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Résumé

Cette thèse de doctorat traite de la conception et de l’évaluation de sondes fluoro-

gènes pour la détection d’activités enzymatiques dans des contextes biologiques d’in-

térêt.

L’élaboration de sondes fluorogéniques stables incorporant l’ELF-97 est une des

thématiques de recherche activement poursuivie par notre équipe. Le développement

avec succès de sondes peptidases et glycosidases a ouvert de nombreuses perspectives.

Un premier chapitre sera dédié à la diversification de ces sondes, tout d’abord par la

variation de substrats pour la détection de nouvelles glycosidases, puis par le dévelop-

pement d’un espaceur innovant dans un contexte particulier de sénescence cellulaire.

Une sonde pour la détection de la β-galactosidase en milieu acide a notamment pu être

synthétisée et testée.

En parallèle, des travaux ont porté sur une nouvelle génération de sondes ciblant

une famille d’enzymes à fort intérêt scientifique et sociétal : les β-lactamases. La syn-

thèse et l’évaluation biologique préliminaire d’une première sonde modèle a démontré

l’efficacité de cette nouvelle architecture moléculaire. Cette sonde a, par la suite, permis

l’élaboration de premiers résultats d’imagerie dans le cadre d’une collaboration active

avec une équipe de recherche japonaise.

Enfin, un dernier volet sera consacré à un projet dont l’objectif n’est pas récent dans

l’équipe : le développement d’alternatives à l’ELF-97 présentant une émission décalée

vers le rouge ou le proche infrarouge. Ainsi, la synthèse de nouveaux fluorophores,

leurs caractérisations physico-chimiques et des tests d’incorporation dans des disposi-

tifs répondeurs ont notamment été réalisés. Plusieurs candidats se sont révélés à fort

potentiel pour leur émission fortement décalée vers le rouge ou leur haute insolubilité.

Ils pourraient permettre à terme l’adaptation de la technologie à une utilisation in vivo,

but ultime de la technologie dans le cadre de l’imagerie moléculaire.
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Abstract

This doctoral thesis deals with the design and evaluation of fluorogenic probes for

the detection of enzymatic activities in biological contexts of interest.

The development of stable fluorogenic probes incorporating ELF-97 is one of the

research themes actively pursued by our team. The successful development of pepti-

dases and glycosidases probes have opened many perspectives. A first chapter will be

dedicated to the diversification of these probes, firstly by the variation of substrates for

the detection of new glycosidases, then by the development of an innovative spacer in

the context of cell senescence. In particular, a probe for the detection of β-galactosidase

in acidic medium has been synthesized and tested.

In parallel, work has focused on a new generation of probes targeting an enzyme

family with strong scientific and societal interest : β-lactamases. The synthesis and the

preliminary biological evaluation of a first model probe demonstrated the effectiveness

of this new molecular architecture. This probe subsequently led to the development of

first imaging results as part of an active collaboration with a Japanese research team.

Finally, a last part will be devoted to a project whose objective is not recent in

the team : the development of alternatives to the ELF-97 presenting a shifted emission

towards the red or the near infrared. For this purpose, the synthesis of new fluorophores,

their physicochemical characterizations and incorporation tests in responding devices

have been carried out. Several candidates have proved to have high potential for two

main reasons : strongly red-shifted emission or high insolubility. They could eventually

allow the adaptation of the technology to an in vivo use, the ultimate goal of the

technology in the context of molecular imaging.
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Introduction

1 L’imagerie au service de la médecine

1.1 Progrès du domaine médical — la médecine personnalisée

La recherche moderne dans le domaine médical est aujourd’hui portée par plusieurs

axes innovants, comme l’utilisation des cellules souches pour la mise au point des

nouveaux types de traitements ou encore le développement de méthodes novatrices de

diagnostic et d’élaboration de protocoles de soins via la médecine personnalisée. [1–3]

Cette dernière prône l’adaptation aussi parfaite que possible du traitement au patient

ayant une maladie, notamment dans le cas des cancers. [4] De nombreux facteurs sont

en effet à considérer dans une telle démarche : chaque personne peut répondre d’une

manière différente à un certain traitement en fonction de nombreux paramètres, qu’ils

soient génétiques (sexe, prédispositions, immunités, etc.) ou environnementaux (âge,

qualité de vie, etc.). Une même maladie peut également avoir plusieurs variantes avec

des caractéristiques particulières et dont les traitements optimaux seront différents.

Afin de pouvoir déterminer le meilleur moyen de soigner un patient, ou en d’autres

termes le bon traitement, pour le bon patient, au bon moment, plusieurs pré-requis

sont nécessaires. Tout d’abord, l’utilisation de plus en plus présente de bases de données

répertoriant les différentes origines génomiques des maladies (pharmacogénomique), re-

liées aux performances des différents médicaments inoculés dans chacun de ces cas. [5–7]

Néanmoins, une compréhension profonde des mécanismes biologiques mis en jeu par la

pathologie semble rester indispensable pour pouvoir proposer une solution efficace. De

plus, la détermination des caractéristiques biologiques du patient par différents tests et

analyses permet d’anticiper l’efficacité du futur traitement. Enfin, la détection, aussi

précoce que possible, de la nature exacte de la maladie est un avantage certain pour la
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mise en place des soins adaptés.

L’imagerie médicale, et plus précisément l’imagerie moléculaire, apparaît alors en

tant qu’outil indispensable pour le développement de méthodes de traitement toujours

plus efficaces. [8,9] En effet, la nature moléculaire des caractéristiques biologiques du

patient et de sa pathologie font de l’imagerie moléculaire une méthode de choix pour

leurs déterminations. On peut, de plus, évoquer la possibilité de suivre l’efficacité du

traitement pour continuer son adaptation après le début des soins.

1.2 De l’imagerie à l’imagerie moléculaire

L’imagerie moléculaire permet la caractérisation et la quantification, au niveau cel-

lulaire et sub-cellulaire et donc moléculaires, des processus biologiques en préservant

l’intégrité des organismes. [10,11] Son essor au début des années 90 parmi les techniques

actuelles de diagnostique et de traitements [12], mais également en tant qu’outil pour la

recherche en Science, est le fruit de décennies de progrès dans les larges domaines de

l’imagerie médicale [13,14] et de la biologie moléculaire.

Historiquement, il était connu depuis la fin des années 40 que des molécules injectées

dans un animal pouvaient avoir une répartition bien particulière. Ce constat fut notam-

ment fait avec l’utilisation d’anticorps radiomarqués dont la mesure de la radioactivité,

dans différents prélèvements, a permis de connaitre la biodistribution de ceux-ci. [15] Il

ne s’agit alors pas encore d’imagerie moléculaire (un échantillonnage reste nécessaire),

mais cet outil fut primordial dans les années 70 avec le développement de la médecine

nucléaire (voir section 1.3.2, p. 9). L’injection d’agent de contraste à base d’atomes

lourds radioactifs permettait l’observation de certaines structures anatomiques mais

des techniques de marquages plus spécifiques, voire moléculaires, étaient alors désirées.

Un des premiers exemples concrets d’imagerie moléculaire remonte à 1974 où la

première observation in vivo (hamster) d’anticorps radiomarqués, spécifiques d’un type

de tumeur humaine, fut réalisée par "photoscan", prémices de la méthode SPECT. [16]

Dans les années 80, les méthodes s’améliorent avec le renfort de la biologie moléculaire.

On peut citer l’utilisation du couple biotine/steptavidine pour augmenter l’affinité entre

agent de marquage et anticorps. [17] Il est alors possible de réaliser le radiomarquage dans

un deuxième temps, après une première injection des anticorps spécifiques, ces derniers

ayant l’inconvénient d’être trop lentement éliminés du système sanguin entrainant alors
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2D ou 3D de la zone étudiée. [30] Les avantages sont alors multiples, on peut citer no-

tamment un gain important en résolution (la visualisation de milieux ayant des densités

très proches est alors possible), mais également l’absence de la superposition d’images

de structures situées en dehors de la zone d’intérêt. La reconstruction 3D permet une

bien meilleure visualisation de la zone d’étude, une représentation en couches succes-

sives selon divers axes est aussi un moyen courant de présentation (on retrouve ainsi

l’étymologie du mot tomographie, du grec tomós : "coupure", donnant "représentation

en coupe"). Il faut tout de même souligner l’exposition à de plus grandes quantités de

radiations qu’une simple radiographie, son utilisation doit donc être justifiée par un

réel besoin d’information que cette dernière ne pourrait pas fournir.

(a) (b)

Figure 4 – Illustration (a) d’une radiographie et (b) d’un scanner.

La tomodensitométrie consiste davantage en une méthode de traitement des images

appliquée à l’imagerie aux rayons X, qu’une nouvelle modalité d’imagerie. La descrip-

tion théorique derrière cette reconstruction remonte par ailleurs à 1917 mais l’absence

de machines de calcul suffisamment puissantes n’a permis sa réelle application qu’au-

tour de 1970. La mise au point de cette technique a, par ailleurs, valu un prix Nobel à

Godfrey Newbold Hounsfield et Allan MacLeod Cormack (prix Nobel de Physiologie ou

Médecine 1979). Historiquement, la tomodensitométrie est liée à l’imagerie par rayons

X, mais d’autres modalités d’imagerie ont également utilisé de telles méthodes pour

améliorer la qualité de leurs images ("méthodes tomographiques"), telles l’imagerie nu-

cléaire ou encore l’Imagerie par Résonance Magnétique (IRM), qui seront présentées

par la suite (sections 1.3.2, p. 9 et 1.3.3, p. 13).

