toujours insoluble. Nous sommes
donc revenus a une concentration de 0,5M en NaOH pour hydrolyser les esters méthyliques.

Finalement, quelques tests sur ce peptide avec suivi de la réaction par HPLC ont montré que

133



Chapitre IV

malgré sa faible solubilité dans la soude a 0,5M, la réaction avait lieu et que les esters
méthyliques étaient entierement hydrolysés apres 20 min de réaction, sans aucunes traces de
sous-produits, méme si le milieu reste inhomogene. Il semble donc que le peptide soit

suffisamment soluble, pour consommer le produit initial et former le produit attendu.

Le protocole retenu a donc été de suspendre le peptide dans du NaOH 0,5M pendant 20 min,
puis de dissoudre le produit formé par acidification du milieu réactionnel jusqu’a pH 4. Le
chromatogramme du peptide  F2[Cys(StBu)|Lys(DO3ApicAr:)]-SEA°" purifié (18% de

rendement) et son spectre ESI-MS sont donnés sur la Figure 144.
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Figure 144: A gauche, chromatogramme HPLC de F2[Cys(StBu)|Lys(DO3ApicAr1)]-SEA°" ; A droite, spectre ESI-MS
(masse calculée : 1134,59 [M+4H]**, 907,87 [M+5H]°*, 756,73 [M+6H]°*, 648,77 [M+7H]"*, 567,80 [M+8H]®* pour
M = C196H311N59053S6)

iv Métallation
Finalement, le peptide F2[Cys(StBu)|Lys(DO3ApicAri)]-SEA™ a été métallé a pH 9 en
présence d’un exces de chlorure de terbium(III) (Figure 145), puis dessalé sur cartouche Oasis
C-18 Waters et caractérisé par HPLC et ESI-MS (Figure 146). Le peptide
F2[Cys(StBu)|Lys(Tb(DO3ApicAr1))]-SEA°"a été obtenu avec un rendement de 97%. Le profil

isotopique correspond a celui attendu.
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Figure 145: Etape de métallation pour I'obtention du peptide final F2[Cys(StBu)|Lys(Tb(DO3ApicArz))]-SEA°T
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Figure 146: A gauche, chromatogramme HPLC du peptide F2[Cys(StBu)|Lys(Th(DO3ApicAr1))]-SEA°T ; A droite spectre ESI-
MS (Masse calculée: 117357 [M+4H]*", 939,06 [M+5H]*, 782,71 [M+6H]%*, 671,04 [M+7H]™ pour
M = C1o6H308N59053S6Th) ; En bas, massif isotopique expérimental et théorique (Formule brute expérimentale=
C106H308N59053S6Th ; Formule brute théorique= C19sH308N59053S6Th

L’analyse LC-MS montre la présence du ligand métallé a 100%, sans trace de démétallation,
confirmant la stabilité du complexe aux conditions d’analyse par HPLC a pH 2, au moins durant

le temps de I’¢lution.

B Assemblage

La protéine ZIF(Tb(DO3ApicAr1)) a été assemblée par deux réactions de ligations successives,
impliquant en premier lieu le peptide F1-MPA décrit dans le chapitre Il et le peptide
F2[Cys(StBu)|Lys(Tb(DO3ApicAr1))]-SEA°, puis en second lieu le peptide obtenu issu de la
premiére ligation, avec le peptide F3-NH> décrit dans le chapitre | (Figure 147). La protéine
ZIF(Tb(DO3ApicAr1)) a été obtenue avec un rendement de 12,5%, et caractérisée par HPLC et
ESI-MS (Figure 148).

Le fragment central F2 étant obtenu avec un faible rendement, il a été introduit en Iéger défaut
lors de 1’assemblage permettant la formation de la protéine F1-F3 (cf p.67) dont il n’a pu étre
séparé lors de 1’étape de purification. Cet assemblage est visible sur 1’analyse par ESI-MS et

HPLC sous la forme d’un Iéger épaulement sur le pic correspondant au produit attendu.

135



Chapitre IV

X
NH
o) ?tBu ( ‘/T4 o
His®-—Asn® - Ala106 [Cys1°7-——Lys11O—Cys112——-——GIn135)—<
I

S—(CH,),COOH

StBu N N\
MPAA &
s/s

l Tampon phosphate, pH 7.0 37°C ‘

X
( NH
4
0
(His®®--Asn---—- A|a1OGICys1°7---Lys*10-Cys“2-—-—-G|n*35)—{ (Cys™7—-——-GIu'60}—NH,
NN
(4
TCEP, MPAA
Tampon phosphate, pH 7.0 37°C
X
NH
L
(Y — Ala1%)Cys107—Lys "0-Cys "2 ——GIn138) Cys ¥7-rcrere- Glu'®}—NH,

Figure 147: Schéma d'assemblage one-pot pour la protéine ZIF(Th(DO3ApicAry1))
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Figure 148: A gauche, chromatogramme HPLC de la protéine ZIF(Tb(DO3ApicAr1)) ; A droite, spectre ESI-MS (masse
calculée : 1565,92[M+6H]*, 1342,36 [M+7H]™*, 1174,69 [M+8H]®*, 1044,28 [M+9H]°*, 939,95 [M-+10H]°*, pour M =
C309H626N120011157Th correspondant a la protéine ZIF(Th(DO3ApicAr1)); et 1253,71 [M+4H4%* | 1003,17 [M+5H]%*, pour
Ca15H343N71058Ss correspondant a I’assemblage F1-F3)

C Meétallation au zinc

La quantite de protéine obtenue a été déterminée par mesure de son absorbance dans un tampon
HEPES 10 mM pH 7,5, avec un coefficient d’extinction molaire (€) égal a 12 000 Mcm™ a
302 nm. Une quantité de ZnCl> correspondant a un léger excés (2,2 éq. par rapport a la protéine)

a été ajoutée, puis la protéine ZIFZ"(Tb(DO3ApicAr1)) a été conservée au congélateur.
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2) Etude de la luminescence

A Systéme FRET du terbium vers la lissamine

i  Etude du mélange ZIF?n(Tb(D0O3ApicAr1))/ZIFn(lissamine)

Les solutions de protéines ZIF?"(Th(DO3ApicAr1)) et ZIF?"(lissamine) ont été diluées dans un
mélange HEPES pH 7,5/BSA/Tween/NaCl (15 mM, 0,1 g/L, 0,05 %, 100 mM) en rapport 1:1

a une concentration de 1 uM.

Le spectre d’émission mesuré en excitant a Aex=306 nm est présenté sur la Figure 149 (bas). Il
montre les raies caractéristiques des transitions du terbium °Ds— Fn (n=3 a 6) a 490, 545, 585
et 623 nm, avec superposition d’une bande d’émission large, de 560 a 700 nm, qui correspond
a1’émission de la lissamine. Ceci est confirmé par le spectre d’excitation enregistré en détectant
a Aem = 602 nm, longueur d’onde ou le terbium n’émet pas. Ce spectre correspond bien au
spectre d’absorption de la lissamine. Il n’est pas étonnant de détecter 1’émission de la lissamine
en excitant a 306 nm puisque ce fluorophore absorbe faiblement a cette longueur d’onde. Quant
au spectre d’excitation du terbium (Aem = 545 nm), il correspond bien a I’absorption de
I’antenne picArz (cf Chapitre I11).

! --- Absorption

fooN — Emission
[Tb(DO3ApicAr, )INa \

n --- Absorption
] — Emission

lissamine

L Y——

------ Excitation (Agy= 545 nm)
------ Excitation (A, = 602 nm)
— Emission (A, = 306 nm)

ZIFZY(Tb(DO3ApicAr, )) o
+ F
ZIFD(lissamine) |

300 400 500 600 700
/I nm

Figure 149 : (Haut) : Spectres d’absorption et d’émission (Aex=306 nm) du complexe [Th(DO3ApicAri]Na. (Milieu) Spectres
d’absorption et d’émission (Aex=580 nm) de la lissamine. (Bas) Spectre d’émission (Aex=306 nm) et spectres d’excitation
(Aem=545 nm et 602 nm) du mélange ZIF?"(Th(DO3ApicAr1))/ZIF?"(lissamine) (1:1) dans HEPES pH 7,5/BSA/Tween/NaCl
(15 mM, 0,1 g/L, 0,05 %, 100 mM). Les deux protéines sont a une une concentration de 1 pM.
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Le spectre d’émission (Aex=306 nm) du mélange ZIF*"(Th(DO3ApicAr1))/ZIF*(lissamine) a
également été enregistré en temps résolu (délai de 100us). 1l est représente sur la Figure 150.
On retrouve les mémes contributions pour le terbium et la lissamine, mais la proportion
d’émission de la lissamine est beaucoup plus faible. Le fait de détecter 1’émission de la
lissamine en temps résolu avec un délai de 100 us indique que cette émission a un temps de vie
bien supérieur a quelques nanosecondes comme c’est le cas pour un fluorophore organique.
Ceci suggére qu’il y a tout de méme un peu de transfert d’énergie du terbium a la lissamine en
I’absence d’ADN aux concentrations utilisées (1 pM en protéine), a ’instar de ce que nous
avions déja vu avec le FRET entre fluorophores organiques. Ceci est confirmé par le temps de
vie du terbium (2,14 ms) pour le mélange ZIF"(Tb(DO3ApicAr.))/ZIF?(lissamine),
légerement plus faible que celui de la protéine ZIF?"(Tb(DO3ApicAri)) seule (2,35 ms).

L’efficacité du transfert est estimée a 9 % par la relation
E=1-1palt

ou 1tp est le temps de vie du donneur en absence d’accepteur et tpa le temps de vie du donneur

en présence d’accepteur.

450 500 550 600 650
A/nm
Figure 150 : Spectre d’émission résolu en temps (délai 100 us) du mélange ZIF?"(Th(DO3ApicAr1))/ZIF?(lissamine) (1:1)
dans HEPES pH 7,5/BSA/Tween/NaCl (15 mM, 0,1 g/L, 0,05 %, 100 mM). Les deux protéines ont une concentration de 1 pM.
L’émission due a la lissamine est mise en évidence en rose.

ii Interaction du couple ZIF?"(Th(D0O3ApicAr1))/ZIF?(lissamine) avec son ADN cible
Avant d’étudier I’interaction du couple ZIFZ"(Th(DO3ApicAr))/ZIF*(lissamine) avec I’ADN,
nous avons étudié le comportement de la protéine ZIF“"(Tb(DO3ApicAr1)) seule vis-a-vis de
I’ ADN. Cette protéine a été dissoute (1 uM) dans un mélange HEPES pH 7,5/BSA/Tween/NaCl
(15 mM, 0,1 g/L, 0,05 %, 100 mM) et les spectres d’émission ainsi que les temps de vie du
terbium ont été enregistrés (Lex = 306 nm) en absence puis en présence du duplex d’ADN 38-
mére cible de sequence 5’-GGTTGCAGTGGGCGCGCCCACAGTACTTGAACGTAACG-3’

(1, puis 2 €q.). Nous n’avons pas observé de modification de 1’intensité du spectre d’émission
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ni du temps de vie du terbium (2,35 ms), indiquant que la présence du duplex n’affecte pas

I’émission du terbium.

L’interaction du couple ZIF#"(Th(DO3ApicAr1))/ZIF*(lissamine) a été étudiée dans le méme
tampon avec le méme duplex (concentration de 1 UM pour chaque protéine). La Figure 151 (A)
montre 1’évolution des spectres d’émission (Aex = 306 nm) pour des quantités croissantes de
duplex (0, 0,5, 1 et 2 €qg.). On peut voir une diminution de 1’émission du terbium a 0,5 puis 1
€q., suivit d’une stagnation a 2 ég. L’émission de la lissamine semble rester quasi-constant. En
normalisant les spectres par rapport a 1I’émission du terbium (Figure 151 (B)), on peut voir qu’en
proportion, 1’émission de la lissamine augmente légérement, suggérant clairement un transfert
d’énergie entre le terbium et la lissamine. L’évolution du rapport du signal intégré de 560 a 750
nm (correspondant majoritairement a la lissamine) sur le signal intégré de 450 a 560 nm
(correspondant au terbium) montre bien une saturation au-dessus de 1 éq. de duplex d’ADN

(Figure  152). Tout ceci suggere la formation d’un complexe ternaire

ZIF?"(Th(DO3ApicAr1))/ZIF#(lissamine)/ADN.

A B

— 06q.ADN
— 0,56q.ADN
— 1éq.ADN
2 6q. ADN

450 500 550 600 650 700 450 500 550 600 650 700
A/ nm A/ nm

Figure 151 : (4) Spectres d’émission (Aex=306 nm) du mélange ZIFZ"(Th(DO3ApicAr1))/ZIF#"(lissamine) (1:1), 1 uM pour
chaque protéine, pour des quantités croissantes de duplex d’ADN dans HEPES pH 7,5/BSA/Tween/NaCl (15 mM, 0,1 g/L,
0,05 %, 100 mM). (B) Spectres sans et avec 1 éq. de duplex d’ADN normalisés par rapport a |’émission du terbium a 545 nm.

1.84

1.4

I(560-750)/1(450-560)

1.2

0.0 05 1.0 1.5 2.0 25
ég. ADN

Figure 152 : Evolution du rapport des intensités d émission (cumulés de 560 & 750 et de 450 & 560 nm) en fonction du nombre
d’équivalents de duplex d’ADN.
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Pour confirmer cela, les temps de vie du terbium ont été enregistrés (Aem = 602 nm). La
décroissance de 1’émission du terbium peut €tre modélisée par une monoexponentielle dans
chaque cas (Figure 153 Gauche). Le temps de vie de luminescence du terbium, initialement a
2,14 ms passe a 2,01 ms en présence de 0,5 éq. d’ADN puis a 1,96 ms avec 1 éq. et finalement
a 1,94 ms avec 2 éq. d’ADN (Figure 153 Droite). La diminution du temps de vie jusqu’a un
équivalent suggére la formation du complexe ternaire et 1’établissement d’un transfert d’énergie
du terbium a la lissamine.

10007

—— 0éq.ADN 2.2+
—— 0.5 6éq.ADN )
£ 100 —— 1éq.ADN
o 2 6q. ADN 2
® < 20{ *
® 103 £ . .
14 , o
0 5 10 15 0.0 0.5 1.0 15 2.0 25
t/ms éqg. ADN

Figure 153: (Gauche) Déclin du temps de vie de luminescence du terbium (Aex=306 nm) dans le mélange
ZIF?(Th(DO3ApicAr))/ZIF?(lissamine) (1:1) (1 uM pour chaque protéine), pour des quantités croissantes de duplex d’ADN
dans un mélange HEPES pH 7,5/BSA/Tween/NaCl (15 mM, 0,1 g/L, 0,05 %, 100 mM). Les ajustements selon une décroissance
monoexponentielle sont tracés en trait continu. (Droite) Evolution du temps de vie apparent de la luminescence du terbium a
545 nm en fonction du nombre d’équivalents en duplex d’ADN.

Les spectres d’excitation de la lissamine (Aem = 602 nm) ont été enregistrés pour 0 et 1 éq. de
duplex d’ADN (Figure 154 A). Nous voyons que I’intensité autour de 300 nm est plus
importante en présence de 1 éq. d’ADN alors que le reste du spectre reste inchangé. Le spectre
différentiel obtenu en soustrayant le spectre d’excitation en absence d’ADN a celui en présence
d’ADN montre clairement le signal supplémentaire vers 300 nm (Figure 154 B). 1l correspond
parfaitement au spectre d’excitation du terbium pour le complexe [Tb(DO3ApicAri)]Na et donc
a ’absorption de I’antenne picAri. Ceci démontre qu’en présence d’ADN, la lissamine est
davantage sensibilisée via 1’antenne picAr: et donc via le complexe de terbium. Le transfert
d’énergie du terbium vers la lissamine est plus efficace en présence d’ADN qu’en ’absence
d’ADN. Ceci valide le principe de notre sonde. Notons cependant qu’hormis I’hétéro-dimere
ZIFA(Th(DO3ApicAr))/ZIF*(lissamine), les homo-diméres [ZIF“"(Tb(DO3ApicAr))]. et
[ZIF#"(lissamine)]. peuvent se fixer sur ’ADN palindromique, les trois étant dans des
proportions 50:25:25. Le systéme décrit ici n’est donc pas optimal, les spectres et temps de vie
mesurés étant la résultante de ces différentes especes. Il n’est donc pas possible d’évaluer
’efficacité réelle du transfert d’énergie ou la distance entre les chromophores a partir des temps

de vie.
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A B

300 400 500 600 300 350 400
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Figure 154 : (4) Spectres d’excitation (Aem=602 nm) du mélange ZIFZ"(Th(DO3ApicAr1))/ZIF#(lissamine) (1:1), 1 UM pour
chaque protéine, en absence et présence (1 éq.) du duplex d’ADN dans HEPES pH 7,5/BSA/Tween/NaCl (15 mM, 0,1 g/L,
0,05 %, 100 mM). (B) Spectre différentiel (rouge) obtenu en soustrayant le spectre d’émission en absence d’ADN a celui en
présence d’ADN et spectre d’excitation du complexe [Tb(DO3ApicAri)]Na (noir).
iii Conclusion

Le principe d’une sonde reconnaissant un duplex d’ADN reposant sur un systtme FRET avec
un complexe de lanthanide comme donneur et un fluorophore organique comme accepteur est
maintenant établi. Le couple [Th(DO3ApicAry)]/lissamine que nous venons de décrire est loin

d’étre optimisé. En effet :

- lalissamine absorbe fortement aux longueurs d’onde auxquelles le complexe de terbium
absorbe, ce qui conduit a une forte excitation directe de la lissamine.
- le changement d’intensité relative entre le terbium et la lissamine est faible a cause d’un

transfert d’énergie trop peu efficace, rendant la détection difficile et treés peu sensible.

Nous avons alors étudié le couple terbium/SiR-méthyl.

B Systeme FRET du terbium vers la SiR-méthyl

Les protéines ZIF*"(Th(DO3ApicAr1)) et ZIFZ"(SiR-méthyl) ont été dissoutes dans un mélange
HEPES pH 7,5/BSA/Tween/NaCl (15 mM, 0,1 g/L, 0,05 %, 100 mM) en rapport 1:1 a une
concentration de 1 uM et étudiées comme précédemment. Les résultats sont assez similaires a

ceux obtenus avec la lissamine et nous ne détaillerons donc pas autant 1’étude.

Le spectre d’émission obtenu en excitant a 306 nm est représenté dans la Figure 155 (Bas). On
reconnait parfaitement I’émission du terbium avec ses 4 bandes caractéristiques a 490, 545, 585
et 623 nm et celle de la SiR-méthyl vers 675 nm. Cette attribution est confirmée sans ambiguité
par les spectres d’excitation obtenus en excitant & 545 et 675 nm. On peut noter que
contrairement au couple Tb/lissamine, le couple Tb/SiR-méthyl présente des spectres

d’émissions qui Se recouvrent peu, ce qui sera un avantage pour la quantification du ratio
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d’émission SiR-méthyl/terbium. Comme la lissamine, la SiR-méthyl absorbe a 306 nm et son
émission & 675 nm est au moins en partie due a I’excitation directe de ce chromophore. Le
spectre d’émission résolu en temps (délai = 100 us) laisse apparaitre une faible contribution de
la SiR-méthyl vers 675, indiquant une part de transfert provenant du terbium vers la SiR-méthyl
(Figure 156 A ; 0eq.). Ceci est confirmé par le temps de vie de luminescence du terbium
(2,18 ms), inférieur a celui de la protéine ZIF“"(Tb(DO3ApicAr1)) seule.

an --- Absorption
P — Emission
[Tb(DO3ApicAr,)Na \

--- Absorption
— Emission

SiR-méthyl

. Excitation (A= 545 nm)
I — Excitation (A, = 675 nm)
: — Emission (A, = 306 nm)

ZIFZ"(Tb(DO3ApicAr,)) |

ZIFZ(SiR-méthyl) [*..

300 400 500 600 700
Al nm

Figure 155 : (Haut) : Spectres d’absorption et d’émission (Aex=306 nm) du complexe [Tb(DO3ApicAri]Na. (Milieu) Spectres
d’absorption et d’émission (Aex=660 nm) de la SiR-méthyl. (Bas) Spectre d’émission (Aex=306 nm) et spectres d’excitation
(Aem=545 nm et 675 nm) du mélange ZIF?"(Th(DO3ApicAr1))/ZIF?"(SiR-méthyl) (1:1) dans HEPES pH 7,5/BSA/Tween/NaCl
(15 mM, 0,1 g/L, 0,05 %, 100 mM). Les deux protéines ont une concentration de 1 uM.

L’ajout d’un équivalent de duplex d’ADN 38-meére cible provoque une augmentation du ratio
d’émission SiR-méthyl/terbium, visible aussi bien sur les spectres d’émission résolus en temps
(Figure 156 A) que sur les spectres d’émission totale sans délai (Figure 156 B), suggérant un
transfert d’énergie plus important entre le terbium et la SiR-méthyl en présence d’ADN. Ceci
est confirmé par la diminution du temps de vie de luminescence du terbium a 1éq. en ADN
(2,04 ms) et les spectres d’excitation de la SiR-méthyl (Figure 157 A), ainsi que leurs
différentiels (Figure 157 B).
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A B
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Figure 156 : Spectres d’émission normalisés pour le mélange ZIFZ"(Tb(DO3ApicAri))/ZIF?(SiR-méthyl) (1:1) dans
HEPES pH 7,5/BSA/Tween/NaCl (15 mM, 0,1 g/L, 0,05 %, 100 mM) en absence (noir) et en présence (1 éq., rouge) du duplex
d’ADN cible. (4) Emission résolue en temps (délai 100 ps). (B) Emission totale, sans délai.
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Figure 157 : (4) Spectres d’excitation (Aem=602 nm) du mélange ZIFZ"(Th(DO3ApicAr1))/ZIF?"(SiR-méthyl) (1:1), 1 uM pour
chaque protéine, en absence et présence (1 éq.) du duplex d’ADN dans HEPES pH 7,5/BSA/Tween/NaCl (15 mM, 0,1 g/L,
0,05 %, 100 mM). (B) Spectre différentiel (rouge) obtenu en soustrayant le spectre d’émission en absence d’ADN a celui en
présence d’ADN et spectre d’excitation du complexe [Th(DO3ApicAri)]Na (noir).

3) Conclusion

La détection de I’ADN basé sur 1’étude d’un FRET du terbium vers la lissamine n’est pas trés
efficace a cause de I’excitation directe de la lissamine lors de 1’excitation du complexe de
terbium, conduisant a une forte contribution indépendante de la présence d’ADN au signal de
la lissamine. La faible efficacité du transfert d’énergie entre le terbium et la lissamine dans ce
systéme ne permet pas de compenser cela et d’avoir une détection sensible. En remplacant la
lissamine par la SiR-méthyl, qui présente un spectre d’émission a plus basse énergie, de 635 a
735 nm, on améliore la détection de I’ADN. Cependant 1’excitation directe de la SiR-méthyl
lors de I’excitation du complexe de terbium réduit ici encore la sensibilité du systéme. Il faudrait
donc pouvoir utiliser une longueur d’onde d’excitation plus élevée, vers 350 nm, a laquelle
I’absorption de la SiR-méthyl est plus faible. Le complexe d’europium [Eu(DO3ApicAr2)]

(Aex= 345 nm) pourrait dans ce cas étre un donneur parfaitement adapte.
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III FRET de I’europium vers un fluorophore

Les parametres photophysiques de I’europium étant compatibles avec ceux de la SiR-méthyl
pour un FRET d’un lanthanide vers un fluorophore, nous avons entrepris la synthése d’une
nouvelle protéine notée ZIF(Eu(DO3ApicAr2)).

1) Travaux préliminaires

Avant de travailler avec le complexe [Eu(DO3ApicAr)] et de
chercher a I’intégrer sur une protéine servant de sonde a ADN,

nous avons travaillé sur d’autres systémes incorporant le méme

\
type d’antenne « picoline-alcyne-aryl » permettant de

o ) . L. . Figure 158: Structure de l'antenne
sensibiliser I’europium (Figure 158). Les détails du systéme “pyridine-alcyne-aryl" utilisée
n’étant pas en rapport avec le sujet de thése, seules les observations et conclusions qui en ont

été tirées seront présentées.

i  Ligation en conditions classiques

Une ligation entre un peptide cystéinyl et un peptide SEA°™ comportant un chromophore
« picoline-alcyne-aryl » a été réalisée dans des conditions classiques (MPAA 100mM, TCEP
100mM, tampon phosphate 100mM, pH 7,5), puis analysée par spectrométrie de masse. Le
produit de ligation a été obtenu avec une masse M+168, correspondant a 1’addition d’une
molécule de MPAA sur la fonction alcyne du chromophore (Figure 159). L’utilisation de
MPAA pour les ligations avec des molécules comportant les dérivés de 1’antenne « picoline-
alcyne-aryl » est donc problématique en raison de la réaction d’hydrothiolation des triples

liaisons, réaction connue et décrite dans la littérature8].

o~
HO\”/\©\
© S
I Ho
= = o~
(@) N | o) ~ |
N MPAA, TCEP N
Tampon phosphate, pH 7.0 37°C
( Zinc Finger ( Zinc Finger )

HO
MPAA: m\
SH

Figure 159: Addition du MPAA sur I'alcyne dans des conditions classiques de ligation
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La diminution de la concentration de MPAA conduit a une cinétique de réaction plus lente sans
empécher la formation du produit d’addition de MPAA sur I’alcyne. L utilisation d’autres thiols
moins acides a été envisagee, en testant le MPA ou le MesNa, qui ont montrés la méme
réactivité vis-a-vis de 1’alcyne. On en conclut donc que les chromophores comportant des
fonctions alcyne ne doivent en aucun cas étre mis en présence de thiols acide et que I’utilisation

du complexe [Eu(DO3ApicArz)] est compromise.

ii Changement des conditions de ligation

Pour contourner ce probléme, nous avons repris les travaux de T. Yoshiya, qui a décrit la
possibilité de substituer le MPAA par de I’imidazole® ou du 1,2,4-triazole™®], ce dernier
substitut permettant une réaction rapide, 1’intermédiaire acyl-triazole étant moins sensible a

I’hydrolyse.

L’introduction du peptide conjugué au chromophore « picoline-alcyne-aryl » dans les
conditions de ligation décrite par T. Yoshiya (imidazole ou triazole 2,5M dans un tampon
phosphate 100 mM pH 7,5), n’a montré aucune trace d’addition d’une quelconque molécule sur

le peptide.

La ligation entre le peptide cystéinyl et le peptide SEA°™ comportant un chromophore
« picoline-alcyne-aryl » dans les conditions de T. Yoshiya a permis d’assembler les deux

fragments peptidiques sans réaction parasite (Figure 160).

o~ o~
I I
g g
O SN Triazole, TCEP O SN
(0] (0] Tampon phosphate, pH 7.0 37°C

S = c— ( —
N H,N—

W

.

HS

Figure 160: Ligation au triazole avec un peptide comportant un chromophore alcyné

iii Conclusion

Pour mener a bien la synthése de la protéine désirée, il faut donc pouvoir adapter la stratégie de
double ligation one-pot décrite par O. Melnyk[**®! avec ces nouvelles conditions. Pendant la

premicre ligation, le MPAA sert lors de I’étape de transthioesterification pour former le
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thioester de MPAA, mais il joue également le réle de réducteur sélectif des groupements
protecteur StBu des cystéines. Sans la déprotection de ces cystéines, aucune réaction de ligation
ne peut avoir lieu. La stratégie de O. Melnyk n’est donc pas envisageable en substituant le
MPAA par du triazole. La seconde ligation, elle, ne poserait aucun souci, car s’effectuant dans
des conditions réductrices. Le talon d’Achille de cet assemblage réside donc dans la protection

StBu de la cystéine en N-terminal du fragment central.
2) Mise en place d’'une nouvelle voie de synthése de protéines

Une nouvelle stratégie est nécessaire, évitant 1’utilisation d’une cystéine protégée par un
groupement StBu pour la synthése du fragment 2. Pour rappel, la protection de la cystéine finale
sur le fragment 2 permet d’éviter son oxydation lors du passage du SEA® au SEA°T. Une
alternative pourrait étre de changer de groupement protecteur en utilisant par exemple une
thioproline. Cependant, comme observé au chapitre | (p.64), le fragment 2 comportant une
cystéine cyclisée en N-terminal n’est que trés peu soluble lors de 1’étape d’oxydation en milieu

aqueux acide.

Une alternative a la stratégie SEA est donc nécessaire en changeant la fonction située en C-
terminal du fragment 2. Pour cela, nous nous sommes intéressés au crypto-thioester N-HNB-
Cys(StBu) développé par 1’équipe de V. Aucagnel*®l, dont le principe reste le méme que pour

le crypto-thioester SEA tout en étant bien moins colteux.

A Utilisation de la résine HNB
i  Principe
Le crypto-thioester N-HNB-Cys(StBu) (Figure 161) est composé d’une cystéine dont le thiol
est protégé par une fonction StBu, et comportant un groupement HydroxyNitroBenzyl (HNB)

sur sa fonction amine. Cette cystéine est liée a la résine par une glycine en C-terminal, servant

de bras espaceur. Le peptide est synthétisé a partir de I’amine secondaire de la cystéine protégee.

/k Cys(StBu)
S

S

|
Position pour élongation du peptide
T H. HGWO
N
NO,

HNB

Figure 161: Structure du crypto-thioester HNB
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La fonction N-HNB-Cys(StBu) obtenue apres décrochage de sa résine est non réactive et est
appelée HNBofs (Figure 162). En conditions réductrices, le groupement protecteur StBu est
éliminé conduisant a la fonction N-HNB-Cys(SH) appelée HNBon, réactive pour la formation
d’un thioester. En conditions basiques un premier transfert d’acyl N-vers-S est alors permis, via
la formation d’un cycle a 5 chainons conduisant a la formation d’un thioester en C-terminal du
peptide. Suite a I’introduction d’un peptide contenant une cystéine en N-terminal, une
transthioesterification a alors lieu, suivie d’un second transfert d’acyl N-vers-S conduisant a la

formation d’un lien chimique natif.

O,N O2N O2N
Elongation
du peptide (o] TFA (0]
—= (L — (X
N OH N OH N OH
/n-- /"" /...,
S-S 0 S-S (o} S-S (e}
Ao Ao Aol e
HN HN NH,

TCEP

OH

HNB

Tampon phosphate
MPAA ou Imidazole

Figure 162: Synthése d'un peptide sur résine HNB, formation du thioester, et ligation native avec un autre peptide

Contrairement a la stratégie SEA, une fois le peptide décroché de sa résine et purifié, il peut
étre utilisé en 1’état sans réaction post-décrochage (comme c’est le cas avec la stratégie SEA,
qui requiert une étape d’oxydation). Les groupements protecteurs des acides aminés introduits
lors de la synthése peptidique peuvent donc étre ceux classiquement utilisés en stratégie
Fmoc/tBu, permettant 1’introduction d’une cystéine N-terminale classique. La synthése du

crypto-thioester est par ailleurs plus facile a mettre en ceuvre car réalisable sur résine PEG.
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ii Syntheése du groupement N-HNB-Cys(StBu)

Le crypto thioester est synthétisé sur résine en 2 étapes (Figure 163) en suivant le protocole
décrit par le groupe de V. Aucagne**®l. Premiérement, la glycine et la cystéine(StBu) sont
introduites par couplage peptidique classique, puis une amination réductrice est réalisée par
réaction de para-hydroxynitrobenzaldéhyde sur I’amine secondaire de la cystéine, suivi d’un

traitement au NaBH3CN.

NH,
yax 1) HNBA
O Synthese peptidique S-S o DMF/MeOH HN OH
H,oN

> 7< G\ Y
HN 2) NaBH;CN S-S 0
DMF/MeOH < G
H\NO

Figure 163: Schéma de synthése du groupement N-HNB-Cys(StBu)

iii Réactivité du phénol

Pendant 1’élongation du peptide chaque acide aminé est couplé en N-terminal du peptide par
N-acylation, mais la fonction phénol est également acylée, parfois partiellement (Figure 164).
Cependant, I’étape de traitement a la pipéridine permet de régénérer la fonction phénol. Une
autre possibilité est de réaliser un pré-traitement a I’hydroxylamine, qui permet de libérer
sélectivement le phénol en gardant intact le groupement protecteur Fmoc en N-terminal du
peptidel™3l, Ceci présente un intérét pour le suivi de I’étape de déprotection par
spectrophotométrie UV.

Pour éviter de former une espéce O-acylé de maniére irréversible, certaines conditions de
couplage sont a proscrire lors de 1’élongation du peptide et du greffage des chromophores. Par
exemple I'utilisation de PyBOP comme activateur conduit a I’inactivation du phénol par la
formation d’une espéce «phénoxy(tris-pyrrolidino-phosphonium) ». Selon de protocole décrit
par V. Aucagne nous avons utilises ’THCTU comme activateur tout au long des synthéses des

peptides comportant la fonction N-HNB-Cys(StBu).
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HoQ o NN
) N >1
Fmoc” \)‘ko’N
S = S
\S R . \S
H : H
{ GIy'NO : cl Fmoc-NH O < Gly'NO

HN— N o - Ron—_ N

O HN-Fmoc

NH,OH, imidazole
DMF/DCM 5:1

S?L
H s H
H,N 0 Gly'NO Fmoc—NH O Gly'No
P g—\Q Pipéridine < H
I o

Suivit UV possible
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Figure 164: N-acylation (en orange) et O-acylation (en vert), et les deux voies de déprotection du groupement protecteur Fmoc

Le groupement hydroxyle du phénol joue par ailleurs un role d’assistance lors du couplage du
premier acide aminé de la séquence peptidique sur I’amine secondaire de la cystéine de la
fonction N-HNB-Cys(StBu)*®l. Le groupement hydroxyle est O-acylé par 1’acide aminé a

coupler, puis la liaison amide est formée par un transfert d’acyl intramoléculaire O-vers-N

(Figure 165).

A : 2 2

g Fmoc. N OH S S
\ K )
S W Hoo ® ook > oyl
WIYN % { Gly-N — > Fmoc R W'V'N
- HN
N X Activateur HN 5 Transfert d'acyle 4;7,\‘ o)
oy R ( O-vers-N 0
o0 0-Acylation Fmoc\NJﬁFO e®
H o2
NO, NO, NO:

Figure 165: Assistance du phénol pour le couplage du premier acide aminé
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B Test des stratégies d’assemblages

Deux approches sont possibles pour la synthese de protéines en trois fragments peptidiques
avec une fonction N-HNB-Cys(StBu) sur le fragment 2. La premiere est un assemblage de
I’extrémité N-vers-C, et la seconde de I’extrémité C-vers-N. Ces deux stratégies ont été testées
pour la synthése d’une protéine de référence : la protéine ZIF(Cs124|DOTA[Tb]), dont le

découpage est resté le méme que celui utilisé au premier chapitre.

i Stratégie d’assemblage de C-vers-N

(a) Principe
Le schéma de la stratégie d’assemblage de 1’extrémité C-vers-N est donné en Figure 166. Le
peptide central F2 et le peptide F3 sont assemblés par une premiere réaction de ligation en
milieu réducteur permettant de passer de la forme HNB° & la forme HNB®", puis la cystéine
N-terminale de 1’assemblage F2-F3 obtenu est déprotégée. L’introduction du peptide F1

déclenche une seconde réaction de ligation native conduisant a I’assemblage F1-F2-F3. 197

GP GP: Groupe Protecteur
/
S OoN
HoN 0 0]
NH,
(0] N OH HoN—
T ’;
S-S (0] HS
7( Gl
y\
NH,

TCEP, Triazole, Gn.HCI
| Tampon phosphate, pH 7.0 37°C

GP
/
S
HoN
F2 ) F3 )}—NH,
]
HS ‘GP déprotection

0 OH H,N
J—< F2_)_F38 )-NH,
S (6]

o)

TCEP, Triazole, Gn.HCI
| Tampon phosphate, pH 7.0 37°C |

v

C ) _F2 )_F3_)NH,

Figure 166: Schéma d'assemblage de trois fragments en stratégie C vers N

La protection de la cystéine N-terminale du peptide F2 peut étre réalisée par I’introduction

d’une thiazolidine dont la déprotection s’effectue a pH 4 en présence de méthoxylamine.
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La synthése de la protéine ZIF(Cs124|DOTA[Tb]) par la stratégie d’assemblage C-vers-N

requiert trois fragments peptidiques :

- un peptide F1 comportant un ester de MPA en C-terminal (F1-MPA),
- un peptide F2 comportant une thiazolidine en N-terminal et une fonction N-HNB-
Cys(StBu) en C-terminal (F2[Thz|Glu(Cs124)]-HNB°™,

- un peptide F3 comportant une cystéine en N-terminal (F3-NH>).

Seul le fragment 2 doit étre synthétisé, les autres peptides restant les mémes que ceux utilisés

au premier chapitre.

(b) Synthése du peptide F2[Thz|Glu(Cs124)]-HNBY

Le peptide F2[Thz|Glu(Cs124)]-HNB®" a été synthétisé en stratégie Fmoc/tBu sur résine
RinkAmide NovaPEG. Les deux premiers acides aminés glycine, et cystéine(StBu) ont été
introduits par synthése manuelle suivie d’une amination réductrice réalisée par réaction de 2-
hydroxy-5-nitrobenzaldéhyde, puis de NaBH3CN. La suite de la synthése a été réalisée comme
pour le peptide F2[Cys(StBu)|Glu(Cs124)]-SEA°™. Le peptide F2[Thz|Glu(Cs124)]-HNB a été
purifié par HPLC préparative (rendement 9,1%), lyophilise, et caractérisé par HPLC et ESI-MS
(Figure 167).

1

100 837.3
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Figure 167: A gauche, chromatogramme HPLC du peptide F2[Thz|Glu(Cs124)]-HNB°™ ; A droite, spectre ESI-MS (masse
calculée : 1394,59 [M+3H]3*, 1046,19 [M+4H]**, 837,16 [M+5H]°*, 697,80 [M+6H]¢* pour M = C1g0H276N58050S4

Temps de rétention (min)

(c) Assemblage
L’ensemble de la réaction d’assemblage (Figure 169) a été realisée sous atmospheére inerte en
boite a gants, afin d’éviter I’oxydation des cystéines. La premiére ligation entre le peptide F3-
NH: et le peptide F2[Thz|Glu(Cs124)]-HNB°" a été effectuée a une concentration de 7 mM en
peptide dans une solution de TCEP/triazole/Gn-HCI (200mM, 2,5 M, et 6 M, dans un tampon
phosphate 100mM pH7,5) a 37°C. L’avancement de la réaction, qui s’est terminée apres 64 h,
a été suivi par HPLC (Figure 168). Le milieu réactionnel a été acidifié a pH 4 par ajouts de HCI

2 M, puis de la méthoxylamine a été ajoutée pour obtenir une concentration finale de 0,1 M
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dans le milieu. La réaction de déprotection a été suivie par ESI-MS, les temps de rétention pour
le peptide avec une thiazolidine ou une cystéine étant identiques. La déprotection a été
complétée au bout de 2 h. Le pH de la solution a été ajusté a pH 7 par ajouts de NaOH 2 M,
puis le peptide F1-MPA a été ajouté. Le milieu réactionnel a été agité a 37°C et I’avancement
de la réaction, qui dure pres de 19h, a été suivi par HPLC (Figure 168). Aprés 120 h, le peptide
F1-MPA a été totalement consommé mais davantage de F1-F3 s’est formé rendant la
purification plus délicate. Le spectre ESI-MS de la Figure 170 montre que la protéine F1-F3

n’a pas pu étre éliminée complétement.

Le suivi de la réaction par HPLC a montré que les temps de rétention pour un méme produit
pouvaient varier jusqu’a 2 min. Ce décalage n’ayant jamais été observé lors de ligations
utilisant le MPAA, nous en avons déduit un effet du triazole sur la rétention de la colonne HPLC,
phénomeéne par ailleurs observé lors de ligations en présence d’imidazole. Nous avons remarqué
qu’un ringage de la colonne d’au moins 15 min avec un mélange 50 :50 TPA/TPB était
nécessaire avant 1’injection suivante. Ce traitement imparfait nous a permis de suivre les
ligations par HPLC, malgré un décalage des temps de rétention di aux quantités variables de
triazole introduites sur la colonne lors des différentes injections. Les chromatogrammes du suivi
de la ligation présentés en Figure 168 ont été corrigés par rapport aux temps de rétentions du

fragment F3 et de I’assemblage F2-F3.

F1F3
Ligation-2 120h

F1-F2-F3
N A Ligation-2 19h

I\
Fl
f Ligation-2 Oh
(Cys)F2-F3 ; .
Deprotection
M Thiazolidine
{Thz}F2-F3
M Ligation-1 164h
F3 Nzln
I\ M Ligation-1 Oh

6 7 & g 10 11 12
Temps de rétention (min)

Figure 168: Suivi par HPLC de I'assemblage de la protéine ZIF(Cs124|DOTA[Th])
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Figure 169: Schéma d'assemblage en stratégie HNB de C-vers-N de la protéine ZIF(Cs124|DOTA[Tb])

1
9374 10414
214 100 11714
08 _— nm

= 05 1123.1
3" 3 13385
- o
=04 T 50
: :
= 1403.4

° 0 l 5 10 15 20 V 0 !

900 1100 1300 1500

Temps de rétention (min) miz
Figure 170: A gauche profil HPLC de la protéine ZIF(Cs124|DOTA[Tb]) obtenue par assemblage HNB de C-vers-N ; A droite,
spectre ESI-MS (masse calculée : 1338,36 [M+7H]"*, 1171,19 [M+8H]?*, 1041,17 [M+9H]°*, 937,15 [M+10H]%** pour
M = CaesHe26N1200110S7Th  correspondant a la protéine ZIF(Cs124|DOTA[Th]); et 1403,31 [M+4H]*, 1122,85
[M+5H]5*pour M = C235H37aN7506585 Th correspondant a I'assemblage F1-F3)
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(d) Conclusion
La stratégie d’assemblage de C-vers-N a été validée, malgré la formation parasite de
I’assemblage FI1-F3 difficile a séparer par purification HPLC. Cependant [’étape de
déprotection de la thiazolidine avec changement de pH devant s’effectuer en boite a gants sur

de petits volumes de solutions est difficile a maitriser.

ii Stratégie d’assemblage de N-vers-C

Le schéma de la stratégie d’assemblage de I’extrémité N vers 1’extrémité C est donné en Figure
171. Le peptide central F2 et le peptide F1 sont assemblés par une premiére réaction de ligation.
Ensuite le peptide F3 est introduit en présence d’un réducteur permettant de passer de la forme
HNB° & la forme HNB®", déclenchant une seconde réaction de ligation conduisant &
I’assemblage F1-F2-F3.

0 OH H,oN 0
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S (0] (0] N OH
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!
C ) F2 )N F3_)NH,

Figure 171: Schéma d'assemblage de trois fragments en stratégie de N vers C

La stratégie d’assemblage de N-vers-C implique 1’assemblage de trois peptides :

- un peptide F1 comportant un ester de MPA en C-terminal (F1-MPA),
- un peptide F2 comportant une cystéine en N-terminal et une fonction N-HNB-Cys(StBu)
en C-terminal (F2[Cys]-HNB°™,

- un peptide F3 comportant une cystéine en N-terminal (F3-NHy).
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De méme que pour la strategie C-vers-N, seul le fragment 2 différe de la stratégie utilisée au

premier chapitre. Le fragment central & synthétiser est noté F2[Cys|Glu(Cs124)]-HNB°",

(a) Synthése du peptide F2[Cys|Glu(Cs124)]-HNBF
La synthése du peptide F2[Cys|Glu(Cs124)]-HNB°™ a été réalisée comme pour le peptide
F2[Thz|Glu(Cs124)]-HNB®", en remplagant la thiazolidine par un acide aminé Fmoc-Cys(trt)-
OH. Le peptide obtenu a été purifié par HPLC préparative avec un rendement de 11%, puis
lyophilisé et caractérisé par HPLC et ESI-MS (Figure 172).
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Figure 172: A gauche, chromatogramme HPLC du peptide F2[Cys|Glu(Cs124)]-HNB°™ ; A droite, spectre ESI-MS (masse
calculée : 1390,59 [M+3H]%*, 1043,19 [M+4H]**, 834,76 [M+5H]5*, 695,80 [M+6H]®* pour M = C179H276N58050S4

(b) Assemblage
La réaction d’assemblage (Figure 173) se déroule comme vu aux chapitres I&II, avec
introduction des peptides F1-MPA et F2[Cys|Glu(Cs124)]-HNB®" en conditions de ligation non
réductrices, suivie de I’introduction du peptide F3-NH> et de TCEP comme réducteur. La

protéine obtenue a été caractérisée par HPLC, ESI-MS (Figure 176).

De maniere analogue a la ligation de C-vers-N, les chromatogrammes du suivi par HPLC ont
été recalés ; cette fois sur les temps de rétentions des fragments F2 et F3, ainsi que I’assemblage
F1-F2.