Pour ces deux premières modalités, il est possible d’obtenir une certaine information

spatiale à l’aide d’injection d’un produit de contraste présentant une très forte absorp-

tion des rayons X. Mais aucun ne présente un ciblage moléculairement actif, il n’est

8
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en d’autres termes pas possible de réaliser de l’imagerie moléculaire avec ces dernières.

Néanmoins, elles sont couramment utilisées de nos jours en parallèle d’autres modalités

d’imagerie moléculaire pour la facilité d’obtention de structures anatomiques, fournis-

sant ainsi un "fond de carte" de l’organisme étudié, qui viendra alors être complété par

une autre modalité avec des informations plus localisées.

1.3.2 Médecine nucléaire : scintigraphie, PET, SPECT

Si le point de départ des méthodes radiographiques est la découverte des rayons X,

celui de la médecine nucléaire, et des méthodes d’imagerie liées, serait la découverte des

phénomènes de radioactivité. [31] On peut notamment citer la découverte de la radioac-

tivité naturelle par Becquerel en 1896 [32], la découverte de deux éléments naturellement

radioactifs (le polonium et le radium) par Pierre et Marie Curie en 1898 [33], celle de

la nature des rayonnements radioactifs par Rutherford et Soddy en 1902 [34], et enfin

celle de la transmutation d’éléments induits par bombardement de particules α, éga-

lement par Rutherford en 1919. [35] Cette possible transmutation fut plus tard prouvée

d’un point de vue chimique par Frédéric et Irène Joliot-Curie avec leur découverte de

la radioactivité artificielle avec la production des premiers radioisotopes, le 30P et le
13N. [36]

Mais le domaine de la médecine nucléaire est intimement lié à la notion de (ra-

dio)traceurs, molécule injectée dans le corps, possédant, ou non, une sélectivité mo-

léculaire (on parle alors de radioligand dans le premier cas), mais toujours radioacti-

vement marquée par l’incorporation d’un élément radioactif dans sa structure. Cette

notion fut mise au point par George de Hevezy (souvent considéré comme le père de

la médecine nucléaire) dès 1913, avec la première observation de la répartition d’un

isotope de plomb dans une plante. [37] Freinée tout d’abord par la toxicité de tels radio-

traceurs, la découverte d’Irène et Frédéric Joliot-Curie relança le développement de la

méthode. Il est alors possible de "créer" de la radioactivité dans des éléments couram-

ment utilisés par le Vivant et non plus des métaux lourds, toxiques. La désintégration

des ces éléments radioactifs s’accompagne le plus souvent d’une émission de rayons γ

(on parle dans ce cas de radioactivité γ). Ces rayons de très haute énergie et donc très

pénétrants, peuvent ainsi être détectés à l’extérieur de l’organisme étudié. [38]

Les premières imageries appliquées apparaissent avec les progrès des méthodes de

détection. Ces dernières sont similaires à celles des méthodes radiographiques dans un
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de pouvoir localiser le signal dans l’organisme. L’association la plus fréquente est le

couplage entre PET et tomodensitométrie, examen couramment appelé PET-CT scan.

Figure 7 – Comparaison des trois principales modalités d’imagerie nucléaire appliquées à la

détection de métastases chez un même patient avec (1) et (2) : vue postérieure et antérieure

par scintigraphie planaire des os (99mTc), (3) : équivalent en imagerie par SPECT (99mTc)

et (4) : équivalent en imagerie PET au 18F. [48] On remarquera le gain en détails par passage

d’une méthode à la suivante.

La construction d’agents ciblants utilisant l’imagerie nucléaire comme moyen de

détection est basée sur des molécules à deux principales composantes : une partie ci-

blante amenant la reconnaissance moléculaire et une partie signalante portant le noyau

radioactif. Lorsque ce noyau est un métal (cuivre, gallium, technétium, etc.) la partie

signalante peut être constituée par un centre chélatant, pouvant alors venir complexer

le métal radioactif fraichement préparé. Toutefois, pour les autres noyaux, une liaison

covalente doit être instaurée avec le reste de la molécule. C’est par exemple le cas pour

un des radiotraceurs les plus utilisés pour l’imagerie PET : le (18F)-fluorodésoxyglucose,

ou Fluorodeoxyglucose (FDG). Ce radiotraceur est une réussite pour plusieurs raisons :

il s’accumule activement dans les cellules fortement consommatrices en glucoses, no-

tamment les cellules tumorales, il est piégé une fois internalisé dans la cellule par une

rapide phosphorylation enzymatique, et ne peut pas non plus réagir par absence de

groupement hydroxy en position 2. Le FDG a été utilisé pour l’étude des processus

biologiques impliquant le glucose [49] et pour des analyses oncologiques. [50] Pour l’ima-

gerie SPECT, le [123I]-FP-CIT est un exemple d’agent ciblant, visant les transporteurs

à dopamine pour l’imagerie de neurorécepteurs, notamment dans le cas de la maladie

de Parkinson. [51]
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NF
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FDG [123I]-FB-CIT

Figure 8 – Exemples de radiotraceurs employés par l’imagerie nucléaire, (a) FDG pour la

PET et (b) [123I]-FP-CIT pour la SPECT.

Dans le contexte de la médecine personnalisée, ces modalités sont très importantes

car elles constituent un moyen relativement simple et efficace pour suivre l’évolution

spatiale d’un médicament dans le temps, en utilisant une version radiomarquée de ce

dernier. Certains traitements utilisent par ailleurs la radioactivité comme "principe

actif", on peut ainsi examiner la répartition dans le corps du médicament en cours de

mise au point pour vérifier son devenir une fois administré (pharmacocinétique) puis

augmenter la proportion en molécules radiomarquées (et donc la radioactivité fournie)

afin de passer au traitement en lui-même : on parle alors de radiothérapie ciblée. [52]

1.3.3 Imagerie par résonance magnétique nucléaire

Une des méthodes d’imagerie les plus connue et développée aujourd’hui est l’IRM. [53]

Cette modalité d’imagerie ne se base plus sur de la détection de rayonnements, comme

les précédentes, mais sur le magnétisme des molécules d’eau. L’IRM repose en effet

sur le principe de la RMN, utilisée par exemple en chimie organique pour l’analyse de

structures molécules, et décrite pour la première fois par Felix Bloch et Edward Mills

Purcell en 1946. Ce n’est qu’au début des années 70, inspiré par les travaux en tomo-

densitométrie, que Paul Lauterbur réalise la première imagerie grâce à la RMN qu’il

nomme alors zeugmatographie [54], appliquée rapidement in vivo (souris) en 1974 [55]

puis sur tissu humain en 1975 par Peter Mansfield. [56] Les progrès conceptuels et tech-

nologiques s’enchainent ensuite rapidement et les premières machines cliniques rentrent

sur le marché au tout début des années 80. En 2003, le Prix Nobel de Physiologie ou

Médecine est attribué à Peter Mansfield et Paul Lauterbur pour "leurs découvertes

concernant l’imagerie par résonance magnétique".

La méthode repose donc sur le principe de la RMN : les spins atomiques des atomes

contenus dans un échantillon peuvent s’aligner sous l’effet d’un champ magnétique

puissant. L’application de champs magnétiques oscillants, plus faibles et également

appelés "radiofréquences" vont modifier temporairement l’orientation de ces spins. Une
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fois le pulse de radiofréquences terminé, les spins vont alors retourner dans leur position

d’origine (phénomène de relaxation), alignés sur le champs magnétique principal, par

un mouvement en spirale aussi nommé précession. La vitesse de cette relaxation dépend

de l’environnement électronique de l’atome concerné. Lors de l’acquisition d’un spectre

RMN, on ne peut regarder qu’un seul type de noyau à la fois (fréquence caractéristique

pour chaque noyau). En analyse chimique on regarde par exemple les environnements

chimiques des hydrogènes et des carbones (ou fluor, phosphore, etc.) pour remonter à

la structure moléculaire étudiée. L’IRM analyse, elle, la relaxation des hydrogènes des

molécules d’eau présentes dans le milieu étudié. En effet, selon leur environnement,

les molécules d’eau présentes dans un organisme auront des fréquences de précession

différentes (graisse ou milieu aqueux, cellules cancéreuse ou non, etc.). L’application

de gradients de radiofréquences permet alors de remonter à une information spatiale

puis à la reconstruction de l’image.

(a) (b)

Figure 9 – Illustration d’imagerie IRM du crâne avec (a) image en coupe verticale et (b)

image en coupe horizontale.

L’observation de structures anatomiques avec une haute résolution est donc pos-

sible de manière complètement non-invasive, expliquant la popularisation rapide de

la méthode et son utilisation dans tous les hôpitaux encore aujourd’hui. Néanmoins,

pour distinguer plusieurs tissus aux propriétés très proches ou encore ceux ne conte-

nant que très peu de molécules d’eau, il est parfois nécessaire d’utiliser des molécules

venant augmenter le signal, on parle alors d’agents de contraste. Souvent basés sur des

complexes de métaux, notamment de gadolinium (pour son haut spin nucléaire : 7
2
) [57]

mais aussi de manganèse [58], voire de fer [59], la proximité des molécules d’eau de leur

sphère de coordination accélère fortement leur temps de relaxation et donc augmente le

signal sur le lieu de présence de l’agent de contraste. Si ce dernier est conçu pour avoir

en plus une sélectivité moléculaire pour un certain biomarqueur, ou une affinité pour
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un certain type de tissus, il est alors possible de réaliser de l’imagerie moléculaire in

vivo par IRM. [60] Le principal inconvénient restant la faible sensibilité de la méthode,

nécessitant l’injection de quantités non-négligeables d’agent de contraste, et donc des

possibles problèmes de toxicité liés.

Toutefois, de nombreux composés sont disponibles commercialement comme agents

de contraste (non ciblants). Il est alors possible d’observer plus facilement les zones

fortement irriguées en sang, c’est le cas du très connu Dotarem®. Il existe donc, de

plus, des agents ciblants qui présentent (comme pour les traceurs SPECT/PET) une

zone ciblante et une zone signalante, on peut par exemple citer le composé 1, ciblant les

récepteurs à progestérone, utilisé notamment pour l’étude des cancers du sein. L’autre

principale thématique de recherche de notre équipe est la conception de sondes dites

magnétogènes pour lesquelles le signal IRM n’est généré qu’en présence de l’enzyme

(ou de l’analyte) cible. Le ciblage est dans ce cas plus importants car "actif", la réac-

tivité d’une enzyme est nécessaire pour développer du signal, détectable ensuite par

IRM. [61,62]
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Figure 10 – Exemples d’agents (T1) utilisés en IRM et d’un chélate de gadolinium appliqué

à l’imagerie moléculaire (ciblage des récepteurs à progestérone, notamment impliqués dans

les cancers du sein). [63]

1.3.4 Autres modalités d’imagerie

Échographie Les ondes sonores, bien que beaucoup moins énergétiques que les rayons

X ou γ, peuvent également traverser les tissus vivants, qui présentent alors différentes

perméabilités. La méthode de création d’image utilise des pulses d’ultrasons en sources

sonores. Ces ondes sont alors réfléchies différemment selon les couches atteintes, l’ap-

pareil mesure alors ces échos et une image est ensuite créée en utilisant le délai de
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L’imagerie photo-acoustique est donc un domaine actif de recherche en imagerie

moléculaire, néanmoins les applications visées (in vivo) sont fortement affectées par

la forte absorbance de la lumière par les milieux biologiques. Il en est de même pour

l’imagerie optique, mais cette dernière a l’avantage de l’ancienneté et des nombreuses

applications autres qu’in vivo où l’imagerie photo-acoustique ne prétend pas concur-

rencer (microscopie cellulaire, cytométrie, etc.).

1.4 L’imagerie optique et comparaison

La dernière modalité d’imagerie couramment utilisée et qui fait l’étude de cette

thèse est l’imagerie dite optique. [68] Elle est basée sur l’observation des rayons élec-

tromagnétiques faisant partie de la gamme des Rayonnements Ultraviolets (UV) (λ ∈

10–400 nm), du visible (λ ∈ 400–700 nm) et du proche infrarouge (λ ∈ 700–2000 nm).

Les prémices de cette modalité sont très anciens si l’on considère la microscopie clas-

sique, ou même l’examen visuel comme faisant partie de l’imagerie optique. Dans ces

deux cas, on observe en effet des photons dans la gamme du visible en provenance de

l’échantillon étudié.

L’inspection de structure anatomique par observation de la diffusion de la lumière à

travers l’organisme a notamment été une des prémices de l’imagerie optique. Appelée

imagerie optique diffuse, cette méthode a vu le jour en 1831 avec une expérience de

Richard Bright, qui observa le crâne d’un patient atteint d’hydroencéphalie par illumi-

nation avec une bougie. Plus tard, en 1929, Max Cutler observa le sein d’une patiente

à l’aide d’une puissante source lumineuse. [69] Les vaisseaux sanguins apparaissent net-

tement grâce aux fortes absorptions de l’hémoglobine et des cytochromes (Figure 12).

Malgré certains avantages (peu coûteuse, totalement non toxique), cette méthode fut

peu à peu abandonnée à partir des années 1950 avec l’apparition des méthodes de

luminescence.

L’imagerie optique consiste donc plus formellement en l’observation de photons is-

sus d’un milieu biologique et produits par luminescence, c’est-à-dire par désexcitation

radiative d’un composé, initialement amené à un état excité par différentes sources

possibles. Cette source peut être par exemple une réaction chimique, on parle alors

de chimioluminescence, si la réaction est enzymatique (comme c’est souvent le cas in

vivo, on parle de bioluminescence). La source peut également être photonique, le com-
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L’imagerie optique est donc l’observation de fluorescence ou de chimio/bio luminescence

dans l’organisme d’étude. Certains composants présents dans les tissus vivants pré-

sentent par ailleurs des propriétés de fluorescence, on parle alors d’auto-fluorescence.

On peut notamment citer les acides aminés aromatiques (surtout le tryptophane), les

flavines, les pigments lipidiques ou bien le NADPH. [78] Ce type d’émission peut être

directement utilisé pour visualiser certains processus par observation des modifications

de répartitions de ces fluorophores naturellement présents, les zones à forte teneur

protéiques telles le collagène et l’élastine s’y prêtent d’ailleurs particulièrement. [79] En

revanche, lors de l’étude de luminophores non-endogènes, cette auto-fluorescence peut

venir gêner l’observation, c’est donc un phénomène à considérer lors d’une étude par

imagerie optique. [80]

Plusieurs solutions s’offrent alors pour amener ou créer cette luminescence artifi-

cielle. La synthèse des premiers fluorophores remonte à la fin du 19e siècle (synthèse de

la fluorescéine par Adolph von Baeyer en 1871) mais leur utilisation en microscopie par

fluorescence ne débute qu’autour du milieu de 20e siècle. De nombreux fluorophores ont

par la suite été développés pour diverses propriétés de luminescence (longueur d’onde

d’émission, intensité du signal, ...) ou de localisation dans l’organisme (seulement dans

le système sanguin, ou dans certains compartiments sub-cellulaires comme les noyaux

ou les mitochondries par exemple). [81,82]

Figure 14 – Tableau comparatif de différents fluorophores usuels. [81]
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Par la suite, la découverte de la protéine verte fluorescente, ou Green Fluorescent

Protein (GFP), extraite d’une espèce de méduse appelée Aequorea Victoria et étudiée

par Osamu Shimomur [83,84], a énormément accéléré les études faites par fluorescence.

En effet, la simplicité de création du signal luminescent par l’encodage génétique des

protéines fluorescentes dérivées de la GFP permet la production du fluorophore di-

rectement par la machinerie cellulaire de l’organisme ou des cellules étudiées. [20,85]

On s’évite ainsi les étapes de synthèses chimiques et les problèmes éventuels d’admi-

nistration. Par la suite, de nombreux variants ont été développés par ingénierie gé-

nétique. [86,87] Les mêmes solutions se développent également en utilisant la chimio- et

bio-luminescence, grâce à des chimioluminophores artificiels (comme les 1,2-dioxétanes)

ou naturels (couple luciferine/luciferase). [88,89]

(a) (b)

Figure 15 – (a) : Structure de la GFP avec le tonneau bêta protégeant le fluorophore en son

centre, et (b) photo du spécimen de méduse Aequorea Victoria dont est issue la GFP.

L’émission lumineuse ainsi obtenue peut alors être observée par différents appareils,

généralement toujours basés sur le principe de la microscopie, auquel peuvent venir se

greffer différents lasers, filtres et autres composants optiques venant affiner l’observa-

tion. Les principaux avantages de ces méthodes sont l’absence de toxicité des rayons

lumineux (contrairement aux rayons X ou γ), un coût d’utilisation assez réduit, une

bonne sensibilité (intermédiaire entre l’IRM peu sensible et les méthodes nucléaires

très sensibles), et une haute résolution du signal (notamment avec les méthodes d’ima-

gerie super-résolution qui ont fait l’objet du prix Nobel de Chimie 2014). La possibilité

d’observer au même moment plusieurs signaux différents (expérience en multiplexing)

est un autre avantage notable. [90]

En revanche, le principal frein au développement de ces techniques pour des ap-

plications cliniques est la mauvaise pénétration des rayons lumineux à travers des
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tissus biologiques. En effet, plusieurs raisons peuvent expliquer cette observation. Tout

d’abord, de nombreux composés, colorés, absorbent les rayonnements lumineux dans

le visible, diminuant ainsi très rapidement l’intensité d’un signal devant traverser un

nombre important de couches de tissus. [91] Ensuite, le corps est loin d’être un milieu

homogène, le passage des rayons lumineux d’un milieu d’une certaine densité à un

autre génère des phénomènes de réflexion et de diffraction entraînant une diffusion du

signal. [92] Cette dernière est d’ailleurs la limitation principale, notamment lorsqu’on se

place dans une gamme de longueurs d’onde moins absorbée par les tissus (voir section

III.1.1, p. 146). [91]

C’est cette modalité d’imagerie optique appliquée à l’imagerie moléculaire qui consti-

tue la thématique de recherche globale de cette thèse. Plus précisément de nouveaux

outils d’imagerie moléculaire par fluorescence ont été développés dans un même but :

la détection d’activités enzymatiques, qui font l’objet de la prochaine section.
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2 Les enzymes – pourquoi et comment les détecter

2.1 Des outils indispensables

Avant de présenter l’intérêt et les outils pour détecter des enzymes, ou leurs acti-

vités, il convient tout d’abord de revenir sur le principe d’enzyme. Les enzymes sont

des protéines, des macromolécules polymères d’acides aminés, possédant une activité

catalytique. En effet, une grande partie des réactions biochimiques sont catalysées par

des enzymes, ou leurs équivalents acides nucléiques : les ribozymes. [93] Tel un catalyseur

utilisé classiquement en synthèse chimique, les enzymes accélèrent des réactions chi-

miques en abaissant des barrières d’activation, elles sont également régénérées après la

réaction : propriété caractéristique des catalyseurs. [94] Les différents types de réactions

qu’elles peuvent accélérer sont assez variées et regroupées par familles. On retrouve

par exemple la famille des oxydoréductases, catalysant comme leur nom l’indique des

réactions d’oxydo-réduction, ou encore les hydrolases catalysant des hydrolyses, les

transferases des réactions de transfert d’un groupement d’une molécule vers une autre

(un phosphate par exemple) et plus récemment : la famille des translocases. [95,96]

Figure 16 – Illustration d’une enzyme et réaction liée (Crédit : Thomas Shafee, sans modi-

fication, sous licence CC BY 4.0).