La premiéere ligation suivie par HPLC pendant 66h, semble stagner a partir de 40h d’agitation
(Figure 174). Les peptides F1 et F2 sont toujours présents, mais ne semblent plus étre
consommeés. De plus, 1’analyse par ESI-MS apres 40 h montre 1’apparition d’un produit
d’hydrolyse du thioester de MPA présent en C-terminal du fragment 1. A partir de 66h de
ligation, malgré une conversion tres incompléte, la seconde ligation a été initiée, par 1’ajout de
TCEP et du peptide F3. Le suivi aprés 1h de cette seconde ligation montre 1’apparition d’un pic
majoritaire avec un temps de rétention entre 10 et 12 min (Figure 174). Le méme comportement

a eté observé sur une autre ligation de N-vers-C lors de 1’ajout de TCEP pour la premiére
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ligation. On peut supposer que la premiére ligation entre F1 et F2 est trés rapide en milieu
réducteur et ne conduit étonnamment pas a l’assemblage F2-F2. Une hypothése serait
I’assistance du HNB pour cette premiére ligation, la cystéine de la fonction N-HNB-Cys(SH)
permettant une premiere transthioesterification (Figure 175). Malgré 1’incompréhension de ce
phénomene, la seconde ligation s’est terminée aprés 120h d’agitation (Figure 174). La
formation d’un pic majoritaire est observée et correspond a 1’assemblage F1-F2-F3.
L’assemblage résiduel F1-F3 n’est présent qu’a 1’¢état de traces sur le profil HPLC du suivi de

la réaction ou de la caractérisation de la protéine finale.

o
o
>
L
o
I
4
Iz i—
/
o

O,N
HN
(0] o (i, O o
(S Ty — GIn1M
S—(CH,),COOH N oOH
"
Triazole, Gn.HCI S-S o
| Tampon phosphate, pH 7.0 37°C | 7< Gly\
NH
O + 2
o
\'\\N/\ >
(M 7 )=0
N oTE N
o |
o N\) A
HN H © OyN
0 )s (P;&O .
>_(F""'—ysg3“"“--/'\|El106 ) (S T — GIn'® )} ( ST NH,

TCEP, Triazole, Gn.HCI
| Tampon phosphate, pH 7.0 37°C

>—(Hisgg---Lysg3--------AIa105 ) G Ty — GIn™® )| Cys¥/-——-GIu"0}—NH,

Figure 173: Schéma d'assemblage en stratégie de N vers C de la protéine ZIF(Cs124|DOTA[Th])

156



Sondes de seconde génération, FRET d’un lanthanide vers un fluorophore
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Figure 174: Suivi par HPLC de I'assemblage de la protéine ZIF(Cs124|DOTA[Tb])
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Figure 175: Hypothese de I'assistance par la cystéine du groupement N-HNB-Cys(SH) pour la premiére ligation
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Figure 176: A gauche profil HPLC de la protéine ZIF(Cs124|DOTA[Tb]) obtenue par assemblage HNB N-vers-C ; A droite,
spectre ESI-MS (masse calculée : 1338,36 [M+7H]"*, 1171,19 [M+8H]®*, 1041,17 [M+9H]°*, 937,15 [M+10H]** pour
M = CaosHs26N1200110S7Th  correspondant a la protéine ZIF(Cs124|DOTA[Tb]) et 1122,85 [M+5H]>*pour
M = Ca3sH374N75065S5Th correspondant a I'assemblage F1-F3.

(c) Conclusion
La stratégie d’assemblage de N-vers-C conduit au bon produit d’assemblage, avec peu de sous-
produits observés par HPLC. Cependant, la premiére ligation n’est pas totalement maitrisée,
I’influence du TCEP n’étant pas totalement comprise et I’assemblage n’ayant été réalisé qu’une
seule fois. Cette stratégie reste cependant plus simple a mettre en ceuvre que 1’assemblage de

C-vers-N, I’ensemble des réactions se déroulant au méme pH.

iii Conclusion sur les stratégie d’assemblages

Deux nouvelles stratégies d’assemblage de trois fragments peptidiques dans le sens « N-vers-
C » et « C-vers-N » combinant une fonction N-HNB-Cys(StBu) en C-terminal du second
fragment ont été testées et ont conduit aux protéines attendues. Par manque de temps, les
assemblages n’ont pu étre réalisés qu’une seule fois, laissant quelques points d’ombre,
notamment sur la cinétique de la premiére ligation de I’assemblage de N-vers-C. On peut tout
de méme en conclure que la combinaison de la fonction N-HNB-Cys(StBu) et de 1’utilisation
de triazole en remplacement du MPAA permet I’assemblage des trois fragments peptidiques en
one-pot, et devrait étre compatible avec la présence d’alcynes et donc avec le complexe

[Eu(DO3ApicAr)].

Comme observé sur les profils HPLC des suivis de ligations, la stratégie N-vers-C conduit a

moins de sous-produits, et correspond donc a la meilleure stratégie d’assemblage.
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C Synthese de la protéine ZIF(Eu(D0O3ApicArz))

La synthese de la proteine ZIF(Eu(DO3ApicArz)) par la stratégie d’assemblage HNB de N-
vers-C développée dans la partie précédente requiert les peptides F1-MPA et F3-NH:
préecédemment synthétisés (cf Chapitres I&Il) et un nouveau peptide central
F2[Cys|Lys(Eu(DO3ApicAr2))]-HNB (Figure 177).
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Figure 177: Structure du peptide F2[Cys|Lys(Eu(DO3ApicAr2))]-HNBO'

i Syntheése du peptide F2[Cys|Lys(Eu(DO3ApicArz))]-HNB°Y
La synthése du peptide F2[Cys|Lys(Eu(DO3ApicAr2))]-HNB°™ a été réalisée a partir d’un
peptide F2[Cys|Lys(Alloc)]-HNB-RinkAmide qui a été synthétisé comme le peptide
F2[Cys|Glu(Cs124)]-HNB®" en remplagant I’acide aminé Glu(Cs124) en position 110 par une
Lys(Alloc). Le complexe d’europium peut étre introduit sur la lysine une fois déprotégeée, soit
par le couplage du pro-ligand DO3AM®:pic™Ar, (c’est a dire de maniére similaire a la
stratégie utilisée pour le peptide F2[Cys(StBu)|Lys(Tb(DO3ApicAr1))]-SEA°T ), soit par le
couplage direct du complexe [Eu(DO3ApicArz2)]Na. Le couplage du pro-ligand ayant démontré
son efficaciteé auparavant, cette stratégie a été choisie.
(a) Synthése par couplage du pro-ligand
1. Couplage du pro-ligand DO3AMe:pjcMelAr,

Le pro-ligand DO3AM®:picMEAr, étant une molécule a forte valeur ajoutée, un couplage dans
des conditions steechiométriques est préférable. Cependant, la réactivité du groupement N-
HNB-Cys(StBu) apporte une contrainte puisqu’une O-acylation sur la fonction hydroxyle du
pro-ligand est possible (cf partie « Réactivité du phénol » p.148). Il est néanmoins possible de
bloquer cette position en ’acétylant avant la déprotection de la Lys(alloc). Une fois la lysine
déprotégée et le pro-ligand couplé, la fonction hydroxyle peut étre libérée par un traitement a

la pipéridine, ou a I’hydroxylamine (Figure 178).
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Figure 178: Stratégie pour bloquer/débloquer la fonction hydroxyle du groupement N-HNB-Cys(StBu)

La fonction hydroxyle du peptide F2[Cys|Lys(Alloc)]-HNB-RinkAmide a été acétylée, puis le
groupement protecteur Alloc de la lysine a été déprotégé, suivant les deux premiére étapes de
la stratégie présentée en Figure 178. Une analyse par ESI-MS de ce peptide a permis de vérifier
la bonne déprotection du groupement protecteur alloc du peptide F2[Cys|Lys(NH2)]-HNB-
RinkAmide obtenu. Une analyse par ESI-MS de ce peptide apres traitement a la pipéridine a
cependant révélé la persistance d’un groupement acyle, signifiant que soit la déprotection de la

fonction hydroxyle a la pipéridine a été inefficace, soit que la lysine a été acétylée.

Le peptide a donc été traité par I’anhydride acétique de maniére a obtenir le peptide O-acétylé
et N-acétyleé, dont I’analyse par ESI-MS a révélé la présence de deux fonctions acétyle sur le
peptide. Apres traitement de ce peptide a la pipéridine, ’analyse ESI-MS a réveélé la présence
d’un seul acétyle sur le peptide. Nous en déduisons que le traitement permettant de libérer la

fonction hydroxyle est efficace, signifiant que la lysine est acétylee (Figure 179).
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Figure 179: Protection et déprotection de la fonction hydroxyle
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Si la lysine est acétylée et non 1’hydroxyle, cela signifie qu’un transfert d’acyle O vers N intra
ou intermoléculaire a eu lieu (Figure 180). Comme expliqué en partie « Réactivité du phénol »
(p.148) le phénol joue un rdle d’assistance pour le couplage du premier acide aminé du peptide,
cependant une assistance sur une fonction amine aussi ¢loignée dans la séquence n’était pas
attendue. Le ligand peut donc étre introduit en quantité steechiométrique, le couplage

s’effectuant soit directement avec I’espece activée par ’HCTU, soit par 1’assistance du phénol.

OH

Figure 180: Transfert d'acyl O vers N sur le peptide F2[Cys|Lys(NH2)]-HNBOff

La synthése du peptide F2[Cys|Lys(NH2)]-HNB-RinkAmide a été répétée sans 1’étape
d’acétylation finale, puis le pro-ligand a été couplé par réaction de 1,1 éq de
DO3AMe:picMIAr, sur le peptide (1ég). Une étape de traitement a la pipéridine a ensuite
permis de libérer la fonction hydroxyle du phénol, permettant aprés déprotection au TFA
I’obtention du peptide F2[Cys|Lys(DO3AMe:picMeAr,)]-HNBO |

2. Hydrolyse du pro-ligand

Les conditions de I’hydrolyse optimisées pour le peptide F2[Cys(StBu)|Lys(DO3AMe:.
pic™M®Ar;)]-SEA°" en partie « Hydrolyse » (p.132) ont été reprises. L’analyse du produit
d’hydrolyse du peptide F2[Cys|Lys(DO3AM®:picMeAr,)]-HNBOT a révélé une différence de
masse de -123 Da entre le produit obtenu et le produit attendu. Ceci peut correspondre a une p3-
élimination du groupement S-StBu de la cystéine présente sur le groupement HNB (Figure 181).
Pour vérifier cette hypothese, le peptide issu de I’hydrolyse a été mis en présence de TCEP a
pH 7. Aucune différence de masse n’a été observée sur le produit résultant de cette étape de
réduction. Le groupement S-StBu n’était donc plus présent sur le peptide, validant notre
hypothése.
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Figure 181: Hydrolyse des esters méthyliques et S-élimination du groupement S-StBu de la cystéine

3. Conclusion
La B-élimination du groupement S-StBu de la cystéine du groupement N-HNB-Cys(StBu) lors
de I’étape d’hydrolyse du pro-ligand rend impossible I’obtention du peptide final comportant
le ligand libre. Le peptide F2[Cys|Lys(Eu(DO3ApicAr))]-HNB° doit donc étre obtenu par une

autre stratégie de synthese.

(b) Couplage direct du complexe [Eu(DO3ApicArz)]Na
Comme décrit en partie « Couplage du complexe [Th(DO3ApicAri)]Na » (p.131), un essai de
couplage direct du complexe [Th(DO3ApicAr1)]Na par de ’'HCTU sur le peptide test de
séquence C(StBu)GKKFTKK(NH2)EELQKHAKTHTG-RinkAmide n’a pas conduit a I’espéce
attendue. Nous avons tout de méme observé une meilleure solubilité dans le DMF du complexe
[Eu(DO3ApicoArz2)]Na comparé a celle du complexe [Tbh(DO3ApicoAri)]Na. Suite aux
observations réalisées sur 1’assistance de la fonction hydroxyle du phénol par un transfert
d’acyle de O-vers-N, un essai de couplage a ’'HCTU du complexe [Eu(DO3ApicoAr2)]Na sur
le peptide F2[Cys|Lys(NH.)]-HNB-RinkAmide a éte realise. Le brut de déprotection du peptide
analysé par ESI-MS a révélé la présence de deux especes majoritaires : le peptide comportant
le complexe, et le peptide comportant le ligand libre (I’europium est éliminé lors de 1’étape de
déprotection au TFA); les especes minoritaires étant le peptide nu, et des peptides de masse
M+42 et M+84. L’utilisation de DIC/HOALt en tant qu’activateur a permis d’obtenir 100% de
peptide avec soit le complexe gréffé, soit le ligand (Figure 182). Cela indique que I’assistance
par le phénol est certainement possible pour des fonctions difficilement conjugables. Cette

162



Sondes de seconde génération, FRET d’un lanthanide vers un fluorophore

observation, réalisée en toute fin de thése, doit tout de méme inciter a la prudence, car ces
conditions de couplage n’ont pas été testées sur d’autres séquences. Une partie du peptide
obtenu possédant un ligand libre a I’issue de 1’étape de déprotection, le brut de réaction a été
mis en présence d’europium a pH 6 afin d’obtenir une seule espéce métallée pour 1’étape de
purification. Le peptide F2[Cys|Lys(Eu(DO3ApicAr2))]-HNB°™ a ensuite été purifié, puis
analysé par ESI-MS et HPLC (Figure 183).
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Figure 182: Schéma de syntheése du couplage direct du ligand DO3Apico[Eu]Ar2 sur le peptide F2[Cys(SH)|Lys(NHz2)]-HNBeff
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Figure 183: A gauche, chromatogramme HPLC du peptide F2[Cys|Lys(Eu(DO3ApicArz))]-HNB°™; A droite, spectre ESI-MS
(masse calculée : 1600,40 [M+3H]%*, 120055 [M+4H]**, 960,64 [M+5H]%", 800,71 [M+6H]®" pour
M = C201H304EUN6205854)
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ii Assemblage

La protéine ZIF(Eu(DO3ApicAr,)) a été assemblée par la stratégie N-vers-C (Figure 184) par
deux réactions de ligations successives, impliquant en premier lieu le peptide F1-MPA décrit
dans le chapitre 11 et le peptide F2[Cys|Lys(Eu(DO3ApicAr2))]-HNB°", puis en second lieu le
peptide obtenu issu de la premiere ligation, avec le peptide F3-MPA décrit dans le chapitre I.
La protéine ZIF(Eu(DO3ApicAr.)), obtenue avec un rendement de 12.5%, a été caractérisée
par HPLC et ESI-MS (Figure 185).
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Figure 184: Schéma d'assemblage pour la synthése de la protéine ZIF(Eu(DO3ApicAr2))
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Figure 185: A gauche, chromatogramme HPLC de la protéine ZIF(Eu(DO3ApicArz)); A droite, spectre ESI-MS (masse
calculée : 1175,06 [M+8H]®*, 1044,62 [M+9H]%*, 940,26 [M+10H]'*, 854,87 [M+11H]™*, 783,71 [M+12H]** pour
M = CaooHs25N120011157)

Comme observé lors de I’assemblage test, la premicre ligation a stagné apres 40h d’agitation,
et ce n’est que lors de 1’ajout de TCEP avec agitation pendant 1h que la formation d’un pic
majoritaire a été observée. La seconde ligation a conduit a la formation de plusieurs produits
apres 60h, dont deux majoritaires présentant une absorbance a 365nm, longueur d’onde ou seuls

les composés HNB et le complexe Eu[DO3ApicoAr;] absorbent.

La formation du produit attendu a été confirmée par I’analyse ESI-MS, et les autres produits du
milieu réactionnel posseédent des masses plus faibles que la protéine finale, indiquant qu’aucune

addition de thiol n’a eu lieu sur la fonction alcyne du complexe.

La stratégie mise en ceuvre est donc validée, mais requiert quelques optimisations, la seconde

ligation ne conduisant pas a un produit majoritaire.

Par manque de temps, nous n’avons pas pu préparer la quantité de protéine nécessaire pour
réaliser I’étude des propriétés spectroscopiques de ce composé, ainsi que 1’évaluation d’un effet

FRET europium vers SiR-méthyl par titrage avec I’ADN cible.
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IV Conclusion

Le complexe [Th(DO3ApicAri1)] développé au Chapitre Il a été conjugué sur la protéine ZIF
en quelques étapes par la voie de couplage du pro-ligand. Ce résultat a validé la stratégie de
synthése, ainsi que 1’utilit¢é du complexe développé, gardant ses propriétés spectroscopiques
lorsqu’il est introduit sur une biomolécule. La détection de la séquence cible d’ADN 5°-
TGGGCGCGCCCA-3’ a été mise en évidence par la formation des hétéro-dimeres
ZIF?"(Tb(DO3ApicAn))/ZIF4(lissamine) et ZIF“"(Th(DO3ApicAr))/ZIF#(SiR-méthyl),
pour lesquels un transfert d’énergie du terbium vers la lissamine ou la SiR-méthyl a été observé.
Une augmentation de la luminescence des fluorophores, ainsi qu’une baisse du temps de vie de
luminescence et de 1’émission du terbium ont permis de conclure a un transfert d’énergie en
présence d’ADN, méme si ce dernier reste toutefois modeste. La principale limite de ce systeme
est I’excitation directe des fluorophores a la longueur d’onde d’excitation du complexe de
terbium. Pour contourner cette limite, 1’introduction du complexe d’europium sur la protéine
ZIF a été envisagée. L’incompatibilité de ce complexe avec la stratégie de synthése des
protéines utilisee jusqu’alors a conduit au développement d’une nouvelle voie d’assemblage.
Pour cela, le crypto-thioester N-HNB-Cys(StBu) récemment décrit dans la littérature a permis
non seulement le couplage direct du complexe d’europium lors de la synthése peptidique, mais
aussi I’assemblage des fragments peptidiques sans dégradation du complexe. L’obtention de
cette protéine en fin de these a permis de valider la nouvelle stratégie de synthese, cependant

aucune étude spectroscopique n’a pu étre réalisée.

Comme mentionné dans le chapitre 11, il serait intéressant de réaliser un titrage a I’ADN cible
afin de mettre en évidence la formation d’un complexe 1:1:1 (ZIF*"(Tb(DO3ApicAr1))/
ZIF#"(fluorophore)/ADN). 1l faudrait par ailleurs évaluer les paramétres des interactions mises
en jeu dans ce systeme ternaire par mobilité électrophorétique, et réaliser un titrage controle

avec une séquence d’ADN ne comportant pas la séquence cible.

166



Sondes de seconde génération, FRET d’un lanthanide vers un fluorophore

167






Conclusion génerale et perspectives







Conclusion générale et perspectives

Ce travail de these consistait en la preuve de concept de la détection d’une séquence
palindromique d’ADN double brins par luminescence. Pour cela, les sondes ont été basées sur
les propriétés d’interaction des protéines a doigt de zinc, qui décorées par des lanthanides
permet de réaliser une détection résolue en temps. Pour cela, différents systemes de FRET ont
été introduits sur une protéine décrite comme se dimérisant autour d’une séquence
palindromique d’ADN. Les différents systémes de sondes développés ont été caractérisés par

spectroscopie.

La synthese de la premiére sonde luminescente basée sur un transfert FRET Cs124 vers terbium
développée au premier chapitre a permis de faire face aux différentes contraintes synthétiques
concernant la synthése peptidique, qui une fois résolues ont permis 1I’obtention de la protéine
ZIF?"(Cs124|DOTA[Thb]). La synthése de cette protéine a nécessité son acétylation en position
N-terminale, ainsi que la modification de trois acides aminés, dont un pour éviter la formation
d’aspartimides, et deux autres pour I’introduction du systéme de luminescence ; un de ces deux
acides aminés étant présent dans I’interface de dimérisation. L’interaction de la sonde avec sa
séquence d’ADN cible a ¢été mise en évidence par un test préliminaire de retard sur gel,
confirmant la possibilité de modifier certains acides aminés de la protéine initialement décrite
par B. Wang et C. Pabo sans en affecter ses propriétés de dimérisation. Cependant, la
dimérisation induite par la liaison a I’ADN n’a pas permis d’améliorer le transfert d’énergie du
Cs124 vers le terbium, la distance entre le Csl124 et le terbium étant certainement trop

importante au sein du dimére formé.

Une seconde génération de sonde basée sur un FRET entre deux fluorophores (lissamine et SiR-
méthyl) efficace a de plus fortes distances a ensuite été développée. Cette fois, 1’introduction
sélective d’un seul fluorophore par protéine a permis de se rapprocher un peu plus de la
séquence de la protéine initiale avec la modification de deux acides aminés. Cette génération
de sonde a permis de soulever la question de conservation des sondes, ces derniéres s’étant
montrés instables en conditions aérobies. L’interaction par retard sur gel n’a pas été réalisée,
cependant 1’étude spectroscopique du systéme ZIF#"(lissamine)/ZIFZ"(SiR-méthyl) a permis de
mettre en évidence un transfert FRET de la lissamine vers la SiR-méthyl en présence de la
séquence d’ADN cible. Ce résultat a apporté la preuve de concept de la détection d’une

séquence d’ADN par ces sondes. Notre objectif étant initialement de concevoir un systeme
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FRET a partir de lanthanides pour bénéficier de leurs longs temps de vie de luminescence,
I’introduction de complexes de lanthanides fortement brillants a été recherchée afin de réaliser

un transfert FRET d’un lanthanide vers un fluorophore efficace a de fortes distances.

Parmi I’ensemble des complexes de lanthanides décrits dans la littérature, aucun ne
correspondait aux criteres de sélection que nous nous étions imposés. Les critéres limitants étant
principalement la présence d’une fonction de bioconjugaison, la possibilité d’une stratégie de
synthése divergente conduisant a différents complexes de lanthanides, et finalement la
possibilité d’une absorption bi-photonique ; ce dernier critére n’étant pas recherché pour ce
projet, mais pour d’autres développés au laboratoire. Le design de nouveaux complexes a été
réalisé en s’appuyant sur les complexes décrits dans la littérature, avec le choix d’une stratégie
de synthése divergente et de deux voies de couplage possibles pour chaque complexe sur une
biomolécule. La synthese de trois ligands a ainsi été optimisée, sur lesquels différents
lanthanides ont pu étre introduits (terbium, europium, dysprosium, samarium) conduisant a une
famille de six complexes. Parmi eux, les complexes [Tb(DO3ApicAri)]Na et
[Eu(DO3ApicArz)]Na se sont démarqués de par leurs brillances élevées (respectivement 7470
et 4790 M™cm™) ainsi que leurs longs temps de vie de luminescence (2,35 ms pour le terbium

et 1,10 ms pour I’europium). Leur introduction sur la protéine ZIF a alors été recherchée.

La seconde génération de sonde basee sur un FRET d’un lanthanide vers un fluorophore a été
développée, avec premi¢rement 1’introduction du complexe de terbium [Th(DO3ApicAr1)]Na
sur la protéine ZIF. Cette derniére a été synthétisé par la méme stratégie d’assemblage en trois
fragments peptidiques utilisée jusqu’alors. Le peptide comportant le complexe de terbium a été
obtenu par le couplage d’un pro-ligand, qui apres plusieurs étapes a conduit au complexe
attendu, validant la voie d’introduction utilisée. L’¢étude spectroscopique a montré que les
systemes FRET terbium vers lissamine ou terbium vers SiR-méthyl fonctionnaient. En effet,
lors de I’ajout d’ADN sur les solutions (ZIF#"(Th(DO3ApicAr.))/ZIF*(lissamine) ou
ZIFA(Th(DO3ApicAr))/ZIFA"(SiR-méthyl)), une baisse du temps de vie du terbium ainsi que
de son emission a eté observée, tandis que la luminescence des fluorophores a augmentee (de
maniére plus prononcée avec la SiR-méthyl qu’avec la lissamine). Cependant, méme en
I’absence d’ADN 1’émission des fluorophores a été observée. Cela provenant de 1’excitation
directe des fluorophores a la longueur d’onde d’excitation du complexe de terbium, il a fallu
rechercher un autre systeme permettant une excitation a une longueur d’onde a laquelle le

fluorophore n’absorberait pas. Le complexe d’europium [Eu(DO3ApicArz)]Na s’excitant a des
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longueurs d’ondes ou la lissamine et la SiR-méthyl n’absorbent pas, a été choisi pour étre
introduit sur la protéine ZIF. La synthese de cette nouvelle protéine s’est révélé difficile a cause
d’une réaction secondaire dégradant le complexe d’europium dans les conditions d’assemblage
de peptides utilisées. Une nouvelle stratégie d’assemblage compatible avec le complexe a alors
été développée et validée. Toutefois, par manque de temps la caractérisation spectroscopique

de la protéine ZIF“"(Eu(DO3ApiCAr2)) n’a pu étre réalisée.