Les enzymes sont donc des outils chimiques ultra-polyvalents par la variété d’acti-

vités qu’elles proposent, mais qui possèdent parallèlement une relativement forte sé-

lectivité. Chacune possède en effet un ou des substrats bien particulier(s), et n’est

en général capable de réaliser qu’une seule transformation. Cette propriété de sélecti-

vité est amenée par la complexité structurale de telles molécules. Les enzymes sont de

longues chaines d’acides aminés (ou résidus) dont le repliement dans l’espace consti-
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tuant sa structure dite tertiaire entraîne une grande affinité pour son ou ses substrat(s,)

notamment au lieu où se produit la réaction enzymatique qu’on nomme communément

le site actif ou bien la poche enzymatique. [97] La véritable réaction chimique est ainsi

réalisée par un tout petit nombre d’acides aminés (entre 2 et 4 généralement) compo-

sant le site catalytique, à comparer aux quelques dizaines voire centaines de résidus

composant les enzymes (de 62 par exemple pour la 4-oxalocrotonate tautomérase [98] à

plus de 2000 pour l’acide gras synthase [99]).

On comprend dès lors l’intérêt d’étudier ces outils indispensables au Vivant. Les

mécanismes de catalyse sont très complexes et dépendent de beaucoup de facteurs,

physiques ou chimiques. La température par exemple accélère les réactions enzyma-

tiques jusqu’à un certain point où la dénaturation, voire la dégradation de l’enzyme

affecte sa structure spatiale et donc ses fonctions catalytiques. Certaines enzymes fonc-

tionnent mieux en milieu acide, ou basique ; d’autres nécessitent la présence d’une autre

molécule ou atome métallique, non substrat, pour voir apparaître leur fonction cata-

lytique, notamment par modification structurale de la protéine. De plus, la nature des

substrats est très variable et peut aller de toutes petites molécules tels le dioxygène, le

dioxyde de carbone ou les sucres, à de très grosses macromolécules comme les protéines

ou les acides nucléiques (acide désoxyribonucléique, ou Deoxyribonucleic Acid (ADN),

acide ribonucléique, ou Ribonucleic Acid (ARN)).

Les enzymes se retrouvent donc un peu partout, dans les organismes vivants no-

tamment où leurs rôles sont variés. Les processus de lecture de l’information génétique,

communs à toutes les espèces vivantes, sont assurés par des enzymes. La digestion

des aliments n’est pas seulement mécanique, mais également enzymatique, notamment

pour les formes de vie ne disposant pas de réels systèmes digestifs. Des enzymes sont

donc capables de couper les grosses macromolécules couramment trouvées dans la nour-

riture. Les peptidases (ou protéases) sont ainsi capables de dégrader les protéines en

acides aminés assimilables. Certaines glycosidases vont pouvoir dégrader les polysac-

charides tels l’amidon ou la cellulose en sucre plus élémentaires (glucose dans les deux

cas). [100,101] Une fois ces briques élémentaires rendues disponibles, de nombreuses en-

zymes vont alors transformer ces molécules en produits d’intérêts pour l’organisme. Ces

voies métaboliques où chaque produit est le substrat d’une nouvelle enzyme consti-

tuent un sujet d’étude permanent en biologie, afin d’étendre la compréhension des

mécanismes cellulaires. [102]
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rapporteurs utilisent également souvent les enzymes en tant que produits observables.

Un gène rapporteur est un fragment d’ADN exogène (non présent dans l’organisme

étudié), et dont le produit (une protéine) peut être identifié par différentes méthodes.

Lorsque ce gène rapporteur est fusionné à un autre gène, l’observation de l’expres-

sion du premier permet d’étudier celle du deuxième. [117] La fluorescence est souvent

utilisée en tant que méthode d’observation par l’utilisation de protéines fluorescentes

(voir 1.4, p. 17 ou grâce à des enzymes : le gène rapporteur code alors pour une en-

zyme dont l’activité est repérable au moyen de sondes fluorescentes (fluorogènes) ou

chromogènes. [118,119]

Cette méthode est aussi utilisée pour le contrôle de transfections/transformations

(introduction de matériel génétique dans une cellule), l’ajout d’un gène rapporteur

dans le vecteur d’ADN permet ensuite de confirmer l’incorporation du vecteur par la

présence du produit du gène rapporteur. C’est la méthode classiquement utilisée pour

la transformation de bactéries sur boîtes de Pétri, par l’observation d’une couleur bleue

sur les colonies transformées. Cette couleur étant le résultat de la transformation d’une

sonde chromogène (le X-gal) en précipité coloré, convertie par la β-gal, produit du

gène rapporteur lac Z, initialement ajouté dans le vecteur à insérer (Figure 19). [120]

Plus récemment, la méthode est également employée pour l’imagerie d’organismes vi-

vants tels la souris ou l’Homme [121], par différentes méthodes de détection allant de la

fluorescence à l’imagerie nucléaire. [122]
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Figure 19 – Illustration (a) : du mécanisme de détection de la β-gal par le X-gal, et (b) :

de l’identification de souche exprimant la β-gal (colonies bleues) ou non (colonies blanches)

(Crédit : Stefan Walkowski, sans modification, sous licence CC BY 4.0).
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Le dernier intérêt actuel des enzymes, et économiquement le plus important, est

l’utilisation de ces dernières dans de nombreux secteurs industriels. Dans l’alimentaire

par exemple, pour augmenter les goûts grâce à des protéases ou lipases, à réduire les

intolérances en détruisant le lactose notamment (lactase) ou certaines protéines aller-

gènes (protéases). En tant que détergent, les enzymes permettent de supprimer de nom-

breuses classes de molécules comme les protéines, l’amidon ou encore les lipides. Mais de

nombreuses autres applications pourraient être citées telles la production de biocarbu-

rants par valorisation de la biomasse (cellulase, amylase, xylanase) [123], la maturation

de bières (acetolactate decarboxylase) [124], le blanchiment de textiles (laccase) ou à

l’inverse, l’arrêt de blanchissement (catalase), ou encore comme agent anti-microbien

(peroxydase). [125] Un dernier secteur notable est celui de la synthèse organique qui uti-

lise parfois des enzymes pour réaliser certaines transformations avec des gains en terme

de chimiosélectivité ou énantiosélectivité, en profitant de l’aspect catalytique et parfois

à coûts modérés comparé à l’achat de catalyseurs organométalliques onéreux. [126,127]

Pour ces nombreux points, les enzymes constituent un sujet d’études dans des do-

maines très variés. Il est donc nécessaire d’avoir à sa disposition des méthodes efficaces

d’analyse et détection. Un balayage de ces différentes méthodes sera présenté par la

suite.

2.2 Détecter la présence d’une enzyme

Détecter l’activité d’une enzyme est généralement plus intéressant que de détecter

seulement la présence d’une enzyme. [128] Néanmoins, la détection et la localisation de

protéines est souvent plus simple à mettre en œuvre et à maîtriser que la quantification

voire la localisation de l’activité d’une enzyme. Des méthodes existent depuis longtemps

pour obtenir de telles informations spatiales.

La plus évidente, et peut-être la plus courante, est la méthode du western-blot. [129,130]

L’échantillon contenant (éventuellement) la protéine d’intérêt subit tout d’abord une

dénaturation (perte de la structure tertiaire et quaternaire des protéines), souvent par

traitement au dodécylsulfate de sodium, ou Sodium Dodecylsulfate (SDS). Le résultat,

un mélange de protéines linéarisées avec des charges négatives proportionnelles à leur

charge, est alors déposé sur un gel de polyacrylamide. Une migration des protéines

selon leur charge globale (donc indirectement selon leur taille) est réalisée grâce à
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Cependant, la répartition spatiale d’une enzyme dans le milieu étudié est égale-

ment un paramètre important qui ne peut être étudié avec cette méthode de western

blot, celle-ci étant perdue très tôt dans le protocole. La cartographie d’enzymes dans

leur contexte biologique est ainsi un autre défi expérimental. Heureusement, plusieurs

méthodes existent afin d’obtenir ce genre d’informations. Parmi celles-ci, deux sont

couramment utilisées : l’immunomarquage et l’utilisation de Tags. L’immunomarquage

— littéralement l’utilisation d’anticorps (immuno-) pour le marquage — correspond

schématiquement à l’étape de révélation d’un western blot, appliquée directement dans

le contexte biologique d’étude. Le western blot étant en pratique une application d’imu-

nomarquage parmi d’autres. La méthode dosage d’immunoabsorption par enzyme liée,

ou Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) [137,138] et autres (micro-)puces à

protéines (protein arrays) [139] par exemple, n’utilisent pas de gel pour séparer les diffé-

rentes protéines mais plutôt un support solide (le fond d’un puits) recouvert d’anticorps

de capture venant immobiliser la protéine d’intérêt. La détection se fait alors par les

mêmes méthodes que le western-blot à l’aide d’un ou deux autres anticorps. [140] Néan-

moins, l’information spatiale est ici encore impossible à obtenir.

Pour repérer une enzyme au sein de son contexte biologique grâce à l’immunomar-

quage, on parle plus couramment d’immunohistochimie, correspondant alors à l’im-

munomarquage de tissus biologiques au moyen d’anticorps spécifiques. Des coupes de

tissus (histo-) sont alors "fixées" : l’ajout de composés chimiques (le formaldehyde

notamment) permet la conservation des tissus par immobilisation des biomolécules

présentes dans ces derniers, interrompant ainsi tous les processus biologiques en cours

avec un minimum de perturbation du système. [141] Ensuite, comme pour un western-

blot, un anticorps spécifique de la protéine/enzyme d’intérêt est ajouté et détecté dans

un second temps avec les mêmes méthodes de détection. [142,143] L’ensemble des mé-

thodes d’immunomarquage utilisant la fluorescence comme moyen de détection consti-

tuent l’immunofluorescence. Bien qu’extrêmement maîtrisées grâce à leur ancienneté,

ces méthodes ont tout de même quelques défauts comme le fait de devoir étudier des

tissus fixés, donc non-vivants, rendant alors très difficile l’analyse de phénomènes dy-

namiques. La spécificité des différents anticorps employés est également un problème

récurrent et entraîne la possibilité de faux-positifs.

Afin de localiser la présence d’enzyme dans un contexte plus restreint qu’une coupe

de tissus parfois complexe à analyser, l’immunocytochimie se différencie de l’immuno-

histochimie par la nature du système étudié en se restreignant à l’immunomarquage de
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HALO-tag (motif chloroalkyle) [154] ou PYP-tag (motif thioester de l’acide cinnami-

que.) [155] Des systèmes fluorogéniques ont également été développés avec l’utilisation

de fluorophores seulement émissifs dans l’environnement particulier de la poche en-

zymatique (apolaire, restriction de rotation des liaisons) ou encore avec l’utilisation

d’extincteur (quencher) de fluorescence relargué lors du couplage entre tag et fluoro-

phore. [156–158] Une liaison non-covalente peut également être envisagée afin d’obtenir un

marquage rapide et réversible, et donc très modulable grâce au FAST-tag récemment

développé. [159,160] D’autres méthodes, telle l’utilisation d’acide aminés non naturels, ou

encore la ligation assistée par ligand peuvent également être envisagées. [161]

Détecter la présence d’une enzyme, donc d’une protéine, peut parfois revenir à

détecter l’expression du gène codant pour cette dernière. Une telle expression est ca-

ractérisée par la présence de l’ARN messager (ARNm) correspondant, produit à partir

du gène codant pour la protéine d’intérêt. Une méthode très similaire au western blot

existe pour la détection d’ARN, nommé northern blot, son principe est le même : dé-

naturation, électrophorèse sur gel, transfert sur membrane pour analyse. Au-delà de la

nature des molécules analysées, les différences concernent la méthode de dénaturation

(formaldéhyde), la nature du gel (agarose) et les méthodes de détection après transfert.

En effet, ici l’outil de détection est non plus un anticorps mais un fragment d’ARN

ou ADN complémentaire de l’ARNm étudié. Ce dernier est en revanche couplé aux

mêmes méthodes que le western blot pour sa détection (fluorophore, fragment radio-

actif, enzyme). [162,163] Il existe de plus une méthode de northern blot spécifique aux

ARNm, discriminant ces ARN des autres grâce à leur séquence terminale particulière

constituée d’un enchainement d’arginine (queue polyA) [164], ou d’autres méthodes sans

informations spatiales de type amplification en chaîne par polymérase, ou Polymerase

Chain Reaction (PCR). [165,166] Comme pour les protéines, l’immunomarquage possède

également un équivalent avec la méthode d’hybridation in situ : une séquence ADN ou

ARN complémentaire de l’ARNm étudié est marquée (par un fluorophore par exemple)

ou possède un moyen de détection indirect (une enzyme notamment). [167] Après recon-

naissance et association, la détection permet alors de localiser l’ARNm correspondant

avec les mêmes avantages et inconvénients de l’immunomarquage. [168]

De nombreuses méthodes sont donc possibles pour détecter la présence d’une en-

zyme, ou lorsque cela suffit : l’expression de son gène. Cependant, comme discuté

précédemment dans la section 2.1 p. 23, la présence d’une enzyme est à différencier de

son activité : les formes inactivées, l’activation uniquement dans certaines localisations
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ou la nécessité de multimères sont plusieurs exemples de cas où distribution spatiale et

activité ne sont pas corrélées. [169,170] De plus, certaines méthodes de marquage, notam-

ment celles nécessitant une modification de l’enzyme étudiée (ajout de tags), peuvent

fausser plus ou moins drastiquement la répartition spatiale de cette dernière [171], voire

entraîner une perte ou une diminution/augmentation de son activité. [172] Il y a donc un

besoin de méthodes de détection d’activités enzymatiques, dans la mesure du possible

sans altération de ces activités par la mesure, ce qui constituera le sujet de la prochaine

section. [173,174]

2.3 Détecter l’activité d’une enzyme

Plusieurs modalités d’imagerie prétendent pouvoir détecter et donc imager cer-

taines activités enzymatiques. [175,176] On peut par exemple citer l’imagerie PET et

SPECT [177], l’imagerie IRM [178–180] ou encore l’imagerie photo-acoustique. [181,182] Tou-

tefois, l’imagerie optique, notamment par fluorescence, est la modalité la plus utilisée

à cette fin et celle qui possède le plus de méthodes et applications. Faisant l’objet

d’étude de cette thèse, seule cette dernière sera étudiée par la suite. Détecter une acti-

vité enzymatique revient à détecter une réaction chimique bien particulière. Il faut ainsi

trouver une solution technique pour relier cette transformation chimique à une réponse

macroscopique détectable, une émission de fluorescence (ou luminescence) dans notre

cas.

Pour ce faire, plusieurs stratégies ont été développées et possèdent au moins deux

parties communes à savoir :

— une unité substrat qui sera reconnue par le site catalytique et sera réactif de la

réaction enzymatique ;

— une unité dite signalante (luminescente dans notre cas), plus ou moins masquée,

qui servira à émettre le signal après réaction enzymatique.

L’idée est alors de profiter de la réaction enzymatique venant modifier/cliver la

partie substrat pour transformer le signal émis. La détection de cette modification

de signal permettant alors de localiser l’activité recherchée. Cette modification peut

être de différentes natures : le signal peut (entre autres) être amplifié ou atténué.

La deuxième situation est probablement moins intéressante. En effet, si l’enzyme à

détecter n’est présente qu’en faible quantité, il sera assez dur de localiser une faible

diminution de signal qui ne contrastera que très peu par rapport au fort bruit de
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fond. [183] En revanche, une faible fluorescence sur un bruit de fond relativement faible

sera plus aisément détectable grâce au contraste plus important. Dans un cas limite, le

système est même totalement binaire, passant d’un état totalement éteint, à émissif en

présence de l’activité recherchée (off-ON system), on parle alors de sondes fluorogènes

(ou fluorogéniques). [184]

Un autre mode de détection consiste à repérer une modification de signal, non pas

d’un point de vue intensité lumineuse mais selon un autre paramètre, le plus souvent

la longueur d’onde : celle-ci doit donc varier suite à la réaction enzymatique. [185] Cette

réaction fait passer le système émissif d’une forme à une autre, ayant une longueur

d’onde différente. La situation est alors légèrement plus complexe qu’avec une sonde

fluorogène, l’entièreté des sondes n’est jamais convertie instantanément et la plupart

du temps, une superposition des deux émissions des deux formes est obtenue. Pour

remonter à l’activité enzymatique, il convient alors de mesurer l’intensité relative des

deux émissions, leur ratio permettant de déterminer la quantité de sonde ayant réagi.

Ce mode de détection est dit ratiométrique et sera présenté avant les sondes fluorogènes.