En perspective, les caractérisations spectroscopiques mériteraient d’étre plus approfondies en
testant une séquence d’ADN ne comportant pas la séquence cible, afin de confirmer la
sélectivité du systéme. Dans la méme idée, les tests par gels retard devraient étre réalisés sur

les protéines en présence de leurs séquence cible et d’autres séquences.

Toutefois, la preuve de concept a été apportée, et le point a retenir est la possible modification
de certains acides aminés de la séquence initialement décrite ne mettant pas en jeu 1’intégrité

du systeme.

La preuve de concept ayant été apportée, il est désormais important de simplifier 1’aspect
synthétique des protéines. Pour cela, la conjugaison finale des chromophores sur la protéine par
réaction chimio-sélective est recherchée. Ainsi, la protéine comportant une fonction de
conjugaison pourrait étre synthétisée a grande échelle (plusieurs milligrammes), puis les
chromophores couplés par une simple réaction en milieu aqueux. Pour cela, Thibault Charnay
travaille actuellement sur le développement de la ligation tétrazine mentionnée au chapitre 111
(p.103), qui permettrait de synthétiser la protéine ZIF comportant une oléfine réactive avec une

tétrazine liée au chromophore (Figure 186).

Chromophore
Chromophore
N
NN N
NVN
[ Protéine ZIF assemblée ) > ( Protéine ZIF assemblée )

Ligation tétrazine

Figure 186: Nouvelle stratégie de synthése pour le couplage des chromophores

Lorsque I’optimisation sera réalisée, une protéine ciblant une nouvelle s€quence d’ADN pourra
étre synthétisée. Ainsi, une séquence non palindromique de 12 paires de bases d’ADN pourra

étre reconnue avec les sondes synthétisées.

Finalement, I’introduction d’un troisiéme doigt de zinc sur chaque monomere permettra la

lecture d’une séquence d’ADN de 18 paires de bases lors de la formation d’hétéro-dimeres, ce
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qui constitue a la cible finale, cette derniere pour rappel étant la détection d’une séquence

d’ADN d’au minimum 17 paires de bases.
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Partie expérimentale

Materials and methods:

Solvent and reagents: N-a-Fmoc-protected amino acids for peptide synthesis, PyBOP and HCTU
coupling reagents were obtained from Novabiochem or Iris Biotech. SEA-PS, NovaPEG Rink
Amide resin were purchased from X’prochem and Novabiochem. DOTA-tris(tBu) ester was
purchased from CheMatech. Other reagents for peptide synthesis, solvents, buffers and metal salts
were purchased from Sigma-Aldrich. All buffers or zinc solutions were prepared with MilliQ water
(Millipore).

Analytical HPLC: analytical separations were performed on an Agilent Infinity 1200 system
using Waters XBridge BEH130 C18 (2.5 um, 75 mm x 4.6 mm) column at 1 mL/min.

Mobile phase consisted in a gradient of solvent A (0.1% TFA in H.0) and B (0.1% TFA in
MeCN/H20 9:1). Method Xb70 consisted in 5% B during 1 min followed by a 5 to 70 % B
gradient in 14 min at 1 mL/min on the Waters XBridge BEH130 C18 column. Eluate was
monitored by electronic absorption at 214, 254, 280, 331, 365, 560, 650 nm.

Analytical HPLC-MS: analytical separations follow by mass spectroscopy were performed on
an Agilent 1260 Infinity Il HPLC system equipped with a 6125 ESI-MS detector.

Preparative HPLC: separations for purification were performed on a VWR LaPrep}_ system
using a Waters XBridge Peptide BEH130 C18 (5 um, 150 mm x 19 mm) column at 14 mL/min,
or on a Waters XBridge Peptide BEH130 C18 (5 um, 150 mm x 10 mm) column at 6 mL/min.
Mobile phase consisted in a gradient of solvent A (0.1% TFA in H.0) and B (0.1% TFA in
MeCN/H20 9:1).

Optical spectroscopy: UV-Vis absorption spectra were recorded on a Perkin-Elmer Lambda
35 spectrophotometer. Luminescence spectra were recorded on a Varian Cary Eclipse
spectrometer or on a modular Fluorolog FL3-22 spectrometer from Horiba-Jobin Yvon-Spex
equipped with a double-grating excitation monochromator and an iHR320 imaging
spectrometer coupled to a R928P Hamamatsu photomultiplier. Quantum yields were
determined by a relative method with quinine sulphate in 0.5M H2SOs as standard!el,

Estimated experimental error for the quantum yield determination is ~10 %.

NMR: H, 3C and DEPT spectra were recorded at 400 MHz on a Varian Avance |11 400
spectrometer, at 298 K if no temperature is specify. All shifts for 'H and *C spectra were
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referenced to the residual solvent peak (CDClz dn =7.26 ppm and dc = 77.2ppm; D20 on
=4.79 ppm at 298 K and 4.20 ppm at 353 K; DMSO-d6 on = 2.50 ppm). The following
abbreviations were used to explain the multiplicities: s = singlet, d = doublet, t = triplet, q =
quartet, dd = doublet of doublet, m = multiplet. Coupling constants (J) are measured in hertz
and are given with 0.5 Hz accuracy and the chemical shift () are measured in ppm. DEPT

experiments were used to further characterize organic molecules.

Mass spectrometry: ESI-MS analyses were performed on a Thermo Scientific LXQ spectrometer.
HRMS analyses were performed on a Thermo Scientific LTQ Orbitrap XL spectrometer.

X-ray structure determinations and refinements: Single-crystal X-ray data were collected
at 150(2) K on a Rigaku XCalibur S CCD diffractometer equipped with a low temperature
system and intensity data were collected using graphite-monochromated Mo Ka radiation (A =
0.71073 A). The data integration and reduction were processed with CrysAlis software
(CrysAlisPro Software system, version1.171.37.35, Agilent Technologies UK Ltd, Oxford). An
analytical absorption correction was applied (Abspack, a part of the CrysAlisPro Software
system, version 1.171.37.35, Agilent Technologies UK Ltd, Oxford). The structures were
solved by direct methods using Superflip software74 and were refined on F2 by the full-matrix
least-squares technique using the SHELXL-2014 program package. Non-hydrogen atoms were
refined anisotropically. During the refinement, hydrogens were treated as riding atoms using
SHELXL default parameters.

Automated peptide synthesis: Peptide synthesis was performed on a CEM Liberty 1 peptide

synthesizer.

Peptide elongation: Peptide elongation was performed using standard SPPS protocols using
Fmoc/tBu chemistry either manually or on an automated peptide synthesizer (CEM Libertyl
Microwave Peptide Synthesizer). Double couplings (30 min) were performed using 4-fold
molar excess of Fmoc-L-amino acid, 4-fold molar excess of HCTU and 8-fold molar excess of
DIEA at room temperature. A capping step was performed after each coupling with AccO/DIEA
in DMF (5 min). Fmoc removal was performed using 20% piperidine in DMF (2x10 min) with

Fmoc UV monitoring.

Chromatography: Reactions were monitored by thin layer chromatography (TLC) using
commercial Pre-coated TLC sheet ALUGRAM SIL G/UV2s4 (from Macherey-Nagel). TLC
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spots were viewed under ultraviolet light (254 nm). Products were purified by silica gel (Merck

silicagel 60; 0.063-0.200 nm) for flash column chromatography.

Oligonucleotide synthesis & purification: Oligonucleotide synthesis was performed by an
automated 3400 Applied Biosystem synthesizer (reagents provided by Link Technology) using
the phosphoramidite synthesis method. Removing from the solid support was performed by
treatment with a 15 N solution of ammonia at room temperature. Total deprotection of the
sequence was accomplished by heating at 55 ° C for 48 hours. Purification of oligonucleotide
was performed using 500 pg of compound, dissolved in 100 uL of a 7 M urea solution and
purified by polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) under denaturing conditions in TBE
buffer (10.8 g /L Tris, 5.5 g/ L of boric acid and 2 mM of EDTA pH 8) at a power of 55W for
10 hours. The PAGE gel was composed by a mixture of : 125 g of urea ; 125 mL of acrylamide
/ bis-acrylamide 40% ; 25 mL of TBE 10x ; 8.75 mL H20 ; 1,675 mL of ammonium persulfate
(APS) at 5% ; 100 uL of N, N, N ', N'-tetramethylenediamine (TEMED). After separation, slice
containing the purified product was placed in 4 mL of water overnight at 4 °C to extract the
oligonucleotide from acrylamide. After centrifugation, oligonucleotide was desalted on C18

column using water, followed by elution with methanol, then lyophilized.

Radioactive labeling: Oligonucleotide was labeled in 5 'using the [y-32P] ATP triphosphate
(specific activity of 3000 Ci /mmol ; Perkin Elmer supplier) and the T4 polynucleotide kinase
(approximately 10 units per 20 pmol of oligonucleotide, MBI supplier. Fermentas) at 37 ° C for
30 min. Activity of the T4 polynucleotide kinase was stopped by incubating the reaction

medium at 70° C for 5 min.

Hybridization: The 32 P-labeled oligonucleotide was hybridized with a 10% excess of
unlabeled complementary strand by incubating at 95 ° C for 3 min followed by a return to room

temperature for 1h.

Electrophoretic Mobility Shift Assay: The 5'-labeled target duplex (10 nM) was incubated
in the presence of various protein concentrations overnight at 4 °C in a final solution volume of
10 pL of HEPES pH 7,5/BSA/Tween/NaCl (15 mM, 0.1 g/L, 0.05 %, 100 mM). After addition
of 5 microliters of loading buffer (50% glycerol, 50% water) 10 microliters of the mixture were
loaded onto an 8% acrylamide: bisacrylamide EMSA gel (29: 1) in Tris/glycine migration
buffer (25 mM Tris, 190 mM glycine) maintained at 4 °C for the duration of the migration (6h
at a power not exceeding 3 watts). The gels were finally quantified using a GE Healthcare

Typhoon 9410 phosphorimager.
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Partie Expérimentale

The EMSA gel was composed by a solution of : 6 mL of 40% acrylamide / bis-acrylamide 29:1;
6 mL of 5x Tris /glycine buffer; 18 mL of water. This solution was polymerized by addition of
a mixture of 300 puL of APS 10% and 30 puL of TEMED.
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F1-SEA°T : His-Pro-Met-Asn-Asn-Leu-Leu-Asn-Tyr-Val-Val-Pro-Lys-Met-Arg-Pro-Tyr-Ala-
SEAoff

F1-MPA : His-Pro-Met-Asn-Asn-Leu-Leu-Asn-Tyr-Val-Val-Pro-Lys-Met-Arg-Pro-Tyr-Ala-
MPA

Ac-F1[Lys(DOTA)]-SEA°™:  Ac-His-Pro-Met-Asn-Lys(DOTA)-Leu-Leu-Asn-Tyr-Val-Val-
Pro-Lys-Met-Arg-Pro-Tyr-Ala-SEA°T

Ac-F1[Lys(DOTA[Tb])]-SEA°".  Ac-His-Pro-Met-Asn-Lys(DOTA[Tb])-Leu-Leu-Asn-Tyr-
Val-Val-Pro-Lys-Met-Arg-Pro-Tyr-Ala-SEA°T

Ac-F1[Lys(DOTA[Tb])]-MPA :  Ac-His-Pro-Met-Asn-Lys(DOTA[Tb])-Leu-Leu-Asn-Tyr-
Val-Val-Pro-Lys-Met-Arg-Pro-Tyr-Ala-MPA

F3-NH; : Cys-Arg-lle-Cys-Met-Arg-Asn-Phe-Ser-Arg-Ser-Asp-His-Leu-Thr-Thr-His-lle-
Arg-Thr-His-Thr-Gly-Glu-NH;

F2[Cys(StBu)|Glu(Cs124)]-SEA°T :  Cys(StBu)-Pro-Val-Glu(Cs124)-Ser-Cys(StBu)-Glu-Arg-
Arg-Phe-Ser-Arg-Ser-Asp-Glu-Leu-Thr-Arg-His-lle-Arg-lle-His-Thr-Gly-GIn-Lys-Pro-Phe-
GIn-SEA

F2[Cys(StBu)|Lys(NH,)]-SEA-2CI-trt-PS : Cys(StBu)-Pro-Val-Lys(NH2)-Ser-Cys(StBu)-Glu-
Arg-Arg-Phe-Ser-Arg-Ser-Asp-Glu-Leu-Thr-Arg-His-lle-Arg-lle-His-Thr-Gly-GIn-Lys-Pro-
Phe-GIn-SEA-2CI-trt-PS

F2[Cys(StBu)|Lys(lissamine)]-SEA" Cys(StBu)-Pro-Val-Lys(lissamine)-Ser-Cys(StBu)-
Glu-Arg-Arg-Phe-Ser-Arg-Ser-Asp-Glu-Leu-Thr-Arg-His-1le-Arg-lle-His-Thr-Gly-GIn-Lys-
Pro-Phe-GIn-SEA°f

F2[Cys(StBu)|Lys(SiR-methyl)]-SEA°" : Cys(StBu)-Pro-Val-Lys(SiR-methyl)-Ser-Cys(StBu)-
Glu-Arg-Arg-Phe-Ser-Arg-Ser-Asp-Glu-Leu-Thr-Arg-His-lle-Arg-le-His-Thr-Gly-Gln-Lys-
Pro-Phe-GIn-SEA°'

F2[Cys(StBu)|Lys(DO3AMepicMIAr)]-SEAT:  Cys(StBu)-Pro-Val-Lys(DO3AMe3pjcMe).
Ar1)-Ser-Cys(StBu)-Glu-Arg-Arg-Phe-Ser-Arg-Ser-Asp-Glu-Leu-Thr-Arg-His-lle-Arg-lle-
His-Thr-Gly-GIn-Lys-Pro-Phe-GIn-SEA°f

F2[Cys(StBu)|Lys(DO3ApicAr;)]-SEA°T : Cys(StBu)-Pro-Val-Lys(DO3ApicAry)-Ser-
Cys(StBu)-Glu-Arg-Arg-Phe-Ser-Arg-Ser-Asp-Glu-Leu-Thr-Arg-His-lle-Arg-lle-His-Thr-
Gly-GIn-Lys-Pro-Phe-GIn-SEA°"
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Partie Expérimentale

F2[Cys(StBu)|Lys(Th(DO3ApicAr))]-SEA’ : Cys(StBu)-Pro-Val-Lys(Th(DO3ApicAr))-
Ser-Cys(StBu)-Glu-Arg-Arg-Phe-Ser-Arg-Ser-Asp-Glu-Leu-Thr-Arg-His-1le-Arg-lle-His-
Thr-Gly-GIn-Lys-Pro-Phe-GIn-SEA"

F2[Cys|Glu(Cs124)]-HNB°T:  Cys-Pro-Val-Glu(Cs124)-Ser-Cys-Glu-Arg-Arg-Phe-Ser-Arg-
Ser-Asp-Glu-Leu-Thr-Arg-His-lle-Arg-lle-His-Thr-Gly-GIn-Lys-Pro-Phe-GlIn-
Cys(StBu)(HNB)-Gly-NH;

F2[Thz|Glu(Cs124)]-HNB°":  Thz-Pro-Val-Glu(Cs124)-Ser-Cys-Glu-Arg-Arg-Phe-Ser-Arg-
Ser-Asp-Glu-Leu-Thr-Arg-His-lle-Arg-lle-His-Thr-Gly-GIn-Lys-Pro-Phe-GlIn-
Cys(StBu)(HNB)-Gly-NH;

F2[Cys|Lys(Eu(DO3ApicAr))-HNB™:  Cys-Pro-Val-Lys(Eu(DO3ApicArz))-Ser-Cys-Glu-
Arg-Arg-Phe-Ser-Arg-Ser-Asp-Glu-Leu-Thr-Arg-His-lle-Arg-lle-His-Thr-Gly-GIn-Lys-Pro-
Phe-GIn-Cys(StBu)(HNB)-Gly-NH;

ZIF/Cs124|DOTA[Tb] :  Ac-His-Pro-Met-Asn-Lys(DOTA[Tb])-Leu-Leu-Asn-Tyr-Val-Val-
Pro-Lys-Met-Arg-Pro-Tyr-Ala-Cys-Pro-Val-Glu(Cs124)-Ser-Cys-Glu-Arg-Arg-Phe-Ser-Arg-
Ser-Asp-Glu-Leu-Thr-Arg-His-lle-Arg-lle-His-Thr-Gly-GIn-Lys-Pro-Phe-GIn-  Cys-Arg-lle-
Cys-Met-Arg-Asn-Phe-Ser-Arg-Ser-Asp-His-Leu-Thr-Thr-His-lle-Arg-Thr-His-Thr-Gly-Glu-
NH:

ZIF(lissamine) : His-Pro-Met-Asn-Asn-Leu-Leu-Asn-Tyr-Val-Val-Pro-Lys-Met-Arg-Pro-

Tyr-Ala- Cys-Pro-Val-Lys(lissamine)-Ser-Cys-Glu-Arg-Arg-Phe-Ser-Arg-Ser-Asp-Glu-Leu-
Thr-Arg-His-lle-Arg-lle-His-Thr-Gly-GIn-Lys-Pro-Phe-GIn-Cys-Arg-lle-Cys-Met-Arg-Asn-
Phe-Ser-Arg-Ser-Asp-His-Leu-Thr-Thr-His-lle-Arg-Thr-His-Thr-Gly-Glu-NH:

ZIE(SiR-methyl) :  His-Pro-Met-Asn-Asn-Leu-Leu-Asn-Tyr-Val-Val-Pro-Lys-Met-Arg-Pro-
Tyr-Ala-  Cys-Pro-Val-Lys(SiR-methyl)-Ser-Cys-Glu-Arg-Arg-Phe-Ser-Arg-Ser-Asp-Glu-
Leu-Thr-Arg-His-lle-Arg-lle-His-Thr-Gly-GlIn-Lys-Pro-Phe-GIn-Cys-Arg-lle-Cys-Met-Arg-
Asn-Phe-Ser-Arg-Ser-Asp-His-Leu-Thr-Thr-His-1le-Arg-Thr-His-Thr-Gly-Glu-NH;

ZIF(Tb(DO3ApicAr1)) : His-Pro-Met-Asn-Asn-Leu-Leu-Asn-Tyr-Val-Val-Pro-Lys-Met-Arg-
Pro-Tyr-Ala-  Cys-Pro-Val-Lys(Th(DO3ApicAr1))-Ser-Cys-Glu-Arg-Arg-Phe-Ser-Arg-Ser-
Asp-Glu-Leu-Thr-Arg-His-lle-Arg-lle-His-Thr-Gly-GIn-Lys-Pro-Phe-GIn-Cys-Arg-lle-Cys-
Met-Arg-Asn-Phe-Ser-Arg-Ser-Asp-His-Leu-Thr-Thr-His-lle-Arg-Thr-His-Thr-Gly-Glu-NH>

ZIF(Eu(DO3ApICcAr»)) : His-Pro-Met-Asn-Asn-Leu-Leu-Asn-Tyr-Val-Val-Pro-Lys-Met-Arg-
Pro-Tyr-Ala-  Cys-Pro-Val-Lys(Eu(DO3ApicAr,))-Ser-Cys-Glu-Arg-Arg-Phe-Ser-Arg-Ser-
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Asp-Glu-Leu-Thr-Arg-His-lle-Arg-lle-His-Thr-Gly-GIn-Lys-Pro-Phe-GIn-Cys-Arg-lle-Cys-
Met-Arg-Asn-Phe-Ser-Arg-Ser-Asp-His-Leu-Thr-Thr-His-lle-Arg-Thr-His-Thr-Gly-Glu-NH>
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Partie Expérimentale

F1-SEA°":

Peptide elongation was performed manually as described above on a SEA-PS resin
(0.16 mmol/g) after introduction of the first amino acid by double manual coupling (2x30 min)
using 10 eq. of Fmoc-Ala-OH, 9.5 eq. of HCTU and 20 eg. of DIEA in DMF with pre-activation
followed by a capping step using Ac2O/DIEA/DCM (2:1:17 by vol., 10 mL, 10 min) and Fmoc
removal using 20% piperidine in DMF (3x3min each) with UV monitoring. The resin was
washed with DMF, DCM and Et,0O then dried. Removal of acid-labile side chain protecting
groups and cleavage of the peptidyl resin was performed with a mixture of
TFA/H2O/TIS/thioanisole/octylsulfide (92.5/2.5/2.5/1.25/1.25 by vol., 7.5 mL) during 2h. TFA
was evaporated, and the peptide was then precipitated in ice-cold Et.O, dissolved in deionized
water, and lyophilized. The peptide was dissolved in acetic acid solution (10 %) and treated
with 200 mM Iz in DMSO to oxidize the C-terminal SEA" group into SEA°T group. DTT was
finally added to quench the excess of iodine, and the oxidized peptide was immediately purified
by HPLC to give F1-SEA°" (84 mg, 41 %yield, 0.075 mmol scale). HPLC (anal.) tr = 11.58 min
(method Xb70)

ESI-MS: average m/z = 1138.4 (2+), 759.3 (3+), 569.7 (4+) / calculated average m/z = 1138.41
[M+2H]?*, 759.28 [M+3H]%*, 569.71 [M+4H]** for M = C102H160N25023S4; deconvoluted mass

found = 2274.8 / expected mass = 2274.81 (average isotopic composition)
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F1-MPA :

A degassed solution of TCEP/MPA was prepared by dissolving TCEP (283 mg, 0.99 mmol)
and MPA (625 pL, 7.15 mmol) in a phosphate buffer (100 mM, pH 7.5; 10 mL), adjusted to
pH 4 by adding 1 M ag. NaOH. Peptide F1-SEA°" (20 mg, 7.3 pmol) was dissolved in this
solution (10 mL, peptide concentration 7.12 mM). The reaction mixture was stirred at 37°C for
24 h and then diluted with 10% ag. TFA (3 mL). The solution was extracted with Et,O and
immediately purified by HPLC to give F1-MPA (8.5 mg, 43 % yield). HPLC (anal.)
tr = 10.41 min (method Xb70)