2.3.1 Sondes ratiométriques

Décrit pour la première fois par l’équipe de Roger Tsien (dont on doit aussi les

travaux sur les protéines fluorescentes, voir 1.4) p. 17, cette méthode nécessite un

changement de longueur d’onde d’émission suite à la détection désirée. [186] La majo-

rité des sondes développées sur ce principe sont faites pour repérer des anions et ca-

tions [187], beaucoup moins pour la détection de biomolécules comme des enzymes. [188]

Lorsqu’une activité enzymatique est ciblée, le mécanisme de changement de longueur

d’onde utilise souvent une même stratégie : le transfert d’énergie entre molécules fluo-

rescentes ou transfert d’énergie par résonance de type Förster, ou Förster Resonance

Energy Transfer (FRET). [189,190] Initialement découvert et étudié par Theodor Förster

dans les années 40 [191], il est utilisé à des fins d’imagerie plus tard à partir des années

80/90. [192,193] Un système FRET est composé de deux fluorophores : un donneur et

un accepteur. Si la distance entre eux est assez courte (en général : moins de 10 nm)

et qu’un recouvrement spectral est suffisant entre émission du donneur et excitation

de l’accepteur, un transfert d’énergie non-radiatif du donneur vers l’accepteur peut se

produire après excitation du premier. L’accepteur est alors dans un état excité et sa

désexcitation conduit alors à une possible émission de photons. [194,195]
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de Stokes permet ainsi de supprimer une grande partie de cette autofluorescence par

applications de filtres adéquats. [190]

Des sondes basées sur la modulation de l’émission par ESIPT ont commencé à être

développées au début des années 90. [218,219] L’idée est simple : en fonctionnalisant le

phénol (ou l’unité donneuse de liaison hydrogène), on supprime la possibilité d’ESIPT

et on masque la fluorescence. Si de plus, l’unité fixée sur le phénol est un substrat

d’une réaction enzymatique, on obtient alors une sonde fluorogène pour cette activité.

D’autres mécanismes de sondes utilisent le retrait de groupements par un analyte non-

enzymatique (telle une déprotection de phénol en synthèse organique) ou encore la

complexation de métaux avec ce même phénol modifiant alors l’émission et permettant

de détecter la présence du métal en question. [214,220] L’avantage d’utiliser le mécanisme

d’ESIPT est l’extinction quasi, voire totale, de la fluorescence et donc une absence de

signal parasite permettant un rapport signal sur bruit et donc une résolution optimale.
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Figure 27 – Exemples de structures de sondes fluorogènes utilisant un mécanisme ESIPT

(détection de la phosphatase [218], de fluorures [221] ou de thiols [222]).

D’autres méthodes d’extinction de fluorescence existent mais sont moins répandues,

on peut citer la formation d’excimères ou exciplexes (exciton coupling), ou l’auto-

extinction lorsqu’une forte concentration locale d’un fluorophore atténue ou éteint son

émission (self-quenching). [205] Néanmoins, un problème subsiste parmi la plupart des

sondes décrites précédemment, à savoir la diffusion du signal une fois créé par la réaction

enzymatique. En effet, la majorité des fluorophores restent solubles une fois relargués,

ils sont alors plus ou moins libres de diffuser au sein des tissus biologiques dans lesquels

ils sont relâchés. Une telle diffusion entraîne une évidente baisse de résolution du signal

observable, si ce n’est une contamination des milieux avoisinants, compromettant alors

l’efficacité de la détection. Heureusement, des méthodes existent pour limiter cette

diffusion, comme nous le verrons dans la prochaine section.
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3.1 La diffusion du signal – un handicap pour la résolution

La problématique de la diffusion du signal est issue d’une certaine ambiguïté de la

situation : pour être efficace le système rapporteur doit pouvoir diffuser librement dans

tous les tissus afin d’atteindre sa cible et donc de pouvoir la détecter. En revanche, le

signal qu’il produit lors de cette détection, ou plutôt la molécule formée ou relarguée

doit, elle, rester le plus proche possible du lieu de détection, sous peine de ne pouvoir

marquer précisément le processus ciblé. [105] Ce constat n’est pas récent et de nombreuses

stratégies ont été développées pour empêcher cette diffusion, notamment au travers des

membranes cellulaires.

3.1.1 Solutions rudimentaires

Des solutions assez simples dans leurs approches existent, elles possèdent toutefois

certaines contraintes comme nous allons le voir. Une première solution est d’utiliser un

concept partagé à l’hystochimie : la fixation des tissus/cellules étudiés. Comme décrit

dans la section 2.2, p. 28, des méthodes de "fixation" sont couramment utilisées en

biologie moléculaire et cellulaire, en immobilisant toutes les biomolécules dans l’échan-

tillon. Ainsi, on empêche, dans une certaine mesure, la diffusion des petites molécules

tel un fluorophore relargué par une sonde enzymatique. Néanmoins, cette diffusion est

toujours possible et certains protocoles laissent également la possibilité d’une diffusion

de certaines protéines [223], voire d’une altération des structures biologiques, enlevant

ainsi tout l’intérêt de l’imagerie. [224,225]

Une approche utilise le refroidissement du milieu pour freiner cette diffusion. Appli-

quée à la détection de β-gal par un dérivé galactosylé de la fluoresceine, la Fluorescein

Di(β-d-Galactopyranoside) (FDG), la sonde est introduite dans les cellules rapidement

à 37 °C, puis la température est vite abaissée à 4 °C, limitant fortement la diffusion

du fluorophore. [226] Bien que relativement efficace dans ce cas, cette méthode n’est

clairement pas généralisable : l’activité enzymatique est ici très importante (cellules

transfectées par le gène lacZ générant ainsi une forte surexpression de l’enzyme) et

l’activité réduite par la faible température n’empêche pas la génération du signal, ce

qui pourrait être le cas dans beaucoup d’autres applications. De plus, la diffusion est
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accrue pour une localisation sub-cellulaire. Un exemple classique, et de plus en plus

utilisé, est de greffer un groupement morpholine : le composé qui en résulte présente

dans ce cas une forte accumulation dans les lysosomes. [228] Cette accumulation permet

de retenir le fluorophore dans l’organelle et donc dans la cellule. Une autre stratégie

similaire est de jouer sur la charge du fluorophore, éventuellement modifiée après la ré-

action enzymatique. C’est le principe utilisé par certaines sondes basées sur des motifs

rhodols (fluorophore hybride entre rhodamine et fluorescéine), qui sont connus pour

s’accumuler activement dans le cytoplasme. [229,230] L’apparition d’une charge négative

après réaction enzymatique peut également empêcher la diffusion à travers les mem-

branes par répulsion électrostatique avec cette dernière. Toutefois, comme d’autres

méthodes précédemment étudiées, la rétention n’est jamais totale, des lavages sont

souvent nécessaires (limitation pour l’in vivo) et un bruit de fond reste présent.

3.1.2 Création de liaisons covalentes

Plusieurs mécanismes utilisent la création de liaisons covalentes comme outil pour la

rétention d’un signal (fluorescent). Le but est ici d’accrocher le fluorophore dans la cel-

lule, empêchant ainsi toute possible diffusion. Le mode de fixation, et par conséquence

son lieu, varient selon ces méthodes.

La première famille de sondes, appelée quenched Activity-Based Probes (qAPB),

permet de venir fixer un fluorophore directement dans le site catalytique de l’enzyme,

lorsque cette dernière est active. On marque ainsi directement "l’activité" de l’enzyme

cible. Ces sondes sont, de plus, activables : non émissives avant réaction avec l’en-

zyme cible, la fluorescence n’apparaît qu’à la fixation du fluorophore sur l’enzyme. Il

faut donc générer un site réactif après coupure enzymatique avec lequel un nucléo-

phile du site catalytique (généralement une serine ou une cystéine) va pouvoir réagir

pour créer la liaison covalente. L’unité classique principalement utilisée dans ce but est

l’Acyloxymethyl Ketone (AOMK). [231] Si cette méthode a prouvé son efficacité pour la

détection de plusieurs familles d’enzyme [232], elle présente toutefois des désavantages.

Le principe même de la méthode, est basé sur l’alkylation du site catalytique, inactivant

ce dernier. On perd ainsi l’amplification enzymatique et il faut donc une grosse quantité

d’enzyme pour permettre une détection du signal. De plus, l’inactivation d’une enzyme

(si elle n’est pas introduite artificiellement) peut présenter une importante toxicité si

cette dernière joue un rôle primordial dans le système étudié.
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Figure 30 – Mécanismes de génération des quinones méthides, par l’utilisation d’espaceurs

PABA ou par la présence d’unités fluorométhyles.

3.1.3 Précipitation

Le dernière méthode abordée est également celle qui a été utilisée dans ces travaux

de thèse, il s’agit de la rétention par précipitation. On joue ici sur un changement

d’état physique de l’espèce signalante pour la retenir au niveau du système marqué.

Initialement, la sonde est soluble et peut diffuser librement au sein des tissus et mem-

branes, conditions nécessaires à un marquage efficace. Après réaction avec l’enzyme,

un fluorophore est relargué et sa concentration locale augmente rapidement du fait

de l’amplification catalytique. Lorsque cette dernière atteint le seuil de précipitation

(idéalement après un court délai), le fluorophore commence à précipiter. À l’état so-

lide, il n’est alors plus possible pour lui de diffuser librement, notamment au travers

des membranes. Le signal est ainsi retenu sur place sans pour autant altérer les sites

catalytiques, l’amplification enzymatique est ainsi maintenue. De plus, aucune autre

biomolécule n’est chimiquement modifiée, une relative faible toxicité est de ce fait à

attendre, surtout à comparer aux systèmes de type qAPB vu précédemment.

Cette méthode n’est pas récente : dans les années 40 des substrats chromogéniques

précipitants ont été développés, notamment les composés dérivés de colorant de type

indigo dont le X-gal évoqué précédemment (Figure 19b). [238,239] Ces composés, loin

d’être désuets, sont quotidiennement utilisés en laboratoire de biologie pour le contrôle

de transformations/transfections ou les analyses immunochimiques. [120] Des méthodes

analogues mais fluorogéniques ont également vu le jour dans les années 50-60. [240] Tou-

tefois, ces dernières ont peu évolué jusqu’aux années 90 et sont restées peu utilisées du

fait de leur complexité expérimentale. En effet, elles nécessitent un mélange de plusieurs

composés, celui relargué par la réaction enzymatique n’est pas directement précipitant
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molécules qui doivent posséder, en plus des classiques substrat et fluorophore, des grou-

pements solubilisants. La fluorescence est également rarement totalement éteinte par

fonctionnalisation des fluorophores, le caractère fluorogénique n’est donc pas total, et

la résolution de ce fait pas optimale.

Les fluorophores de type HPQ ont en revanche l’avantage de présenter à la fois

une forte émission fluorescente à l’état solide mais également un phénomène d’ESIPT

permettant (entre autres) une extinction totale de fluorescence lorsque ces derniers sont

incorporés dans une sonde. Nous verrons plus en détails dans la section suivante leurs

propriétés, notamment spectrales, ainsi que les sondes déjà développées sur leurs bases

(principalement dans l’équipe) avec l’aide d’espaceurs auto-effondrables innovants.

3.2 L’ELF-97, un champion à dompter

3.2.1 Molecular Probes – les origines

Ces composés HPQ ont été développés par les équipes de recherche de Molecular

Probes (rachetée plus tard par Life Technologies puis par ThermoFischer). Initiale-

ment, le projet intitulé Enzyme-Labeled Fluorescence (ELF) consistait au développe-

ment de sondes fluorogènes, précipitantes, pour la détection d’activités enzymatiques

notamment dans le cadre de l’immunomarquage (pour la révélation des Western Blots

et tests ELISA par exemple, voir section 2.3, p. 34). Le premier objectif était ainsi

l’identification de nouveaux fluorophores aux propriétés spectrales requises pour ces

applications. Parmi les nombreuses cibles moléculaires testées, certaines sont sorties

du lot et notamment une : la dichloro-HPQ ou plus formellement la (2-(5’-chloro-2-

hydroxyphényl)-6-chloro-4(3H )-quinazolinone, ou plus simplement ELF-97.

Ce fluorophore a été retenu pour de multiples raisons : il est tout d’abord assez for-

tement émissif, son rendement quantique est évalué entre 50 et 60 %, lui conférant ainsi

une forte brillance. [243,244] Son émission par un mécanisme ESIPT permet d’obtenir un

très fort déplacement de Stokes et donc des avantages qui en découlent (voir section

2.3.2, p. 37). Il possède ainsi un maximum d’excitation à λex = 360 nm et d’émission

à λem = 530 nm. [243] Développé dans ce but, il présente une très forte insolubilité

en milieu aqueux (et organique par ailleurs) qui peut s’expliquer par la présence des

deux atomes de chlore périphériques. L’analogue initial sans chlore possède, en effet,
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le montrent les nombreux exemples de sondes incorporant l’ELF-97 ou des dérivés

proches.

L’équipe de Molecular probes, dirigée par le Pr Haugland, a ainsi développé de nom-

breux exemples de sondes ELF-97 pour différentes familles d’hydrolases. Initialement,

l’enzyme visée était la phosphatase alkaline pour son utilisation répandue comme en-

zyme rapporteuse dans les méthodes d’immunomarquage (enzyme liée à l’anticorps

secondaire, voir section 2.2, p. 28). D’autres familles se sont, par la suite, ajoutées à la

liste des sondes disponibles commercialement comme notamment des glycosidases (glu-

curonidase, glucosidase) ou des esterases (lipases). La stratégie employée est alors la

plus simple : le substrat enzymatique correspondant (glycoside, phosphoryle, etc.) est

directement greffé sur le phénol de l’ELF-97 (Figure 33). Stratégie qui semblait efficace

comme le prouvent les nombreuses publications de l’équipe sur la technologie. [243–254]

Plusieurs sondes furent de plus commercialisées dont la plus célèbre : l’ELF-97 Phos-

phate, sonde pour la phosphatase alkaline qui a par la suite été utilisée pour de nom-

breuses applications comme l’imagerie sur bactéries [255,256], cellules mammifères [244,249],

mais également phytoplanctons [257–259] et poissons-zèbres (zebrafish) [253,260] ; on peut

aussi évidemment citer les techniques immunohistochimiques (comme les Western Blots

et tests ELISA) [261], ainsi que la cytométrie. [249,262] D’autres sondes ont également par

la suite vu le jour dans d’autres laboratoires, pour des activités enzymatiques telles que

la monoamine oxydase ou la β-lactamase. [263,264] Par tout ces exemples, on peut saisir la

grande versatilité de la technologie et les différentes illustrations ne font qu’appuyer les

prétentions de haute précision du marquage de ces différentes activités enzymatiques.
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Figure 33 – Exemples de sondes ELF-97 développées par Molecular Probes.

Il y a toutefois une ombre à ce tableau prometteur : parmi toutes les sondes commer-

cialisées, seule la sonde ELF-97 Phosphate a été maintenue, toutes les autres ont été

retirées à la vente sans explications particulières. Récemment, la sonde ELF-97 pour

β-gal a refait son apparition sur deux sites commerçants mais c’est le seul exemple.

Notre hypothèse est que ces sondes souffrent toutes d’un soucis d’instabilité due à une
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vulnérabilité accrue à l’hydrolyse spontanée : ces sondes présentent toutes un site élec-

trophile (carbonyle ou éther) avec un très bon groupe partant : l’ELF-97. Celui-ci est

en effet un phénol fortement électro-appauvri en raison notamment de l’effet inductif

attracteur des deux atomes de chlore, son pKa est ainsi fortement abaissé et sa nu-

cléofugacité exacerbée. Même le phosphate de la sonde ELF-97 Phosphate ne semble

pas tout à fait convenir : les kits sont vendus avec un filtre à utiliser juste avant in-

cubation, probablement pour éliminer les traces de fluorophores contaminantes, dues

à une partielle dégradation par hydrolyse. Afin de pouvoir profiter des performances

particulières de ce fluorophore, il a fallu trouver une solution chimique afin d’obtenir

des sondes stables et performantes.

3.2.2 Maîtriser l’instabilité – l’arrivée des espaceurs auto-effondrables

En 2008, l’équipe du Pr Hasserodt a commencé à s’intéresser à cette problématique

et s’est mise en quête d’alternatives aux sondes de Molecular Probes pour le dévelop-

pement de technologies marquant des activités enzymatiques. L’idée était alors plutôt

simple : changer la nature de la liaison reliant l’ELF-97 au reste de la sonde tout

en gardant un substrat clivable par réaction enzymatique. En d’autres termes, il faut

changer la chimie au niveau du fluorophore sans changer la chimie du substrat. Ce

problème ne peut être résolu qu’en ajoutant une nouvelle composante aux sondes exis-

tantes. Insérée entre substrat et fluorophore, ce lien peut être qualifié d’espaceur : on

éloigne les deux composantes en ajoutant un lien entre ces dernières. Cela a plusieurs

conséquences : la complexité des structures augmente forcément et un effort synthé-

tique supplémentaire est donc déjà à prévoir. Toutefois, en éloignant le substrat du

fluorophore, on améliore les chances d’une meilleure reconnaissance par l’enzyme (le

substrat étant alors moins encombré par la proximité immédiate du fluorophore, cela

dépend évidemment de l’espaceur utilisé mais en général la gêne stérique est réduite).

Le dernier point, probablement le plus important dans notre cas, est la possibilité de

changer la nature chimique des liens le reliant aux autres parties. Cela permet ainsi de

pouvoir varier la nature de la liaison avec ELF-97 et donc de potentiellement trouver

une alternative stable, mais permet également une plus grande variation de substrat :

l’hydrolyse par l’enzyme peut libérer autre chose qu’un phénol (= l’ELF-97). [265] De

nouvelles classes d’enzymes pourraient donc être ciblées tout en gardant une technolo-

gie relarguant l’ELF-97, c’est le cas des aminopeptidases notamment qui, après clivage

enzymatique, relarguent un acide carboxylique et une amine.
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Mais n’importe quel espaceur ne peut convenir pour conserver un mécanisme de

détection efficace. En effet, la présence de cette composante supplémentaire ne doit

pas empêcher la libération du fluorophore après clivage enzymatique. Cette réaction

libère ainsi la sonde privée son substrat, pour relarguer le fluorophore il faut alors que

l’espaceur s’élimine de lui-même : on parle dans ce cas d’espaceurs auto-effondrables

(self-immolative spacers). [266] Ce type de stratégies ont été développées initialement

pour la conception de pro-médicaments [267], pour les mêmes raisons de libération d’en-

combrement (les médicaments sont de grosses molécules, davantage même que les fluo-

rophores) [268] et d’établissement de liens plus stables. [269] Parmi ces espaceurs, on dis-

tingue souvent deux principales catégories : les espaceurs éliminants et les espaceurs

cyclisants. Les premiers fonctionnent à l’aide d’un transfert électronique induit par la li-

bération de l’espèce métastable (espaceur plus fluorophore ou médicament). L’exemple

le plus courant est l’utilisation d’une unité PABA plus ou moins substituée, la libération

du phénol (ou aniline) entraîne un déplacement de densité électronique vers la position

benzylique, générant la rupture de l’autre lien (éther, carbonate, carbamate ou urée)

(Figure 34). D’autres dérivées avec un système conjugué plus ou moins long existent

et la substitution du cycle aromatique permet également de finement ajuster les dif-

férentes propriétés de l’espaceur : stabilité, vitesse d’effondrement, toxicité de l’espèce

relâchée (quinone méthide dans le cas des dérivés de PABA). [237,266] On peut également

citer un cas d’espaceur éliminant non aromatique : l’unité acétoxyméthyle qui, après

libération de l’alcool par hydrolyse de l’ester (par exemple par action d’une estérase),

relâche spontanément une molécule de formaldéhyde pour finalement relarguer l’espèce

désirée (acide ou alcool) (Figure 34).