ESI-MS: average m/z = 1123.7 (2+), 749.8 (3+), 562.5 (4+) / calculated average m/z = 1123.86
[M+2H]%, 749.57 [M+3H]**, 562.43 [M+4H]** for M = C101H157N27025S3; deconvoluted mass
found = 2246.3 / expected mass = 2245.70 (average isotopic composition)
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Partie Expérimentale

Ac-F1[Lys(DOTA)]-SEA° :

Peptide elongation was performed manually as described above on a SEA-PS resin

(0.16 mmol/g), after introduction of the first amino acid by double manual coupling (2x30 min)
using 10 eq. of Fmoc-Ala-OH, 9.5 eq. of HCTU and 20 eg. of DIEA in DMF with pre-activation
followed by a capping step using Ac2O/DIEA/DCM (2:1:17 by vol., 10 mL, 10 min) and Fmoc
removal using 20% piperidine in DMF (3x3min each) with UV monitoring . Once the
elongation finished, the N-terminal was capped using Ac:O/DIEA/DCM (2:1:17 by vol., 10
mL, 10 min) and then the resin was washed with DMF, DCM and Et20 then dried. Removal of
the Alloc protecting group of the Lys(Alloc) was performed two times, using Pd(PPhs)s (35
pmol, 0.5 eq., 40 mg) and phenylsilane (1.46 mmol, 25 eq., 0.18 mL) in degassed anhydrous
DCM (10 mL) for 1 h in the dark. The resin was then washed successively with DCM (x4),
DMF (x4), 1% H,0 in DMF, DMF (x4), 1% DIEA in DMF, DMF (x4), 0.12 M sodium
diethyldithiocarbamate in DMF and DMF. DOTA-tris(tBu) ester (86 umol, 50 mg, 2 eq.),
PyBOP (86 umol, 45 mg, 2 eq.) and DIEA (1.7 mmol, 30 pL, 4 eq) in solution in DMF (8 mL)
was added and stirred overnight at r.t. The resin was washed with DMF, DCM and Et20 then
dried. Removal of acid-labile side chain protecting groups and cleavage of the peptidyl resin
was performed with a mixture of TFA/H.O/TIS/thioanisole/octylsulfide (92.5/2.5/2.5/1.25/1.25
by vol., 7.5 mL) during 4h. TFA was evaporated and the peptide was then precipitated in ice-
cold Et20O, dissolved in deionized water and lyophilized. The peptide was dissolved in
phosphate buffer (100 mM, pH 7.5) and diamide was added to oxidize the C-terminal SEA®"
group into SEA°T group. The oxidized peptide was immediately purified by HPLC to give Ac-
F1[Lys(DOTA)]-SEA°T (42 mg, 27.5 %yield, 0.075 mmol scale). HPLC (anal.) tr = 12.04 min
(method Xb70)

ESI-MS: average m/z = 1359.4 (2+), 906.7 (3+), 680.3 (4+) / calculated average m/z = 1359.66
[M+2H]?*, 906.77 [M+3H]%*, 680.34 [M+4H]** for M = C122H194N32030S4; deconvoluted mass
found = 2717.3 / expected mass = 2717.31 (average isotopic composition)
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Ac-F1[Lys(DOTA[Tb])]-SEA°
The peptide (10 mg, 3.7umol) was dissolved in deionized water (1 mL) and terbium(lIl)

chloride hexahydrate (11 mg, 29 pmol) was added. The pH was adjusted to 6.5 using 1 M agq.
NaOH and the solution was degassed 30 min. The pH was controlled and adjusted to 6.5 if
required. The mixture was degassed 15 min more and then stirred at r.t. overnight. The solution
was diluted with water (2 mL) and purified by HPLC to give Ac-F1[Lys(DOTA[Tb])]-SEA°f
(6 mg, 57 %yield). HPLC (anal.) tr = 11.24 min (method Xb70)

ESI-MS: average m/z = 1437.3 (2+), 958.6 (3+), 719.3 (4+) / calculated average m/z = 1437.61
[M+2H]?*, 958.74 [M+3H]®*, 719.31 [M+4H]* for M = C122H101N32030S4Th; deconvoluted

mass found = 2873.1 / expected mass = 2873.21 (average isotopic composition)

Ac-F1[Lys(DOTA[Tb])]-MPA :

A degassed solution of TCEP/MPA was prepared by dissolving TCEP (80 mg, 0.28 mmol) and
MPA (175 pL, 2.03 mmol) in a phosphate buffer (100 mM, pH 7.5; 3.5 mL), adjusted to pH 4
by adding 1 M ag. NaOH. Peptide Ac-F1-LysDOTA(Tb)-SEA°™ (7 mg, 2.17 pmol) was
dissolved in this solution (3.5 mL, peptide concentration 6.9 mM). The reaction mixture was
stirred at 37°C for 24 h and then diluted with 10% aq. TFA (3 mL). The solution was extracted
with Et.O and immediately purified by HPLC to give Ac-F1[Lys(DOTA[Tb])]-MPA (5 mg,
72 %yield). HPLC (anal.) tr = 11.18 min (method Xb70)

ESI-MS: average m/z = 1422.8 (2+), 948.9 (3+), 712.1 (4+) / calculated average m/z = 1423.06
[M+2H]?*, 949.04 [M+3H]%*, 712.03 [M+4H]* for M = C121H18sN31032S3Th; deconvoluted

mass found = 2843.4 / expected mass = 2844.11 (average isotopic composition)
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Partie Expérimentale

F3-NH; :

Peptide elongation was performed as described above by a peptide synthesizer on a Rink Amide
resin (0.45 mmol/g), after introduction of the first amino acid by double manual coupling (2x30
min) using 10 eq. of Fmoc-Glu(OtBu)-OH, 9.5 eq. of HCTU and 20 eq. of DIEA in DMF with
pre-activation followed by a capping step using Ac:O/DIEA/DCM (2:1:17 by vol., 10 mL, 10
min) and Fmoc removal using 20% piperidine and OxymaPure (14g/L) in DMF (3x3min each)
with UV monitoring. The resin was washed with DMF, DCM and Et20 then dried. Removal of
acid-labile side chain protecting groups and cleavage of the peptidyl resin was performed with
a mixture of TFA/H2O/TIS/thioanisole/octylsulfide (92.5/2.5/2.5/1.25/1.25 by vol., 7.5 mL)
during 2h. TFA was evaporated and the peptide was then precipitated in ice-cold Et20,
dissolved in deionized water and lyophilized. The peptide was then purified by HPLC to give
F3-NH2 (104 mg, 22.7 % yield, 0.125 mmol scale). HPLC (anal.) tr = 7.56 min (method Xb70)

ESI-MS: average m/z = 958.0 (3+), 718.8 (4+), 575.3 (5+), 479.7 (6+) / calculated average m/z
= 0958.09 [M+3H]**, 718.82 [M+4H]**, 575.26 [M+5H]>*, 479.55 [M+6H]®* for
M = C117H192N44035S3; deconvoluted mass found = 2871.6 / expected mass = 2871.25 (average

isotopic composition)
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F2[Cys(StBu)|Glu(Cs124)]-SEA° :

Peptide elongation was performed as described above by a peptide synthesizer on a SEA-PS
resin (0.16 mmol/g), after introduction of the first amino acid by double manual coupling (2x30
min) using 10 eq. of Fmoc-GIn-OH, 9.5 eq. of HCTU and 20 eq. of DIEA in DMF with pre-
activation followed by a capping step using Ac.O/DIEA/DCM (2:1:17 by vol., 10 mL, 10 min)
and Fmoc removal using 20% piperidine in DMF (3x3min each) with UV monitoring. The non
standard amino acid Fmoc-Glu(Cs124)-OH was introduced manually, by using 4 eq. of amino
acid, 3.8 eq. of HCTU and 8 eq. of DIEA in DMF, with pre-activation. The resin was washed
with DMF, DCM and Et,0 then dried.. Removal of acid-labile side chain protecting groups and
cleavage of the peptidyl resin was performed with a mixture of TFA/H>O/TIS/thioanisole
(93.75/2.5/2.5/1.25 by vol., 7.5 mL) during 4h. TFA was evaporated, and the peptide was then
precipitated in ice-cold Et,0, dissolved in deionized water, and lyophilized. The peptide was
dissolved in acetic acid solution (10 %) and treated with 200 mM I, in DMSO to oxidize the C-
terminal SEA®" group into SEA°"group. DTT was finally added to quench the excess of iodine,
and the oxidized peptide was immediately purified by HPLC to give
F2[Cys(StBu)|Glu(Cs124)]-SEA™ (11.3 mg, 18 %yield, 12.5 umol scale). HPLC (anal.)
tr = 11.40 min (method Xb70)

ESI-MS: average m/z = 1355.6 (3+), 1017.0 (4+), 813.9 (5+), 678.4 (6+) / calculated average
m/z = 1355.61 [M+3H]%, 1016.96 [M+4H]*", 813.77 [M+5H]>*, 678.31 [M+6H]®" for
M = C175H277Ns5045S6; deconvoluted mass found = 4064.0 / expected mass = 4063.82 (average

isotopic composition)
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Partie Expérimentale

F2[Cys(StBu)|Lys(NH>)]-SEA-2CI-trt-PS :

Peptide elongation was performed as described above by a peptide synthesizer on a SEA-PS

resin (0.075 mmol, 0.16 mmol/g), after introduction of the first amino acid by double manual
coupling (2x30 min) using 10 eq. of Fmoc-GIn-OH, 9.5 eq. of HCTU and 20 eq. of DIEA in
DMF with pre-activation followed by a capping step using Ac.O/DIEA/DCM (2:1:17 by vol.,
10 mL, 10 min) and Fmoc removal using 20% piperidine in DMF (3x3min each) with UV
monitoring . The Fmoc-Lys(alloc)-OH was introduced manually, by using 4 eq. of amino acid,
3.8 eq. of HCTU and 8 eq. of DIEA in DMF, with pre-activation. The resin was washed with
DMF, DCM and Et>0O then dried. Removal of the Alloc protecting group of the Lys(Alloc) was
performed two times, using Pd(PPhs)s (35 umol, 0.5 eq., 40 mg) and phenylsilane (1.46 mmol,
25 eq., 0.18 mL) in degassed anhydrous DCM (10 mL) for 1 h in the dark. The resin was then
washed successively with DCM (x4), DMF (x4), 1% H20 in DMF, DMF (x4), 1% DIEA in
DMF, DMF (x4), 0.12 M sodium diethyldithiocarbamate in DMF and DMF. The resin was
finally washed with DMF, DCM, Et,O and dried to be stocked for further couplings reaction

on the free amine.
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F2[Cys(StBu)|Lys(lissamine)]-SEA" :

A fresh solution of sulforhodamine B (75 umol, 43 mg, 5 eq.), and DIEA (150 umol, 260 pL,
10 eq) in DMF (5 mL) was added on F2[Cys(StBu)|Lys(NH2)]-SEA-2CI-trt-PS (15 pmol), and
stirred overnight in dark at r.t.. The resin was washed with DMF, DCM and Et2O then dried.

Removal of acid-labile side chain protecting groups and cleavage of the peptidyl resin was
performed with a mixture of TFA/H.O/TIS/thioanisole (93.75/2.5/2.5/1.25 by vol., 4 mL)
during 2h. TFA was evaporated, and the peptide was then precipitated in ice-cold Et20,
dissolved in deionized water, and lyophilized. The peptide was dissolved in acetic acid solution
(10 %) and treated with 200 mM Iz in DMSO to oxidize the C-terminal SEA®" group into SEA°
group. DTT was finally added to quench the excess of iodine, and the oxidized peptide was
immediately purified by HPLC to give F2[Cys(StBu)|Lys(lissamine)]-SEA°™ ( 4.5 mg,
4 %yield). HPLC (anal.) tr = 10.41 min (method Xb70)

ESI-MS: average m/z =1112.5 (4+), 890.4 (5+), 742.2 (6+), 636.3 (7+) / calculated average m/z
= 1112.84 [M+4H]*", 890.48 [M+5H]>*, 742.23 [M+6H]®*, 636.34 [M+7H]* for
M = C193H302N56049Sg; deconvoluted mass found = 4447.1 / expected mass = 4447.35 (average
isotopic composition)
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Partie Expérimentale

F2[Cys(StBu)|Lys(SiR-methyl)]-SEA°" :

A fresh solution of SiR-methyl (18 pumol, 9 mg, 1.2 eq.), PyBOP (18 umol, 10 mg, 1.2 eqg.) and
DIEA (90 pumol, 16 pL, 6 eq) in DMF (5 mL) was added on F2[Cys(StBu)|Lys(NH2)]-SEA-
2CI-trt-PS (15 pmol), and stirred overnight in dark at r.t.. The resin was washed with DMF,

DCM and Et20 then dried. Removal of acid-labile side chain protecting groups and cleavage
of the peptidyl resin was performed with a mixture of TFA/H2O/TIS/thioanisole
(93.75/2.5/2.5/1.25 by vol., 4 mL) during 2h. TFA was evaporated, and the peptide was then
precipitated in ice-cold Et20, dissolved in deionized water, and lyophilized. The peptide was
dissolved in acetic acid solution (10 %) and treated with 200 mM I, in DMSO to oxidize the C-
terminal SEA®" group into SEA°"group. DTT was finally added to quench the excess of iodine,
and the oxidized peptide was immediately purified by HPLC to give F2[Cys(StBu)|Lys(SiR-
methyl)]-SEA°™ (111 mg, 13 %yield). HPLC (anal.) tr = 12.14 min (method Xb70)

ESI-MS: average m/z = 1083.8 (4+), 867.3 (5+), 722.9 (6+), 619.8 (7+) / calculated average m/z
= 1083.83 [M+4H]*, 867.27 [M+5H]", 722.89 [M+6H]®", 619.77 [M+7H]"* for
M = C193H302Ns56044S6Si; deconvoluted mass found = 4331.2 / expected mass = 4331.30

(average isotopic composition)
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F2[Cys(StBu)|Lys(DO3AMespicMeAr)]-SEA :

A fresh solution of DO3AM®3picMeAr,OH(30 pmol, 21 mg, 2 eq.), PyBOP (30 pmol, 16 mg,
2 eqg) and DIEA (60 pmol, 11 plL, 4eq) in DMF (5 mL) was added on
F2[Cys(StBu)|Lys(NH2)]-SEA-2CI-trt-PS (15 pmol), and stirred overnight in dark at r.t.. The
resin was washed with DMF, DCM and Et,O then dried. Removal of acid-labile side chain
protecting groups and cleavage of the peptidyl resin was performed with a mixture of
TFA/H>O/TIS/thioanisole (93.75/2.5/2.5/1.25 by vol., 7.5 mL) during 2h. TFA was evaporated,
and the peptide was then precipitated in ice-cold Et2O, dissolved in deionized water, and
lyophilized. The peptide was dissolved in acetic acid solution (10 %) and treated with 200 mM
I, in DMSO to oxidize the C-terminal SEA®" group into SEA°T group. DTT was finally added
to quench the excess of iodine, and the oxidized peptide was immediately purified by HPLC to
give F2[Cys(StBu)|Lys(DO3AM3picMAAr)]-SEAT ( 13 mg, 15 %yield). HPLC (anal.)
tr = 11.26 min (method Xb70)

ESI-MS: average m/z = 1148.8 (4+), 919.3 (5+), 766.3 (6+), 657.1 (7+) / calculated average m/z
= 1148.07 [M+4H]*, 918.66 [M+5H]**, 765.71 [M+6H]®*, 656.47 [M+7H]"* for
M = C200H319N59053S6; deconvoluted mass found = 4591.7 / expected mass = 4590.44 (average

isotopic composition)
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Partie Expérimentale

F2[Cys(StBu)|Lys(DO3ApicAr;)]-SEA°T -

Peptide F2[Cys(StBu)|Lys(DO3AM3picMaAr)]-SEAT (9.1 mg, pmol) was dissolved in
0.5 M ag. NaOH (900 pL), sonicated during 2 min then stirred for 20 min. Then, 0.5 M aqg. HCI
(900 L) was added and the peptide was purified by HPLC to give
F2[Cys(StBu)|Lys(DO3ApicAri)]-SEAT ( 2.3 mg, 18 %yield). HPLC (anal.) tr = 11.01 min
(method )

ESI-MS: average m/z = 1134.8 (4+), 908.2 (5+), 757.2 (6+), 649.2 (7+) / calculated average m/z
= 113459 [M+4H]**, 907.87 [M+5H]°", 756.73 [M+6H]®", 648.77 [M+7H]"* for
M = C196H311N59053Ss; deconvoluted mass found = 4536.5 / expected mass = 4534.34 (average

isotopic composition)

F2[Cys(StBu)|Lys(Th(DO3ApicAr:))]-SEA°T :

The peptide F2[Cys(StBu)|Lys(DO3ApicAri1)]-SEA°T (2.3 mg, 0.41 pmol) was dissolved in
deionized water (0.5 mL), and terbium(l1l) chloride hexahydrate (0.31 mg, 0.82 umol) was
added. The pH was adjusted to 9 using 1 M ag. NaOH and the solution was degassed 30 min.
The pH was controlled and adjusted to 9 if required. The mixture was degassed 15 min more
and then stirred at r.t. overnight. The excess of terbium was removed by using Oasis Cartridge
C18, and the peptide lyophilized to give F2[Cys(StBu)|Lys(Th(DO3ApicAr1))]-SEAT (2.3 mg,
97 %yield). HPLC (anal.) tr = 11.32 min (method Xb70)

ESI-MS: average m/z = 1173.7 (4+), 939.3 (5+), 782.9 (6+), 671.3 (7+) / calculated average m/z
= 117357 [M+4H]*, 939.06 [M+5H]*", 782.71 [M+6H]®", 671.04 [M+7H]"* for
M = C196H308N59053S6 Th; deconvoluted mass found = 4691.3 / expected mass = 4690.24

(average isotopic composition)
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F2[Cys|Glu(Cs124)]-HNBO" :

Glycine, then Cysteine were introduced manually as described above on a Rink Amide resin
(0.45 mmol/g). The resin was washed with DMF/MeOH/AcOH (9:9:2) during 5 min, then with
DMF/MeOH (1:1). A solution of 2-hydroxy-5-nitrobenzyl (125 mM, 10 eq) in DMF/MeOH
(1:1, 10 mL) was added to the resin and stirred for 45 min. The resin was washed with
DMF/MeOH (1:1) and, without delay, a solution of sodium cyanborohydride (250 mM, 20 eq)
in DMF/MeOH/ACOH (9:9:2) (10 mL) was added. The resin was stirred for 30 min and washed
successively with DMF/MeOH/AcOH (9:9:2, 10 mL, x3), DMF (x4), 5% DIEA in DMF, DMF
(x4), DCM (x4). Peptide elongation was then performed as described above by a peptide
synthesizer, after introduction of the first amino acid by double manual coupling (2x30 min)
using 10 eq. of Fmoc-GIn-OH, 9.5eq. of HCTU and 20 eq. of DIEA in DMF with pre-
activation followed by a capping step using Ac.O/DIEA/DCM (2:1:17 by vol., 10 mL, 10 min)
and Fmoc removal using 20% piperidine in DMF (3x3min each) with UV monitoring. The non
standard amino acid Fmoc-Glu(Cs124)-OH was introduced manually, by using 4 eq. of amino
acid, 3.8 eq. of HCTU and 8 eq. of DIEA in DMF, with pre-activation. The resin was washed
with DMF, DCM and Et,0 then dried. Removal of acid-labile side chain protecting groups and
cleavage of the peptidyl resin was performed with a mixture of TFA/H>O/TIS/thioanisole
(93.75/2.5/2.5/1.25 by vol., 7.5 mL) during 2h. TFA was evaporated, and the peptide was then
precipitated in ice-cold Et,0, dissolved in deionized water, and lyophilized. The peptide was
finally purified by HPLC to give F2[Cys|Glu(Cs124)]-HNB°™ ( 11 mg, 11 %yield, 20 umol
scale). HPLC (anal.) tr = 11.12 min (method Xb70)

ESI-MS: average m/z = 1390.6 (3+), 1043.3 (4+), 834.8 (5+), 695.9 (6+) / calculated average
m/z = 1390.59 [M+3H]*, 1043.19 [M+4H]*", 834.76 [M+5H]°*, 695.80 [M+6H]®* for
M = C179H276Ns58050S4; deconvoluted mass found = 4169.0 / expected mass = 4168.74 (average

isotopic composition)
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Partie Expérimentale

F2[Thz|Glu(Cs124)]-HNB :

Peptide was synthesized using the same protocol as described for F2[Cys|Glu(Cs124)]-HNB°™,
were the Fmoc-Cys(Trt)-OH was replaced by Boc-Thz-OH to provide F2[Thz|Glu(Cs124)]-
HNB°™ (9.5 mg, 9 %yield, 20 umol scale). HPLC (anal.) tr = 11.52 min (method Xb70)

ESI-MS: average m/z = 1394.8 (3+), 1046.4 (4+), 837.3 (5+), 698.0 (6+) / calculated average
m/z = 1394.59 [M+3H]*, 1046.19 [M+4H]*", 837.16 [M+5H]°*, 697.80 [M+6H]®" for
M = C180H276Ns58050S4; deconvoluted mass found = 4181.4 / expected mass = 4180.75 (average

isotopic composition)

F2[Cys|Lys(Eu(DO3ApicAr2))]-HNB :

Glycine, then Cysteine were introduced manually as described above on a Rink Amide resin
(0.45 mmol/g). The resin was washed with DMF/MeOH/AcOH (9:9:2) during 5 min, then with
DMF/MeOH (1:1). A solution of 2-hydroxy-5-nitrobenzyl (125 mM, 10 eq) in DMF/MeOH
(1:1, 10 mL) was added to the resin and stirred for 45 min. The resin was washed with
DMF/MeOH (1:1) and, without delay, a solution of sodium cyanborohydride (250 mM, 20 eq)
in DMF/MeOH/AcOH (9:9:2) (10 mL) was added. The resin was stirred for 30 min and washed
successively with DMF/MeOH/AcOH (9:9:2, 10 mL, x3), DMF (x4), 5% DIEA in DMF, DMF

(x4), DCM (x4). Peptide elongation was then performed as described above by a peptide
synthesizer, after introduction of the first amino acid by double manual coupling (2x30 min)
using 10 eq. of Fmoc-GIn-OH, 9.5eq. of HCTU and 20 eq. of DIEA in DMF with pre-
activation followed by a capping step using Ac2O/DIEA/DCM (2:1:17 by vol., 10 mL, 10 min)
and Fmoc removal using 20% piperidine in DMF (3x3min each) with UV monitoring. The
Fmoc-Lys(alloc)-OH was introduced manually, by using 4 eq. of amino acid, 3.8 eq. of HCTU
and 8 eq. of DIEA in DMF, with pre-activation. Once the elongation finished, the resin was
washed with DMF, DCM and Et,0 then dried. Removal of the Alloc protecting group of the
Lys(Alloc) was performed two times, using Pd(PPhs)s (35 pumol, 0.5 eq., 40 mg) and
phenylsilane (1.46 mmol, 25 eq., 0.18 mL) in degassed anhydrous DCM (10 mL) for 1 h in the
dark. The resin was then washed successively with DCM (x4), DMF (x4), 1% H»O in DMF,
DMF (x4), 1% DIEA in DMF, DMF (x4), 0.12 M sodium diethyldithiocarbamate in DMF and
DMF. The resin was finally washed with DMF, DCM, Et,O and dried to be stocked for further

couplings reaction on the free amine.
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The resin (5umol) was swollen in DCM and washed with DMF. A fresh solution of
Eu[DO3ApicAr;]Na (37 pumol, 30 mg, 7.4 eq.), DIC (37 pumol, 5.7 pL, 7.4 eq.) and HOAt (37
pmol, 5 mg, 7.4 eq) in DMF (10 mL) was added on the resin, and stirred overnight in dark at
r.t.solution The resin was washed with DMF, 20% piperidine in DMF, DMF, DCM and Et,O
then dried. Removal of acid-labile side chain protecting groups and cleavage of the peptidyl
resin was performed with a mixture of TFA/H,O/TIS/thioanisole (93.75/2.5/2.5/1.25 by vol.,
7.5 mL) during 2h. TFA was evaporated, and the peptide (10 mg) was then precipitated in ice-
cold Et,0, dissolved in deionized water (1 mL) and europium(111) chloride hexahydrate (6.3 mg,
17 umol) was added. The pH was adjusted to 6.5 using 1 M agq. NaOH and the solution was
degassed 10 min and stirred at r.t for 2h. The solution was diluted with water (1 mL) and
purified by HPLC to give F2[Cys|Lys(Eu(DO3ApicAr2))]-HNB™ (1.5 mg, 5 %yield, 5 pmol
scale). HPLC (anal.) tr = 12.55 min (method Xb70)

ESI-MS: average m/z = 1600.8 (3+), 1200.8 (4+), 961.0 (5+), 801.0 (6+) / calculated average
m/z = 1600.40 [M+3H]%*, 1200.55 [M+4H]*, 960.64 [M+5H]®*, 800.71 [M+6H]®" for
M = C201H304EUNg2058S4; deconvoluted mass found = 4799.3 / expected mass = 4798.19

(average isotopic composition)
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Partie Expérimentale

ZIF(Cs124|DOTA[Tb]) :

A solution of MPAA/Gn-HCI was prepared by dissolving MPAA (28.7mg, 0.1mmol) and Gn-
HCI (287mg, 3.0 mmol) in 0.5 mL of sodium phosphate buffer (0.1 M, pH 7.5). The pH of the
solution was adjusted to 7.0 using 1 M ag. NaOH, then degassed. In a glove box, peptide Ac-
F1[Lys(DOTA[Tb])]-MPA (0.7 mg, 0.22 pmol, 1.0eq.) and peptide
F2[Cys(StBu)|Glu(Cs124)]-SEAT (1.3 mg, 0.26 umol, 1.1eq.) were dissolved in the
MPAA/Gn-HCI solution (38 pL, final peptide concentration 7 uM). The solution was stirred at
37°C in a glove box and the ligation was monitored by HPLC. After 23h the ligation was
completed. A solution of TCEP was prepared by dissolving TCEP (287 mg, 1.0 mM) in 0.5 mL
of sodium phosphate buffer (0.1 M, pH 7.5), adjusted to pH 7.0 using ag. NaOH then degassed.
TCEP solution (3.8 pL) and peptide F3-NH> (1.29 mg, 0.31umol, 1.5eq.) were added to the
reaction mixture in the glove box. The reaction mixture was stirred at 37°C and ligation was
monitored by HPLC. After 21h the second ligation was completed. The reaction mixture was
diluted with water (1 mL), acidified with 5% ag. TFA (1 mL) and extracted with Et>O to remove
the excess of MPAA. The crude product was directly purified by HPLC to give
ZIF(Cs124|DOTA[TD]) (5.8x108 mol, 24 %yield). HPLC (anal.) tr = 11.24 min (method Xb70)

ESI-MS: average m/z = 1338.7 (7+), 1171.5 (8+), 1041.4 (9+), 937.5 (10+) / calculated average
m/z = 1338.36 [M+7H]"*, 1171.19 [M+8H]®*, 1041.17 [M+9H]**, 937.15 [M+10H]*** for
M = C398He26N1200110S7Th; deconvoluted mass found = 9364.2 / expected mass = 9361.44

(average isotopic composition)
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ZIF(lissamine) :

A first solution of MPAA/Gn-HCI was prepared by dissolving MPAA (28.7mg, 0.1mmol) and
Gn-HCI (287mg, 3.0 mmol) in 0.5 mL of sodium phosphate buffer (0.1 M, pH 7.5). The pH of
the solution was adjusted to 7.0 using 1M aq. NaOH, then degassed. In a glove box, peptide
F1-MPA (0.59 mg, 0.22 umol, 1.2eq.) and peptide F2[Cys(StBu)|Lys(lissamine)]-SEA°
(1.0 mg, 0.18 pmol, 1.0eq.) were dissolved in the MPAA/Gn-HCI solution (26 uL, final peptide
concentration 7 uM). The solution was stirred at 37°C in the glove box and the ligation was
monitored by HPLC. After 17h the ligation was completed. A second solution of
TCEP/MPAA/Gn-HCI was prepared by dissolving TCEP (28.7 mg, 0.1 mM), MPAA (28.7mg,
0.1mmol), and Gn-HCI (287mg, 3.0 mmol) in 0.5 mL of sodium phosphate buffer (0.1 M, pH
7.5). The pH of the solution was adjusted to 7.0 using 1 M ag. NaOH then degassed, Peptide
F3-NH2 (1.04 mg, 0.27 umol, 1.5eq.) was dissolved in the second solution (10 pL) and was
directly added to the reaction mixture in the glove box (final peptide concentration 5 uM). The
reaction mixture was stirred at 37°C and the ligation was monitored by HPLC. After 20h the
second ligation was completed. The reaction mixture was diluted with water (1 mL), acidified
with 5% ag. TFA (1 mL) and extracted with Et2O to remove the excess of MPAA. The crude
product was directly purified by HPLC to give ZIF(lissamine) (5.4x10® mol, 30 %yield). HPLC
(anal.) tr = 10.40 min (method Xb70)

ESI-MS: average m/z = 1307.8 (7+), 1144.6 (8+), 1017.6 (9+), 915.9 (10+) / calculated average
m/z = 1307.80 [M+7H]"*, 1144.45 [M+8H]®*, 1017.40 [M+9H]°*, 915.76 [M+10H]** for
M = Cz96He21N1260107Se; deconvoluted mass found = 9149.3 / expected mass = 9147.56

(average isotopic composition)
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Partie Expérimentale

ZIF(SiR-methvl) :

A first solution of MPAA/Gn-HCI was prepared by dissolving MPAA (28.7mg, 0.1mmol) and
Gn-HCI (287mg, 3.0 mmol) in 0.5 mL of sodium phosphate buffer (0.1 M, pH 7.5). The pH of
the solution was adjusted to 7.0 using 1 M ag. NaOH, then degassed. In a glove box, peptide
F1-MPA (0.60 mg, 0.22 pmol, 1.2eq.) and peptide F2[Cys(StBu)|Lys(SiR-methyl)]-SEA°
(1.0 mg, 0.18 pmol, 1.0eq.) were dissolved in the MPAA/Gn-HCI solution (27 uL, final peptide
concentration 7 pM). The solution was stirred at 37°C in the glove box and the ligation was
monitored by HPLC. After 17h the ligation was completed. A second solution of
TCEP/MPAA/Gn-HCI was prepared by dissolving TCEP (28.7 mg, 0.1 mM), MPAA (28.7mg,
0.1mmol), and Gn-HCI (287mg, 3.0 mmol) in 0.5 mL of sodium phosphate buffer (0.1 M, pH
7.5). The pH of the solution was adjusted to 7.0 using 1 M ag. NaOH then degassed. Peptide
F3-NH2 (1.05 mg, 0.27 umol, 1.5eq.) was dissolved in the second solution (10 pL) and was
directly added to the reaction mixture in the glove box (final peptide concentration 5 uM). The
reaction mixture was stirred 37°C and the ligation was monitored by HPLC. After 17h the
second ligation was completed. The reaction mixture was diluted with water (1 mL), acidified
with 5% ag. TFA (1 mL) and extracted with Et2O to remove the excess of MPAA. The crude
product was directly purified by HPLC to give ZIF(SiR-methyl) (1.49x10® mol, 8 %yield).
HPLC (anal.) tr = 10.24 min (method Xb70)

ESI-MS: average m/z = 1291.3 (7+), 1130.1 (8+), 1004.7 (9+), 904.3 (10+) / calculated average
m/z = 1291.22 [M+7H]"*, 1129.95 [M+8H]®*, 1004.51 [M+9H]°*, 904.16 [M+10H]** for
M = Cz96He21N1260102S7Si; deconvoluted mass found = 9033.5 / expected mass = 9031.52

(average isotopic composition)
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ZIF(Th(DO3ApicAry)) :

A solution of MPAA/Gn-HCI was prepared by dissolving MPAA (28.7mg, 0.1mmol) and Gn-
HCI (287mg, 3.0 mmol) in 0.5 mL of sodium phosphate buffer (0.1 M, pH 7.5). The pH of the
solution was adjusted to 7.0 using 1 M ag. NaOH, then degassed. In a glove box, peptide F1-
MPA (0.57 mg, 0.21 pmol, 1.0eq.) and peptide F2[Cys(StBu)|Lys(Th(DO3ApicAri))]-SEA°
(1.0 mg, 0.17 pmol, 1.0eq.) were dissolved in the MPAA/Gn-HCI solution (25 uL, final peptide
concentration 7 uM). The solution was stirred at 37°C in the glove box and the ligation was
monitored by HPLC. After 20h the ligation was completed. A solution of TCEP was prepared
by dissolving TCEP (287 mg, 1.0 mM) in 0.5 mL of sodium phosphate buffer (0.1 M, pH 7.5),
adjusted to pH 7.0 using 1 M ag. NaOH then degassed. TCEP solution (2.5 pL) and peptide F3-
NH2 (0.99 mg, 0.26 pmol, 1.5eq.) were added to the reaction mixture in the glove box. The
reaction mixture was stirred at 37°C and ligation was monitored by HPLC. After 21h the second
ligation was completed. The reaction mixture was diluted with water (1 mL), acidified with 5%
aq. TFA (1 mL) and extracted with Et,O to remove the excess of MPAA. The crude product
was directly purified by HPLC to give ZIF(Th(DO3ApicAri)) (2.2x10®8 mol, 12.5 %yield).
HPLC (anal.) tr = 9.36 min (method Xb70)

ESI-MS: average m/z = 1342.7 (7+), 1175.0 (8+), 1044.6 (9+), 940.3 (10+) / calculated average
m/z = 1342.36 [M+7H]™*, 1174.69 [M+8H]?*, 1044.28 [M+9H]**, 939.95 [M+10H]*** for
M = Cag9He26N1290111S7Th; deconvoluted mass found = 9392.8 / expected mass = 9390.45

(average isotopic composition)
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Partie Expérimentale

ZIF(Cs124|DOTA[Tb]) (with N to C strategy) :

A solution of Triazole/Gn-HCI was prepared by dissolving Triazole (170 mg, 2.5 mmol) and
Gn-HCI (573 mg, 6.0 mmol) in 1 mL of sodium phosphate buffer (0.1 M, pH 7.5). The pH of
the solution was adjusted to 7.0 using 1 M agq. NaOH then the solution was degassed. In a glove
box, peptide Ac-F1[Lys(DOTA[Tb])]-MPA (0.51 mg, 0.16 umol, 1.0eq.) and peptide
F2[Cys|Glu(Cs124)]-HNB°™ (1.0 mg, 0.19 umol, 1.2eq.) were dissolved in the Triazole/Gn-
HCI solution (23 pL, final peptide concentration 7 uM). The solution was stirred at 37°C in the
glove box and the ligation was monitored by HPLC. After 66h the ligation was uncompleted,
but no advancement were observed. A solution of TCEP was prepared by dissolving TCEP
(287 mg, 1.0 mM) in 0.5 mL of sodium phosphate buffer (0.1 M, pH 7.5), adjusted to pH 7.0
using 1M ag. NaOH then degassed. TCEP solution (3.8 pL), and peptide F3-NH2 (1.29 mg,
0.31 pumol, 1.5 eq.) in the Triazole/Gn-HCI solution (10uL) were added to the reaction mixture
in the glove box. The reaction mixture was stirred at 37°C and ligation was monitored by HPLC.
After 120h the second ligation was completed. The reaction mixture was diluted with water (1
mL), and directly purified by HPLC to give ZIF(Cs124|DOTA[Tb]). HPLC (anal.)
tr = 9.47 min (method Xb70)

ESI-MS: average m/z = 1338.5 (7+), 1171.4 (8+), 1041.4 (9+), 937.4 (10+) / calculated average
m/z = 1338.36 [M+7H]™*, 1171.19 [M+8H]®*, 1041.17 [M+9H]**, 937.15 [M+10H]*** for
M = C398He26N1200110S7Th; deconvoluted mass found = 9363.9 / expected mass = 9361.44

(average isotopic composition)
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ZIF(Cs124|DOTA[Tb]) (with C to N strategy) :

A solution of TCEP/Triazole/Gn-HCI was prepared by dissolving TCEP (29 mg, 0.1 mmol),
Triazole (170 mg, 2.5 mmol) and Gn-HCI (573 mg, 6.0 mmol) in 1 mL of sodium phosphate
buffer (0.1 M, pH 7.5). The pH of the solution was adjusted to 7.0 using 1 M ag. NaOH then
the solution was degassed. In a glove box, peptide F3-NH. (0.9 mg, 0.23 umol, 1.2 eg.) and
peptide F2[Thz|Glu(Cs124)]-HNB°" (1.0 mg, 0.19 pmol, 1.0eq.) were dissolved in the
TCEP/Triazole/Gn-HCI solution (27 pL, final peptide concentration 7 pM). The solution was
stirred at 37°C in the glove box and the ligation was monitored by HPLC. After 64h the ligation
was completed. A solution of methoxylamine (0.97 M, pH 6.8, 2.8 uL) was added to the
mixture, and pH down to 4 by adding HCI 0.1 M. Completeness of thiazolidine hydrolysis was
monitored by LC-MS (2 h), then pH was raised to 7 by adding 0.1 M ag. NaOH. Peptide Ac-
F1[Lys(DOTA[Tb])]-MPA (0.92 mg, 0.29 umol, 1.5eq.) in the TCEP/Triazole/Gn-HCI
solution (10uL) was added to the reaction mixture in the glove box. Reaction mixture was
stirred at 37°C and ligation was monitored by HPLC. After 120h the second ligation was
completed. The reaction mixture was diluted with water (1 mL), and directly purified by HPLC
to give ZIF(Cs124|DOTA[Tb]). HPLC (anal.) tr = 9.46 min (method Xb70)

ESI-MS: average m/z = 1338.5 (7+), 1171.4 (8+), 1041.4 (9+), 937.4 (10+) / calculated average
m/z = 1338.36 [M+7H]™*, 1171.19 [M+8H]®*, 1041.17 [M+9H]**, 937.15 [M+10H]*** for
M = C398He26N1200110S7Th; deconvoluted mass found = 9363.8 / expected mass = 9361.44

(average isotopic composition)
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Partie Expérimentale

ZIF(Eu(DO3ApicArp)) :

A solution of Triazole/Gn-HCI was prepared by dissolving Triazole (170 mg, 2.5 mmol) and
Gn-HCI (573 mg, 6.0 mmol) in 1 mL of sodium phosphate buffer (0.1 M, pH 7.5). The pH of
the solution was adjusted to 7.0 using 1 M agq. NaOH then the solution was degassed. In a glove
box, peptide F1-MPA (0.37 mg, 0.14 pmol, 1.0eq.) and peptide
F2[Cys|Lys(Eu(DO3ApicAr))]-HNB™ (0.8 mg, 0.14 pmol, 1.0eq.) were dissolved in the
Triazole/Gn-HCI solution (23 pL, final peptide concentration 7 uM). The solution was stirred
at 37°C in the glove box and the ligation was monitored by HPLC. After 120h, the ligation was
uncompleted, but no advancement were observed. A solution of TCEP was prepared by
dissolving TCEP (287 mg, 1.0 mM) in 0.5 mL of sodium phosphate buffer (0.1 M, pH 7.5),
adjusted to pH 7.0 using 1M ag. NaOH then degassed. TCEP solution (3 pL) was added to the
reaction mixture, and the ligation was monitored by HPLC. After 1h, the first ligation was
completed. Peptide F3-NH> (0.67 mg, 0.18 pumol, 1.3 eq.) was dissolved in the Triazole/Gn-
HCI solution (10pL) and was added to the reaction mixture in the glove box. The reaction
mixture was stirred at 37°C and ligation was monitored by HPLC. After 44h the second ligation
seems to be completed, by the formation of two major compounds at 365nm. The reaction
mixture was diluted with water (1 mL), and directly purified by HPLC to give
ZIF(Eu(DO3ApicAr)) (5.0x10° mol, 3.6 %yield). HPLC (anal.) tr = 10.16 min (method
Xb70)

ESI-MS: average m/z = 1175.0 (8+), 1044.6 (9+), 940.2 (10+), 854.8 (11+), 783.6 (12+) /
calculated average m/z = 1175.06 [M+8H]®*, 1044.62 [M+9H]°*, 940.26 [M+10H]**, 854.87
[M+11H]"*, 783.71 [M+12H]*** for M = CaooHs25N1200111S7; deconvoluted mass found =
9392.2 / expected mass = 9392.48 (average isotopic composition)
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Dimethyl 4-chloropyridine-2,6-dicarboxylate (4)M!:

To a suspension of chelidamic acid (11.2 g, 56 pmol) in thionyl chloride (81 mL) was added
DMF (11 mL). The mixture was heated to reflux for 16 h and solvents were removed under
vacuum. Residues were dissolved in DCM (50 mL) and methanol (50 mL) was added dropwise
at 0°C. After 1h, solvents were removed under vacuum. The residue was dissolved in DCM and
washed with saturated ag. NaHCO3 and water. The organic layer was dried over Na>SO4 and
the solvent removed under reduced pressure to afford slightly brown powder (12.4 g, 97 %).

IH NMR (400 MHz, CDCls): & (ppm) = 8.29 (s, 2H), 4.03 (s, 6H).

13C NMR (100 MHz, CDCls): § (ppm) = 164.2 (Cquat), 149.6 (Cquat), 147.0 (Cquar), 128.4 (CH),
53.6 (CHa).

ESI-MS: monoisotopic m/z = 252.0 [M+Na]*, 268.0 [M+K]", 496.6 [2M+K]" (calculated
monoisotopic m/z = 252.0 [M+Na]*, 267.98 [M+K]*, 496.99 [2M+K]" for M = CgHsCINQ,).
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Partie Expérimentale

Dimethyl 4-iodopyridine-2,6-dicarboxylate (5)1**°:

To a solution of 4 (12 g, 52 mmol) in acetonitrile was added sodium iodide (157 g, 105 mmol)
and acetyl chloride (11.2 mL, 157 mmol). The mixture was sonicated for 2 h then diluted with
DCM and washed successively by saturated ag. NaHCOs and aqg. sodium thiosulfate (0.1 M)
until no color change happens and, finally, with brine. The organic layer was dried over Na,SO4
and the solvent removed under reduced pressure. The crude product was dissolved in a minimal
amount of DCM, and crystallized by diffusion in methanol to afford white crystals (12.9 g,
77 %).

IH NMR (400 MHz, CDCls): 6 (ppm) = 8.62 (s, 2H), 3.98 (s, 6H).

13C NMR (100 MHz, CDCls): § (ppm) = 163.9 (Cquat), 148.3 (Cquat), 137.2 (CH), 107.0 (Cauat),
53.5 (CHa).

ESI-MS: monoisotopic m/z = 344.0 [M+Na]*, 360.0 [M+K]", 680.4 [2M+K]" (calculated
monoisotopic m/z = 343.94 [M+Na]", 359.92 [M+K]", 680.86 [2M+H]" for M = C9HgINOy).
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Methy! 6-(hydroxymethyl)-4-iodopicolinate (6)[°:

Compound 5 (700 mg, 2.2 mmol) was dissolved in a solution of DCM/MeOH 2:3 (10 mL)
cooled at 0°C. NaBH4 (41 mg, 1.1 mmol) was added by portions and the mixture was stirred at
0°C for 45min. A second amount of NaBH4 (41 mg, 1.1 mmol) was added and the advancement
of the reaction was monitored by TLC. When the di-reduced compound was detected by TLC,
the reaction was quenched by addition of 0.1 M ag. HCI (4 mL). The organic solvents were
evaporated under reduced pressure and the resulted ag. phase was extracted with AcOEt. The
organic phase was dried over Na,SO4 and the solvent removed under reduced pressure. The
crude product was purified by flash chromatography (silica gel, DCM/MeOH 95:5) to give a
white powder (445 mg, 70 %).

IH NMR (400 MHz, CDCls): § (ppm) = 8.37 (d, Js=1.5Hz, 1H), 7.97 (d, J4s=1.5Hz, 1H), 4.81
(s, 2H), 3.98 (s, 3H).

13C NMR (100 MHz, CDCls): § (ppm) = 164.4 (Cquat), 161.3 (Cquat), 147.4 (Cquar), 133.3 (CH),
133.1 (CH), 106.9 (Cqua), 64.3 (CHz), 53.3 (CHs).

ESI-MS: monoisotopic m/z = 294.2 [M+H]", 316.1 [M+Na]", 332.1 [M+K]* (calculated
monoisotopic m/z = 293.96 [M+H]", 315.94 [M+H]", 331.92 [M+K]* for M = CgHsINO3).
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Partie Expérimentale

O = OMs

Methy! 4-iodo-6-(((methylsulfonyl)oxy)methyl)picolinate (7)1

To a solution of 6 (1.35 g, 4.37 mmol) in THF (44 mL) was added triethylamine (2.1 mL,
13.1 mmol) and mesylchloride (570 pL, 7.0 mmol). The mixture was stirred for 25 min, and
solvents were evaporated. The residue was dissolved in DCM and washed by saturated aqg.
NaHCO3 and water. The organic phase was dried over Na;SOa4 and the solvent was removed

under reduced pressure to give a white solid (1.59 g, 98 %).

IH NMR (400 MHz, CDCls): & (ppm) = 8.38 (d, J4=1.5Hz, 1H), 7.98 (d, Js=1.5Hz, 1H), 5.30
(s, 2H), 3.93 (s, 3H), 3.12 (s, 3H).

13C NMR (100 MHz, CDCls): § (ppm) = 163.8 (Cquat), 155.0 (Cquat), 147.7 (Cuar), 134.0 (CH),
107.1 (Cqua), 69.8 (CH2), 53.2 (CHs), 38.0 (CHa).
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4,7,10-tris(2-methoxy-2-oxoethyl)-1,4,7,10-tetraazacyclododecane hydrobromide
(DO3A(Me)3)[193]:

To a suspension of sodium acetate (1.58 g, 19.3 mmol) and cyclen (1.0 g, 5.8 mmol), in DMF
(8 mL) at -20°C, was added a solution of methyl bromoacetate (1.7 mL, 17.4 mmol) in DMF
(4 mL). The reaction was stirred for 6 h at room temperature. The solution was diluted with
DCM (100 mL) and the precipitate was removed by filtration over Celite. Solvents were
evaporated under vacuum. The residue was precipitated in AcOEt and centrifuged. The
supernatant was evaporated and purified by flash chromatography (silica gel, DCM/MeOH 95:5)
to give an orange oil once sonicated on Et,O give a white powder (2.31 g, 85 %).

IH NMR (400 MHz, CDCls): 6 (ppm) = 9.98 (s, 1H), 3.70 (s, 9H), 3.49 (s, 4H), 3.43 (s, 2H),
3.15-2.81 (m, 16H).

13C NMR (100 MHz, CDCls): 6 (ppm) = 171.6 (Cquat), 170.8 (Cquar), 57.1 (CHz), 51.7 (CHa),
51.5 (CH2), 49.4 (CH2), 48.5 (CH2) 47.3 (CHy).

ESI-MS: monoisotopic m/z = 389.4 [M+H]", 411.4 [M+Na]" (calculated monoisotopic m/z =
389.24 [M+H]*, 411.22 [M+Na]"* for M = C17H32N40¢).
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To a solution of DO3AMe3 (2,62 g, 5.6 mmol) in acetonitrile (55 mL), was added Na,COs
(2.28 g, 21.5 mmol) and then a solution of 7 (1.59 g, 4.3 mmol) in acetonitrile (30 mL). The
mixture was heated at reflux for 22 h. The mixture was cooled to room temperature and
filtratred. The filtrate was evaporated and the residue was triturated in AcOEt to give a white
powder (3.29 g, 99 %). Crystals suitable for X-ray diffraction were obtained by slow
evaporation of a MeOH solution. The X-ray structure shows the macrocycle complexed with

Na* with Br—as a counter ion.

IH NMR (400 MHz, CDCls): 6 (ppm) = 8.33 (d, Js=1.4Hz, 1H), 7.91 (d, Js=1.4Hz, 1H), 3.96
(s, 3H), 3.76 (s, 3H), 3.62, (s, 6H), 3.37-2.26 (m, 24H).

13C NMR (100 MHz, CDCl3): § (ppm) = 173.8 (Cquat), 172.7 (Cquar), 164.4 (Cquar), 160.0 (Cauat),
147.8 (Cquat), 136.7 (CH), 133.0 (CH), 107.9 (Cquar), 58.9 (CH2), 55.4 (CHy), 55.2 (CHy), 53.2
(CHs), 52.2 (CH3), 52.1 (CHs), 50.6 (CHy).

ESI-MS: monoisotopic m/z = 686.3 [M+Na]*, 702.3 [M+K]" (calculated monoisotopic m/z =
686.17 [M+Na]", 702.14 [M+K]" for M = C25H3sIN5Os).
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Methyl 2-(4-bromo-3-methylphenoxy)acetate (1a):

To a solution of 4-bromo-3-methylphenol (1.0 g, 5.4 mmol) in DMF (10 mL) was added
potassium carbonate (2.2 g, 16 mmol) and methyl bromoacetate (610 uL, 6.4 mmol). The
mixture was stirred at room temperature for 17 h and then filtrated. The solvent was removed
under reduced pressure. The oily residue was dissolved in DCM and washed with water. The
organic layer was dried over Na,SO4 and evaporated under reduced pressure to give a colorless
oil (1.28 g, 92 %).

IH NMR (400 MHz, CDCls): § (ppm) = 7.39 (d, Js=8.7Hz, 1H), 6.79 (d, J4=3.0Hz, 2H), 6.58
(dd, Js=8.8Hz, J4=3.1Hz, 1H), 4.57 (s, 2H), 3.77 (s, 3H), 2.33 (s, 3H).

13C NMR (100MHz, CDCl): & (ppm) = 169.1 (Cquat), 157.0 (Cquar), 139.1 (Cquar), 132.9 (CH),
117.4 (CH), 116.6 (Cquar), 113.5 (CH), 65.3 (CH2), 52.3 (CHs), 23.1 (CHs).
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Partie Expérimentale

Methyl 2-(3-methyl-4-(4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)phenoxy)acetate (1b):

To a degassed solution of 1a (800 mg, 3.1 mmol) and bis(triphenylphosphine)palladium(ll)
dichloride (217 mg, 0.31 mmol) in dioxane (10 mL) was added under an inert atmosphere
4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-dioxaborane (1.4 mL, 9.3 mmol) and triethylamine (2.6 mL,
18.5 mmol). The mixture was heated at 95°C for 17 h. Solvents were removed under reduced
pressure. The residue was dissolved in AcOEt and washed with saturated agq. NaHCOs and
water. The organic layer was dried over Na,SO4 and the solvent was removed under reduced
pressure to give a dark oil. The crude product was purified by flash chromatography (silica gel,
DCM) to give a yellow solid (773 mg, 82 %).

IH NMR (400 MHz, CDCls): 6 (ppm) = 7.71 (d, Js=8.3Hz, 1H), 6.72 (d, J4=2.5Hz, 1H), 6.68
(dd, J3=8.2Hz, J4;=2.6Hz, 1H), 4.64 (s, 2H), 3.79 (3H), 2.51 (s, 3H), 1.32 (s, 12H).

13C NMR (100MHz, CDCl3): & (ppm): 169.4(Cuat), 159.9 (Cquat), 147.5 (Cquar), 138.0 (CH),
116.3 (CH), 110.6 (CH), 83.4 (Cqua), 65.1 (CH2), 52.4 (CHs), 25.0 (CHs), 22.5 (CHs).

ESI-MS: monoisotopic m/z = 329.3 [M+Na]", 345.2 [M+K]" 650.8 [2M+K]* (calculated
monoisotopic m/z = 329.15 [M+Na]*, 345.13 [M+K]", 651.29 [2M+H]* for M = C16H23BOs).
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tert-butyl 2-(4-bromo-3-methylphenoxy)acetate (1’a):

To a solution of 4-bromo-3-methylphenol (2.0 g, 10.7 mmol) in DMF (20 mL) was added
potassium carbonate (4.44 g, 32.1 mmol) and tert-butyl bromoacetate (1.9 mL, 12.8 mmol).
The mixture was stirred at room temperature for 17 h and then filtrated. Solvents were removed
under reduced pressure. The oily residue was dissolved in DCM and washed with water. The
organic layer was dried over Na,SO4 and evaporated under reduced pressure to give a colorless
oil (3.12 g, 97 %).

IH NMR (400 MHz, CDCl3): 6 (ppm) = 7.38 (d, Js=8.7 Hz, 1H), 6.79 (d, J4=2.9 Hz, 1H), 6.59
(dd, J4=8.7 Hz, Js=2.9Hz, 1H), 4.47 (s, 2H), 2.34 (s, 3H), 1.48 (s, 9H).

13C NMR (100MHz, CDCl3): & (ppm): 167.8(Cauat), 157.2 (Cquat), 139.0 (Cquar), 132.9 (CH),
117.4 (CH), 116.4 (Cqua), 113.5 (CH), 82.5 (Cquat), 65.8 (CHz), 28.1 (CHs), 23.2 (CHs).

ESI-MS: monoisotopic m/z = 323.0 [M+Na]*, 339.0 [M+K]" (calculated monoisotopic m/z =
323.03 [M+Na]*, 339.00 [M+K]* for M = C13H17BrOs).
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Partie Expérimentale

tert-butyl 2-(3-methyl-4-(4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)phenoxy)acetate
(1°b):

To a degassed solution of 1’a (750 mg, 2.5 mmol) and bis(triphenylphosphine)palladium(ll)
dichloride (175 mg, 0.2 mmol) in dioxane (10 mL) was added under an inert atmosphere
4,45 5-tetramethyl-1,3,2-dioxaborane (1.1 mL, 7.5mmol) and triethylamine (2.1 mL,
15 mmol). The mixture was heated at 95°C for 17 h. Solvents were removed under reduced
pressure and the residue was dissolved in AcOEt and washed with saturated ag. NaHCO3 and
brine. The organic layer was dried over Na,SO4 and the solvent was removed under reduced
pressure to give a dark oil. The crude product was purified by flash chromatography (silica gel,
DCM) to give a yellow oil (720 mg, 83 %) that crystalizes after a few days.

IH NMR (400 MHz, CDCls): 6 (ppm) = 7.71 (d, Js=8.2 Hz, 1H), 6.71 (d, J4=2.5 Hz, 1H), 6.67
(dd, J5=8.0 Hz, 14=2.3 Hz, 1H), 4.51 (s, 2H), 2.51 (s, 3H), 1.48 (s, 9H), 1.32 (s, 12H).

13C NMR _(100MHz, CDCl3): & (ppm): 168.1(Cquat), 160.1 (Cquat), 147.4 (Cqua), 137.9 (CH),
116.3 (CH), 110.7 (CH), 83.3 (Cquar), 82.4 (Cquar), 65.5 (CHz), 28.2 (CH3), 25.0 (CHs), 22.5
(CHa).

ESI-MS: monoisotopic m/z = 371.2 [M+Na]*, 387.2 [M+K]" (calculated monoisotopic m/z =
371.20 [M+Na]*, 387.17 [M+K]" for M = C19H29BOs).

234



o/}( BN

2a

Methy! 2-(4-iodophenoxy)acetate (2a) (adapted from ref. [194):

To a solution of 4-iodophenol (1.0 g, 4.55 mmol) in DMF (10 mL) was added potassium
carbonate (1.88 g, 13.6 mmol) and methyl bromoacetate (515 uL, 5.4 mmol). The mixture was
stirred at room temperature for 16 h and then filtrated. The solvent was removed under reduced
pressure. The oily residue was dissolved in DCM and washed with water. The organic layer
was dried over Na;SO4 and the solvent was removed under reduced pressure to give an oil
(1.34 g, 100 %) that crystalizes after a few days.

IH NMR (400 MHz, CDCls): § (ppm) = 7.56 (d, Js=8.5 Hz, 2H), 6.68 (d, Js=8.6 Hz, 2H), 4.60
(s, 2H), 3.80 (s, 3H).

13C NMR (100 MHz, CDCls): 6 (ppm) = 169.1 (Cquar), 157.8 (Cquat), 138.5 (CH), 117.1 (CH),
84.3 (Cquat), 65.4 (CH2), 52.5 (CH).

ESI-MS: monoisotopic m/z = 315.0 [M+Na]*, 330.9 [M+K]" (calculated monoisotopic m/z =
314.95 [M+Na]*, 330.92 [M+K]* for M = CgHglO3).
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2b

Methyl 2-(4-((trimethylsilyl)ethynyl)phenoxy)acetate (2b) (adapted from ref. [294):

To a degassed solution of 2a (800 mg, 2.74 mmol) and triethylamine (1.2 mL, 8.6 mmol) in
DMF (1.2 mL) was added under an inert atmosphere bis(triphenylphosphine)palladium(l)
dichloride (77 mg, 0.11 mmol), copper iodide (105 mg, 0.55 mmol) and ethynyltrimethylsilane
(1.35 mL, 9.6 mmol). The mixture was stirred at room temperature for 15 h. Solvents were
removed under reduced pressure. The residue was dissolved in DCM and washed with saturated
aq. NH4Cl and water. The organic layer was dried over Na,SO4 and the solvent was removed
under reduced pressure to give a dark oil. The crude product was purified by flash
chromatography (silica gel, DCM) to give brown crystals (683 mg, 95 %).

IH NMR (400 MHz, CDCls): § (ppm) = 7.40 (d, Js= 8.5 Hz, 2H), 6.82 (d, Js=8.6 Hz, 2H), 4.63
(s, 2H), 3.80 (s, 3H), 0.23 (s, 9H).

13C NMR (100MHz, CDCls): § (ppm): 169.1(Cquar), 158.0 (Cquat), 133.7 (CH), 116.7 (Cquar),
114.6 (CH), 104.9 (Cquar), 93.1 (Cquat), 65.4 (CH2), 52.5 (CH3), 0.16 (CHs).

ESI-MS: monoisotopic m/z = 285.2 [M+Na]*, 301.1 [M+K]" (calculated monoisotopic m/z =
285.09 [M+Na]*, 301.07 [M+K]* for M = C14H1503Si).
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tert-butyl 2-(4-iodophenoxy)acetate (2°a):

To a solution of 4-iodophenol (3.0 g, 13.6 mmol) in DMF (30 mL) was added potassium
carbonate (10 g, 106 mmol), and tert-butyl bromoacetate (6 mL, 40.5 mmol). The mixture was
stirred at room temperature for 16 h and then filtrated. The solvent was removed under reduced
pressure. The oily residue was dissolved in DCM and washed with water then brine. The
organic layer was dried over Na,SO4 and the solvent removed under reduced pressure. The
residue was purified by flash chromatography (silica gel, DCM) to give a pale red liquid (3.43 g,
75 %).

IH NMR (400MHz, CDCl3): & (ppm) = 7.51 (d, Js=9 Hz, 2H), 6.63 (d, J5=9 Hz, 2H), 4.44 (s,
2H), 1.45 (s, 9H).

13C NMR (100MHz, CDCl3): & (ppm) = 167.6 (Cquat), 157.8 (Cquar), 138.3 (CH), 117.0 (CH),
83.8 (Cquat), 82.6 (Cquat), 65.7 (CH2), 28.0 (CHs).

ESI-MS: monoisotopic m/z = 357.0 [M+Na]*, 373.0 [M+K]" (calculated monoisotopic m/z =
357.00 [M+Na]*, 372.97 [M+K]* for M = C1H15103).
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2'b

tert-butyl 2-(4-((trimethylsilyl)ethynyl)phenoxy)acetate (2°b)

To a degassed solution of 2’a (1.0 g, 3.0 mmol) and triethylamine (1.3 mL, 9.3 mmol) in DMF
(1.3 mL) was added under an inert atmosphere bis(triphenylphosphine)palladium(ll) dichloride
(84 mg, 0.12 mmol), copper iodide (114 mg, 0.6 mmol) and ethynyltrimethylsilane (1.5 mL,
10.5 mmol). The mixture was stirred at room temperature for 15 h. Solvents were removed
under reduced pressure. The residue was dissolved in DCM and washed with saturated ag.
NH4Cl and water. The organic layer was dried over Na,SO4 and the solvent was removed under
reduced pressure to give a dark oil. The crude product was purified by flash chromatography

(silica gel, Cyclohexane/AcOEt 95:5) to give brown crystals (900 mg, 99 %).

IH NMR (400 MHz, CDCls): 6 (ppm) = 7.39 (d, Js= 9.0 Hz, 2H), 6.80 (d, Js= 9.0 Hz, 2H), 4.50
(s, 2H), 1.47 (s, 9H), 0.23 (s, 9H).

13C NMR (100MHz, CDCl3): & (ppm): 167.8(Cquat), 158.2 (Cquat), 133.6 (CH), 116.3 (Cuat),
114.6 (CH), 105.0 (Cquat), 92.9 (Cquat), 82.7 (Cquat), 65.8 (CH2), 28.1 (CHs), 0.16 (CHs).
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Methy! 2-((4-bromophenyl)thio)acetate (3a) (adapted from ref. [1%):

To a degassed solution of 4-bromothiophenol (1.0 g, 5.3 mmol) in DMF (10 mL) was added
potassium carbonate (2.2 g, 16.0 mmol) and methyl bromoacetate (0.6 mL, 6.3 mmol). The
mixture was stirred at room temperature for 17 h and filtrated. The solvent was removed under
reduced pressure. The oily residue was dissolved in DCM and washed with water. The organic
layer was dried over Na,SO4 and the solvent removed under reduced pressure. The residue was
purified by flash chromatography (silica gel, cyclohexane/AcOEt 90:10) to give a yellow oil
(852 mg, 62 %).

IH NMR (400 MHz, CDCl3): & (ppm) = 7.35 (d, J5=8.7 Hz, 2H), 7.27 (d, Js=8.7 Hz, 2H), 3.64
(s, 3H), 3.57 (5, 2 H).

13C NMR (100 MHz, CDCls): 6 (ppm) = 169.7 (Cquer), 134.2 (Cuar), 132.1 (CH), 131.3 (CH),
121.0 (Cquat), 52.6 (CH3), 36.3 (CH>).
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3b

Methyl 2-((4-((trimethylsilyl)ethynyl)phenyl)thio)acetate (3b):

To a degassed solution of 3a (700 mg, 2.68 mmol), copper iodide (21 mg, 0.11 mmol) and
bis(benzonitrile)palladium(ll) chloride (61 mg, 0.16 mmol) in dioxane (25 mL) was added a
solution of tri-tert-butylphosphine (71 mg, 0.35mmol) in dioxane (1.4 mL),
ethynyltrimethylsilane (455 pL, 3.22 mmol) and di-isopropylamine (450 pL, 3.22 mmol). The
mixture was stirred at room temperature for 16 h. Solvents were removed under reduced
pressure. The residue was dissolved in DCM and washed with saturated ag. NH4Cl and water.
The organic layer was dried over Na,SO4 and the solvent was removed under reduced pressure
to give a dark oil. The crude product was purified by flash chromatography (silica gel,
DCM/Petroleum ether 50:50) to give brown crystals (689 mg, 92 %).

IH NMR (400 MHz, CDCls): & (ppm) = 7.38 (d, J3=8.6 Hz, 2H), 7.29 (d, J5=8.6 Hz, 2H), 3.71
(s, 3 H), 3.66 (5, 2 H), 0.24 (s, 9H).

13C NMR (100 MHz, CDCls): § (ppm) = 170.0 (Cquat), 136.1 (Cquat), 132.6 (CH), 128.9 (CH),
121, 6 (Cquat), 104.6 (Cquat), 95.2 (Cquar), 52.8 (CH3), 36.0 (CH2), 0.1 (CHa).
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DO3ApicAr,

DO3ApicAr; :

To a degassed solution of DO3AMeRpjcI™e) (100 mg, 0.131 mmol) and 1b (37.5 mg,
0.122 mmol) in DMF (1.25 mL) was added tetrakis(triphenylphosphine)palladium(0) (14 mg,
12.1 mmol) and cesium fluoride (56 mg, 0.37 mmol). The mixture was stirred at 90°C for 17 h.
Solvents were removed under reduced pressure. The oily residue was dissolved in DCM and
washed with water. The organic layer was dried over Na;SO4 and evaporated under reduced
pressure. Water (16mL) was added to the crude and the suspension was sonicated for 20 min
and centrifuged. The supernatant was lyophilized to give DO3AM3picMIAr, M) a5 a yellow
oil (102 mg). This product was then used without further purification, but a small amount of
ligand was purified by HPLC for characterization. The methyl-protected ligand was dissolved
in 1M ag. NaOH (4 mL), and stirred at rt. The reaction was completed in 15 min as monitored
by HPLC. The pH was adjusted to 4 by addition of 1 M ag. HCI (4 mL). The solution was
purified on HPLC to give DO3ApicAr; as a yellow solid (72 mg, 92 %) after lyophilization.

DO3AMeRpicMe)Ar, (Me) -

IH NMR (400MHz, D,0, 353K): 5 (ppm) = 8.12 (d, Js=1.4Hz, 1H), 7.85 (d, Js=1.4Hz, 1H),
7.25 (d, Js=8.5Hz, 1H), 6.97 (d, Js=2.3Hz, 1H), 6.93 (dd, Js=8.5Hz, J4=2.6Hz, 1H), 4.81 (s, 2H),
4.60 (s, 2H), 4.09 (s, 2H), 4.03 (s, 3H), 3.81 (s, 3H), 3.72 (s, 3H), 3.60 (s, 4H), 3.50 (s, 6H),
3.79-3.04 (m, 16H), 2.26 (s, 3H)|

ESI-MS: monoisotopic m/z = 716.4 [M+H]*, 738.4 [M+Na]", 754.3 [M+K]" (calculated
monoisotopic m/z = 716.35 [M+H]*, 738.33 [M+Na]*, 754.31 [M+K]" for M = C3sH9N5s011).

DO3ApicAr; :
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IH NMR (400MHz, D,0, 353K): & (ppm) = 8.11 (d, J4=1.5Hz, 1H), 7.82 (d, Js=1.5Hz, 1H),
7.28 (d, J3=8.4Hz, 1H), 6.95 (d, J4s=2.7Hz, 1H), 6.92 (dd, J3=8.5Hz, J4=2.8Hz, 1H), 4.76 (s, 2H),
4.49 (s, 2H), 3.84 (s, 2H), 3.62 (s, 4H), 3.43-3.18 (m, 16H), 2.24 (s, 3H).

13C NMR (100 MHz, D20, 353K): & (ppm) = 173.3 (Cquat), 172.1 (Cquar), 171.0 (Couar), 166.8
(Cquet), 158.8 (Cquat), 155.2 (Cquat), 151.3 (Cuat), 148.0 (Cquar), 138.5 (Cquar), 131.8 (CH), 131.3
(Cquat), 130.0 (CH), 126.8 (CH), 117.7 (CH), 113.3 (CH), 65.7 (CHz), 57.8 (CH2), 55.1 (CHo),
54.5 (CH2), 51.1 (CH2), 50.8 (CH), 50.2 (CH2), 50.1 (CH>), 20.1 (CHs).

ESI-MS: monoisotopic m/z = 646.4 [M+H]", 668.4 [M+Na]" (calculated monoisotopic m/z =
646.27 [M+H]*, 668.25 [M+Na]* for M = C30H39N5011).

HRMS (ESI+): m/z = 646.2701 (+) (calculated m/z = 646.2719 [M+H]" for M = C30H39N5011).
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[Tb(DO3ApicAr,)INa

[Tb(DO3ApicAr.)]Na:

To asolution of DO3ApicAr; (27.8 mg, 43 umol) in water was added triethylamine to raise pH
up to 9. Terbium(lIl) chloride (17.7 mg, 47 umol) was added and the pH was adjusted to 9 by
subsequent addition of triethylamine. The mixture was stirred at r.t for 17 h. The reaction
mixture was centrifuged and the supernatant evaporated under reduced pressure. Acetone was
added and the suspension was sonicated and then centrifuged. The precipitate was collected and
washed twice with acetone to give a white powder (21 mg, 61 %). Crystals suitable for X-ray
diffraction were obtained by slow evaporation of a MeOD solution of the compound. The X-
ray structure shows the macrocycle complexed with Tb**, with Na* as a counter ion.

ESI-MS: monoisotopic m/z = 800.2 [M-H] (calculated monoisotopic m/z = 800.16 [M-H] for
M = Cz0H36Ns5011Th).

HRMS (ESI+): m/z = 800.1586 (+) (calculated m/z = 800.1592 [M+H]" for M =
Cz0H3sNs5011Th).
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Partie Expérimentale

[Eu(DO3ApicAr,)]Na

The Eu complex [Eu(DO3ApicAr:)]Nawas obtained as described above for the Th analogue
using europium(l11) chloride as lanthanide salt.

ESI-MS: monoisotopic m/z = 794.2 [M-H] (calculated monoisotopic m/z = 794.15 [M-H]" for
M = CzoH36EUNs5011).

HRMS (ESI+): m/z = 794.1548 (+) (calculated m/z = 794.1551 [M+H]® for M =
C3zoH36EUN5O11).
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[Dy(DO3ApicAr,)]Na

The Dy complex [Dy(DO3ApicAr:)]Na was obtained as described above for the Tb analogue
using Dysprosium(111) chloride as lanthanide salt.

ESI-MS: monoisotopic m/z = 805.2 [M-H] (calculated monoisotopic m/z = 805.16 [M-H]~ for
M = CzoH36DyNsO11).

HRMS (ESI+): m/z = 805.1640 (+) (calculated m/z = 805.1630 [M+H]" for M =
C30H36DyNsO11).
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Partie Expérimentale

O
\ o~
N
=)

DO3AMe)3pic(Me)Ar,

DO3AMeRpicMeAY,

To a degassed solution of DO3AMeSpicIMe) (100 mg, 0.131 mmol) and 1°b (41 mg,
0.123 mmol) in DMF (1.25 mL) was added tetrakis(triphenylphosphin)palladium(0) (14 mg,
12.1 mmol) and cesium fluoride (56 mg, 0.37 mmol). The mixture was stirred at 90°C for 17 h.
Solvents were removed under reduced pressure. The oily residue was dissolved in DCM and
washed with water. The organic layer was dried over Na>SO4 and evaporated under reduced
pressure. Water (16mL) was added to the crude. The suspension was sonicated for 20 min and
centrifuged. The supernatant was collected and lyophilized to give DO3AMeR3picMeAr, (BY) g5
a brown oil (117 mg). This product was identified by LC/MS but not characterized in depth due
to the instability of the tert-butyl ester. It was used without further purification. Removal of tBu
protecting group was performed in TFA (5mL) at rt for 2 h. TFA was evaporated under reduced
pressure and the crude was dissolved in water and purified on HPLC to give a slightly yellow

oil (52.6 mg, 61 %) after lyophilization.

IH NMR (400MHz, D,0, 353K): & (ppm) = 8.06 (d, J4=1.5Hz, 1H), 7.83 (d, Ja=1.5Hz, 1H),
7.21 (d, Js=8.5Hz, 1H), 6.95 (d, Js=2.7Hz, 1H), 6.90 (dd, Js=8.5Hz, J4=2.7Hz, 1H), 4.75 (s, 2H),
4.58 (s, 2H), 4.06 (s, 2H), 4.01 (s, 3H), 3.70 (s, 3H), 3.59 (s, 4H), 3.48 (s, 6H) 3.80-2.98 (m,
16H), 2.23 (s, 3H).

13C NMR (100 MHz, D20, 353K): J (ppm) = 173.1 (Cquat), 172.5 (Cquar), 168.7 (Cuat), 166.8
(Cquat), 158.7 (Cquat), 153.1 (Cquat), 152.5 (Cauat), 148.0 (Cquar), 138.2 (Cquar), 131.5 (CH), 131.4
(Cquar), 129.7 (CH), 126.5 (CH), 117.7 (CH), 113.3 (CH), 65.7 (CHy), 58.9 (CHy), 54.9 (CH>),
54.0 (CH3), 53.2 (CHz), 53.0 (CHs), 52.9 (CHs), 52.3 (CH2), 52.2 (CH2), 49.6 (CH), 49.1 (CHy),
20.1 (CHa).
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ESI-MS: monoisotopic m/z = 702.4 [M+H]", 724.4 [M+Na]*, 740.3 [M+K]* (calculated
monoisotopic m/z = 702.33 [M+H]*, 724.32 [M+Na]", 740.29 [M+K]" for M = C34H47N5011).

HRMS (ESI+): m/z = 702.3328 (+) (calculated m/z = 702.3345 [M+H]" for M = C3sH7N5011).
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Partie Expérimentale

DO3ApicAr,©H

DO3ApiIcAr;:

To a degassed solution of DO3AMe3piclMe) (100 mg, 130 pumol) and 2b (29 mg, 111 pmol) in
DMF (1.1 mL) was added triethylamine (425 pL, 3.05 mmol),
bis(triphenylphosphine)palladium(Il) dichloride (8 mg, 11.4 pmol), and tetrabutylammonium
fluoride 1M (130 pL, 130 umol). The mixture was stirred at 90°C for 17 h. Solvents were
removed under reduced pressure. The oily residue was dissolved in DCM and washed with
water. The organic layer was dried over Na.SO4 and evaporated under reduced pressure. Water
(16mL) was added to the crude and the suspension was sonicated for 20 min, then centrifuged.
The supernatant was lyophilized to give DO3AMeRpicMEAr,Me a5 a brown oil (99 mg). This
product was then used without further purification step, but a small amount of ligand was
purified by HPLC for characterization. The protected ligand was dissolved in 1 M ag. NaOH
(4 mL) and stirred at rt. The reaction was completed in 15 min as monitored by HPLC. The pH
was adjusted to 4 by addition of 1 M aq. HCI (4 mL) The solution was purified on HPLC to
give DO3ApicAr; as a yellow/orange solid (51 mg, 70 %), once lyophilized.

DO3AMe3pjcMIAY,Me) -

IH NMR (400MHz, D,0, 353K): 5 (ppm) = 8.07 (d, Js=1.3Hz, 1H), 7.81 (d, Js=1.3Hz, 1H),
7.47 (d, J5=9.0Hz, 2H), 6.95 (d, Js=9.0Hz, 2H), 4.76 (s, 2H), 4.41 (s, 2H), 4.00 (s, 3H), 3.98 (s,
2H), 3.78 (s, 3H), 3.71 (s, 3H), 3.63 (s, 4H) 3.57 (s, 6H), 3.62-3.58 & 3.43-3.07 (m, 16H).

ESI-MS: monoisotopic m/z = 726.4 [M+H]", 748.4 [M+Na]*, 764.3 [M+K]* (calculated
monoisotopic m/z = 726.33 [M+H]", 748.31 [M+H]", 764.29 [M+H]" for M = C3sH7Ns011).

DO3ApICAr; :
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IH NMR (400MHz, D,0, 353K): & (ppm) = 8.02 (d, Js=1.4Hz, 1H), 7.73 (d, Ja=1.4Hz, 1H),
7.46 (d, Js=9.0Hz, 2H), 6.89 (d, Js=9.0Hz, 2H), 4.66 (s, 2H), 4.25 (s, 2H), 3.67 (s, 2H), 3.55 (s,
4H), 3.31-3.08 (m, 16H).

13C NMR (100 MHz, D20, 353K): & (ppm) = 173.1 (Cquat), 172.0 (Cquar), 171.4 (Couar), 166.8
(Cquat), 159.4 (Cquar), 152.5 (Cquat), 148.4 (Cquar), 136.6 (Cquar), 134.7 (CH), 130.6 (CH), 127.7
(CH), 115.8 (CH), 114.8 (Cquar), 98.5 (Cquer), 85.8 (Cquer), 65.7 (CH2), 57.8 (CH2), 55.2 (CHy),
54.6 (CH2), 50.9 (CH2), 50.7 (CH2), 50.4 (CHy), 50.2 (CH2).

ESI-MS: monoisotopic m/z = 656.4 [M+H]* (calculated monoisotopic m/z = 656.26 [M+H]*
for M = C31H37Ns011).

HRMS (ESI+): m/z = 656.2599 (+) (calculated m/z = 656.2562 [M+H]" for M = C31H37N5011).
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Partie Expérimentale

[Eu(DO3ApicAr,)]Na

[Eu(DO3ApicAr;)]Na :

To a solution of DO3ApicAr, (30 mg, 46 umol) in water was added triethylamine to adjust the
pH at 9. Europium(l1l) chloride (18.4 mg, 50 umol) was added and the pH was adjusted to 9 by
subsequent addition of triethylamine. The mixture was stirred at r.t for 17 h and centrifuged.
The supernatant was evaporated under reduced pressure and acetone was added to precipitate
the complex. The suspension was sonicated then centrifuged. The precipitate was washed twice

with acetone to give a white powder (22 mg, 60 %)

ESI-MS: monoisotopic m/z = 803.8 [M-H] (calculated monoisotopic m/z = 804.14 [M-H] for
M = Cz1H34EUNs5011).

HRMS (ESI+): m/z = 804.1383 (+) (calculated m/z = 804.1394 [M+H]" for M =
C3z1H34EUNs011).
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[Sm(DO3ApicAr,)]Na

[Sm(DO3ApicAr;)]Na :

The Sm complex [Sm(DO3ApicAr;)]Na was obtained as described above for the Eu analogue

using Samarium(l11) chloride as lanthanide salt.

ESI-MS: monoisotopic m/z = 803.2 [M-H]" (calculated monoisotopic m/z = 803.14 [M-H] for
M = C31H34N5011Sm).

HRMS (ESI+): m/z = 803.1364 (+) (calculated m/z = 803.1379 [M+H]" for M =

C31H34N5011Sm).
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DO3AMel3pjcMelar,

DO3AMeRpicMeAF, :

To a degassed solution of DO3AMe3picl™e) (100 mg, 130 pmol) and 2°b (33 mg, 108 pmol)
in DMF (1.1 mL) was added triethylamine (425 pL, 3.05 mmol),
bis(triphenylphosphin)palladium(Il) dichloride (8 mg, 11.4 umol), and tetrabutylammonium
fluoride 1M (130 pL, 130 umol). The mixture was stirred at 90°C for 17 h. Solvents were
removed under reduced pressure. The oily residue was dissolved in DCM and washed water.
The organic layer was dried over Na,SO4 and evaporated under reduced pressure. Water (16mL)
was added to the crude and the suspension was sonicated for 20 min, then centrifuged. The
supernatant was lyophilized to give DO3AMe3picMEAL,BY as a brown oil (121 mg). This
product was identified by LC/MS but not characterized in depth due to the instability of the
tert-butyl ester. It was used without further purification. Removal of tBu was performed in TFA
(5mL) at rt for 2h. TFA was evaporated under reduced pressure and the crude was dissolved in
water and purified on HPLC to give a brown oil (38.6 mg, 50 %) after lyophilization.

IH NMR (400MHz, D,0, 353K): & (ppm) = 8.16 (d, Js=0.1Hz, 1H), 7.87 (d, Ja=1.0Hz, 1H),

7.54 (d, J3=8.8Hz, 2H), 7.02 (d, J3=8.8Hz, 2H), 4.76 (s, 2H), 4.45 (s, 2H), 4.03 (s, 3H), 4.01 (s,
2H), 3.74 (s, 3H), 3.66 (s, 4H), 3.61 (s, 6H), 3.54-3.02 (m, 16H).

13C NMR (100 MHz, D20, 353K): J (ppm) = 173.3 (Cquat), 172.0 (Cquar), 169.5 (Cuat), 166.4
(Cquat), 159.5 (Cauar), 148.2 (Cquat), 135.3 (Cquar), 134.5 (Cquar), 134.4 (CH), 130.9 (CH), 127.4
(CH), 115.9 (CH), 114.7 (Cquar), 97.4 (Cquzx), 85.5 (Cquar), 65.9 (CH2), 58.5 (CH2), 54.8 (CHy),
54.1 (CHs), 53.9 (CHs), 53.3 (CHz), 53.2 (CHs), 52.0 (CH2), 51.8 (CH2), 50.0 (CH), 49.6 (CHy).

252



ESI-MS: monoisotopic m/z = 712.6 [M+H]", 734.6 [M+Na]*, 750.6 [M+K]* (calculated
monoisotopic m/z = 712.32 [M+H]", 734.30 [M+Na]*, 750.27 [M+K]" for M = C3sHa5N5011).

HRMS (ESI+): m/z =712.3174 (+) (calculated m/z = 712.3188 [M+H]" for M = C3sHasN5011).
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OH OH
DO3ApicAr;

DO3ApicArs; :

To a degassed solution of DO3AMeRpiclMe) (100 mg, 0.13 mmol) and 3b (30 mg, 0.11 mmol)
in DMF (1.1 mL) was added triethylamine (425 pL, 3.05 mmol),
bis(triphenylphosphin)palladium(ll) dichloride (7.7 mg, 11 umol), and tetrabutylammonium
fluoride 1M (130 pL, 0.13 mmol). The mixture was stirred at 90°C for 17 h. Solvents were
removed under reduced pressure. The oily residue was dissolved in DCM and washed with
water. The organic layer was dried over Na2SO4 and evaporated under reduced pressure. Water
(16mL) was added to the crude. The suspension was sonicated for 20 min and then centrifuged.
The supernatant was lyophilized to give DO3AM®3picMOAr,M) a5 a brown oil (91 mg). This
product was then used without further purification, but a small amount of ligand was purified
by HPLC for characterization. The methyl-protected ligand was dissolved in 1 N aq. NaOH
(4 mL) and stirred at rt. The reaction was completed in 15 min as monitored by HPLC. The pH
was adjusted to 4 by addition of 1 M ag. HCI (4 mL). The solution was purified on HPLC to
give DO3ACH3jcCHAr,OH as an orange solid (53 mg, 72 %) after lyophilization.

DO3AMeRpjcMe)p p,(Me).

IH NMR (400MHz, D,0, 353K): & (ppm) = 8.00 (d, Js=1.3Hz, 1H), 7.79 (d, Ja=1.3Hz, 1H),
7.35 (d, Js=8.7Hz, 2H), 7.26 (d, Js=8.6Hz, 2H), 4.41 (s, 2H), 3.98 (s, 3H), 3.97 (s, 2H), 3.77 (s,
2H), 3.68 (s, 3H), 3.64 (s, 3H), 3.63 (s, 4H) 3.53 (s, 6H), 3.42-3.05 (m, 16H).

ESI-MS: monoisotopic m/z = 742.4 [M+H]", 764.3 [M+Na]", 781.3 [M+K]" (calculated
monoisotopic m/z = 742.31 [M+H]", 764.29 [M+H]", 780.27 [M+H]" for M = C3sH47N5010S).

DO3ApicArs;:
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IH NMR (400MHz, D,0, 353K): § (ppm) = 8.04 (d, Js=1.2Hz, 1H), 7.74 (d, Js=1.2Hz, 1H),
7.41 (d, J5=8.6Hz, 2H), 7.27 (d, Js=8.6Hz, 2H), 4.37 (s, 2H), 3.87 (s, 2H), 3.78 (s, 2H), 3.60 (s,
4H), 3.40-3.15 (m, 16H).

15C NMR (100 MHz, D20, 353K): & (ppm) = 173.6 (Cqua), 171.9 (Cqua), 1715 (Cquar),
166.9 (Cquat), 152.7 (Cqua), 148.6 (Cquar), 138.4 (Cquat), 136.1 (Cquat), 133.3 (CH), 130.6 (CH),
128.9 (CH), 127.7 (CH), 119.5 (Cquat), 97.7 (Cquat), 86.9 (Cquat), 57.8 (CH2), 55.2 (CH2), 54.7
(CH2), 50.9 (CHy), 50.7 (CH2), 50.4 (CH>), 50.2 (CHy), 35.7 (CH>).

ESI-MS: monoisotopic m/z = 672.5 [M+H]", 694.4 [M+Na]*, 710.4 [M+K]* (calculated
monoisotopic m/z = 672.23 [M+H]*, 694.21 [M+Na]*, 710.19 [M+K]" for M = C31H37N5010S).

HRMS (ESI+): m/z = 672.2320 (+) (calculated m/z = 672.2334 [M+H]" for M = C31H37N5010S).
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Partie Expérimentale

[Eu(DO3ApicAr;)]Na

[Eu(DO3ApicArs)]Na :

To a degassed solution of DO3ApicAr; (35.5 mg, 53 pmol) in water was added triethylamine
to adjust the pH at 9. Europium(lll) chloride (21.3 mg, 58 umol) was added and the pH was
adjusted to 9 by subsequent addition of triethylamine.. The mixture was stirred at r.t for 17 h.
The reaction mixture was centrifuged, the supernatant evaporate and acetone was added to
precipitate the complex. The suspension was sonicated, centrifuged and the precipitate was
washed twice with acetone to give a white powder (14 mg, 32 %)

ESI-MS: monoisotopic m/z = 820.2 [M-H]" (calculated monoisotopic m/z = 820.12 [M-H] for
M = C3z1H34EUN5010S).

HRMS (ESI+): m/z = 820.1148 (+) (calculated m/z = 820.1166 [M+H]" for M =
C3z1H34EUNs010S)
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Cs124

7-amino-4-methylquinolin-2(1H)-one (Cs124) [1%I:

A solution of 1,3-diaminobenzene (3.0 g, 27.7 mmol) in ethylactetoacetate (4.2 mL, 33.3 mmol)
was stirred at reflux (150°C) for 20h. It was then poured on 300 mL of cold water, sonicated
then stirred for 15 min. The precipitate was filtered and purified by flash chromatography (silica
gel, DCM/MeOH 99:1) to give a white powder (1.01 g, 21%).

IH NMR (400 MHz, DMSO-d6): 6 (ppm) = 7.34 (d, J3=9.0 Hz, 1H), 6.45 (d, J5=9.0 Hz, 1H),
6.36 (s, 1H), 5.94 (s, 1H), 5.72 (s, 2H), 2.27 (s, 3H)
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Fmoc-Glu(Cs124)-OtBu

Fmoc-Glu(Cs124)-OtBu [*31:

This product was synthesized adapting the procedure described in the literature. To a degassed
solution of Fmoc-Glu-OtBu (1.11 g, 2.60 mmol), HATU (890 mg, 2.34 mmol), and DIEA
(550 pL, 3.12 mmol) in DMF (8 mL), was added a solution of Cs124 (500 mg, 2.87 mmol) in
DMF (8 mL). The mixture was stirred at r.t. for 15 h, and then solvents were removed under
vacuum. The oily residue was dissolved in AcOEt, washed with 0.1 M ag. HCI (3x) and water.
The organic layer was dried over Na,SO4 and the solvent was removed under reduced pressure.
The crude product was purified by flash chromatography (silica gel, CHCIl3/MeOH 95:5) and
precipitated in AcOEt to give a white powder (587 mg, 43 %).

IH NMR (400 MHz, DMSO-d6): J (ppm) = 10.1 (s, 1H), 7.88 (d, Js= 7.5Hz, 2H), 7.79 (d, J4=
1.5 Hz, 1H), 7.72 (d, Js= 7.5Hz, 2H), 7.60 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 7.41 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 7.37 —
7.26 (M, 3H), 6.25 (s, 1H), 4.37-4.15 (m, 3H), 4.06-3.96 (m, 1H), 2.48 — 2.43 (m, 2H), 2.36 (s,
3H), 2.15-2.01 (m, 1H), 1.96-1.78 (m, 1H), 1.40 (s, 9H)
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Fmoc-Glu(Cs124)-OH

Fmoc-Glu(Cs124)-OH 3

Fmoc-Glu(Cs124)-OtBu (560 mg, 0.97 mmol) was dissolved on a mixture of
TFA/triisopropylsilane 10:1 (8 mL), and stirred at room temperature for 2h. TFA was
evaporated under reduce pressure, and the resulting oil was precipitated on cold Et,O, sonicated,
and centrifuged. The resulting precipitate was washed twice with Et20, to afford a white powder
(452 mg, 88%).

IH NMR (400 MHz, DMSO-d6): & (ppm) = 10.20 (s, 1H), 7.88 (d, Js= 7.5Hz, 2H), 7.80 (d, Js=
1.6 Hz, 1H), 7.72 (d, Js= 7.5Hz, 2H), 7.60 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 7.42 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 7.37 —
7.24 (M, 3H), 6.25 (s, 1H), 4.34-4.18 (m, 3H), 4.09-3.99 (M, 1H), 2.49 — 2.42 (m, 2H), 2.36 (s,
3H), 2.21-2.05 (m, 1H), 1.97-1.80 (m, 1H)
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Chemical Formula: C31H37N5044 K/N\) N
HO

Molecular Weight: 655.661
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Chemical Formula: C3gH47N5040S
Molecular Weight: 741,85
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Chemical Formula: C31H37N504S
Molecular Weight: 671,72







Résumé

L’ADN est le support de I’information de tout étre vivant. La possibilité de pouvoir cibler et
visualiser in vivo une séquence spécifique d’ADN et plus particuliérement un géne est un enjeu de
taille pour le suivi médical aussi bien que pour la compréhension du vivant. Pour y parvenir, la
détection par luminescence est particulierement attrayante de par sa facilité de visualisation avec des
outils simples.

L’objet de cette theése était d’apporter la preuve de concept de sondes luminescentes pour la détection
séquence spécifique d’ADN double brin, basées d’une part sur les propriétés de luminescence des
lanthanides, particuliérement intéressantes pour la détection en milieu biologique, et d’autre part sur
les propriétés de reconnaissance de I’ADN par les protéines a doigts de zinc. Nous nous sommes
intéressé au ciblage d’un duplex d’ADN palindromique de 12 paires de bases par un couple de
protéines a doigts de zinc intégrant un systéme FRET, ot un complexe de lanthanide(lll) sur une
protéine joue le réle de donneur et un fluorophore organique sur I’autre protéine joue celui
d’accepteur.

Pour cela, une nouvelle famille de complexes de lanthanide(l11) bioconjugables a été élaborée et des
protéines a doigts de zinc fonctionnalisée par différents chromophores ont été synthétisés
chimiquement par synthése peptidique supportée sur résine et assemblage par ligation chimique
native de trois fragments. Les caractérisations spectroscopiques des systéemes développés ont permis
de mettre en évidence I’interaction des sondes avec la séquence d’ADN palindromique et de valider
la preuve de concept d’une détection de cette séquence par un FRET basé sur des lanthanides.

Mots clés :
ADN - Doigts de zinc — Lanthanides — Ligation native — Détection — FRET

Abstract

DNA is the carrier of genetic information in living organisms. Targeting and visualizing in vivo a
specific DNA sequence is of particular interest for medical diagnosis and biological research. In this
purpose, luminescent detection is very attractive because it can be easily observed with simple tools.

The aim of this work was to establish the proof of concept of luminescent probes for the sequence-
specific detection of double stranded DNA based on lanthanide luminescence, which is attractive for
biological applications, and on zinc finger proteins for their DNA binding properties. We focused
on the detection of a 12-base pair palindromic DNA using a pair of zinc finger proteins, one bearing
a lanthanide(l11) complex as a the FRET donor and the other an organic fluorophore as an acceptor.

In this purpose, a new family of bioconjugatable lanthanide(l11) complexes was developed and zinc
finger proteins with various chromophores were synthesized chemically, by combination of solid
phase peptide synthesis and assembly of peptidic segments by native chemical ligation. The
spectroscopic characterizations of these systems have evidenced the interaction of the probes with
the palindromic DNA, thereby validating the proof of concept of luminescence detection of this
DNA sequence by a lanthanide-based FRET system.
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