Les espaceurs cyclisants se basent quant à eux sur une cyclisation intramoléculaire

pour libérer l’espèce désirée. Une fois le déclencheur retiré, par exemple par réaction

enzymatique, un nucléophile (alcool ou amine) est alors relâché. Celui-ci constitue

la partie terminale de l’espaceur dont le reste est constitué d’une chaîne aliphatique

ou aromatique, classiquement à cinq ou six chainons pour les raisons d’entropie de

cyclisation favorable et plus ou moins préconfigurée (par ajout de groupement gem-

diméthyl ou de cycle). Deux exemples couramment employés illustrent ces espaceurs

le "triméthyl lock" avec un cycle aromatique et trois méthyles accélérant fortement la

cyclisation (Figure 34) [270], ou alors les espaceurs aliphatiques de type éthylènediamine

acylée, avec également plus ou moins de préorganisation (Figure 34). [265]

L’objectif initial choisi par l’équipe à l’époque était de développer une sonde ELF-97
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Figure 34 – Mécanisme d’auto-élimination des principaux espaceurs éliminants et cyclisants

(les substrats clivables ne sont pas toujours représentés par soucis de clarté, de nombreuses

variations sont possibles : O/N/S).

stable pour la détection de l’activité de la Leucine aminopeptidase (LAP) et ce, pour

plusieurs raisons. Tout d’abord, comme expliqué précédemment, la LAP fait partie

des aminopeptidases, famille d’enzymes qu’il n’était jusqu’alors pas possible de cibler

avec des sondes ELF-97. Cette enzyme est une exopeptidase, elle retire un résidu à

l’extrémité N-terminale d’un polypeptide, préférentiellement une leucine mais d’autres

résidus proches structurellement peuvent aussi être clivés (telles la valine, l’isoleucine

voire l’alanine). [271] Elle est, de plus, présente dans de nombreuses espèces de mammi-

fères, de plantes et de bactéries. [271–273] Ses rôles physiologiques sont ainsi très variés :

on connaît par exemple sa surexpression dans certains types de tumeurs [274], ou son im-

plication dans des mécanismes de résistance aux traitements anti-cancéreux [275], mais

également dans beaucoup d’autres contextes qui en font potentiellement une enzyme

intéressante à étudier. [271,273]

D’un point de vue structural, les précurseurs chimiques pour la synthèse de composés

incorporant une unité leucine sont facilement accessibles à faibles coûts (notamment

la Boc-L-leucine). Un avantage majeur est aussi le caractère salin que l’unité leucine

52









Introduction

la γ-glutamyltransferase (GGT). [283,284]

Une autre famille d’enzymes avait également été visée par Maxime Prost : les gly-

cosidases, avec comme enzyme modèle la β-gal. Mais dans ce dernier cas, seule une

sonde à double sélectivité β-gal plus LAP (14) s’est montrée efficace (Figure 38). [285]

La sonde β-gal seule (13) bien que stable en conditions aqueuses, montre une cinétique

d’apparition de fluorescence très lente, presque 24 heures étaient en effet nécessaires

pour atteindre le plateau de signal. [286]
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Figure 38 – Structures moléculaires de la première sonde pour β-gal (13) à l’hydrolyse très

lente, et d’une sonde à double sélectivité (14) plus rapide malgré la présence de deux couples

substrat-espaceur à la suite (galactose-PABA-leucine-espaceur cyclisant). [280,285]

3.2.3 Récentes avancées – sondes pour glycosidases

Plus récemment, une nouvelle version de sondes glycosidases est née, issue d’une

proposition structurale du Dr Maxime Prost et synthétisée pour la première fois par le

Dr Corentin Gondrand. [287] Le choix de l’activité β-gal en tant que preuve de concept

pour cette nouvelle génération était motivé par plusieurs raisons. Le gène lacZ codant

pour la β-gal est connu depuis longtemps et forme avec son produit enzymatique une

paire pour une utilisation en tant que gène rapporteur (pour la technologie de gène rap-

porteur, voir 2.1, p. 23). [288] Le X-gal, est utilisé de manière routinière pour la détection

d’activité β-gal avec l’avantage d’une rétention forte du signal par précipitation sur le

lieu d’activité enzymatique. [120] Une alternative présentant les mêmes propriétés de ré-

tention mais utilisant une émission fluorescente comme signal détectable est hautement

souhaitée pour les nouvelles applications qu’elle permettrait, notamment en cytométrie

de flux (tri cellulaire par fluorescence (en cytométrie en flux), ou Fluorescence-Activated

Cell Sorting (FACS)). De nombreuses sondes, utilisant souvent la fluorescence comme

méthode de détection ont été développées dans le but de détecter cette activité enzy-

matique. [199,235,289–292] De plus, la β-gal est associée à de nombreux contextes patholo-
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3.3 Objectifs de la thèse

Après les réussites des sondes LAP et β-gal les objectifs étaient alors nombreux. La

sonde β-gal était une preuve de concept pour la réalisation d’autres sondes ciblant des

enzymes de la famille des glycosidases. Dans une première partie seront ainsi présentées

les avancées sur cette famille de sondes, en termes de variations de substrats pour la

détection d’autres glycosidases, d’applications biologiques variées à l’aide de ces sondes

mais aussi les premiers résultats d’un projet d’optimisation de l’espaceur cyclisant dans

un contexte de sénescence cellulaire.

Dans un deuxième temps, je présenterai le développement et l’étude biologique

initiale d’une toute nouvelle classe de sondes visant une activité enzymatique inédite

dans l’équipe : les β-lactamases. L’intérêt pour ces enzymes est varié et peut aller de la

résistance bactérienne aux outils biochimiques d’analyse en biologie moléculaire. Ces

travaux ont notamment fait partie d’une collaboration active avec l’équipe japonaise

du Pr Kazuya Kikuchi à l’Université d’Osaka dans laquelle j’ai pu effectuer un stage

de recherche.

Enfin, la dernière partie sera consacrée aux progrès effectués sur une thématique de

recherche récurrente depuis plusieurs années dans l’équipe, à savoir le développement

d’analogues à l’ELF-97 possédant d’autres propriétés intéressantes, notamment spec-

trales. Une émission de fluorescence décalée dans le rouge ou le proche-infrarouge est

notamment recherchée et nécessaire en vue de possibles applications in vivo. Plusieurs

fluorophores issus de la littérature ainsi que de nouvelles structures seront présentés et

analysés.
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Développement de sondes à

activités glycosidases

Ce chapitre sera consacré à la suite de mes travaux de Master 2 effectués dans

l’équipe, à savoir la mise au point et le développement d’une série de sondes fluorogènes

ELF-97 pour la détection d’activités enzymatiques de type glycosidases. Ces travaux

seront regroupés en trois principales sections. Un premier temps sera ainsi consacré à

l’optimisation de la sonde β-gal déjà développée par l’équipe. La réalisation de sondes

pour la détection de nouvelles enzymes de la famille des glycosidases constituera une

seconde partie. Enfin, un projet plus exploratoire sera présenté sur la modification

de l’un des espaceurs de la sonde modèle β-gal, afin d’optimiser son fonctionnement,

notamment en milieu acide. Ce projet a pour cadre l’étude de la sénescence cellulaire,

qui sera introduite dans un premier temps.
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Chapitre I - Développement de sondes à activités glycosidases

I.1 Optimisation de la sonde β-gal

Les sondes LAP et β-gal développées par les docteurs Maxime Prost et Corentin

Gondrand ont démontré leur efficacité et la capacité de l’équipe à concilier la chi-

mie de l’ELF-97 à celle de la réactivité enzymatique de plusieurs classes d’enzymes.

Maxime Prost avait, après cette preuve de concept, développé intensivement la gamme

de sondes peptidases avec la réalisation de plusieurs exemples pour des enzymes variées

telles l’alanine aminopeptidase, la proline aminopeptidase, la β-alanine aminopeptidase

ou encore certaines endoprotéases possédant des substrats plus complexes de type oli-

gopeptides. Corentin Gondrand a, quant à lui, développé la première sonde β-gal stable

et présentant une cinétique d’effondrement très rapide. Des premières évaluations bio-

logiques, notamment de type cinétique in vitro, imagerie in cellulo ou FACS avaient

pu être réalisées. Un autre exemple de sonde glycosidase avait également été synthé-

tisé avec une sonde pour l’activité cellulase (17), dégradant la cellulose (par exemple

de déchets végétaux) en glucose, dans un projet d’optimisation de la production de

bioéthanol à partir de matières premières végétales.
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Figure 40 – Structures des sondes glycosidases déjà développées par l’équipe.

L’étude biologique primaire effectuée sur la sonde β-gal a été approfondie pendant

la période de cette thèse. Je présenterai dans un premier temps ces nouveaux résul-

tats biologiques, réalisés avec Damien Curton, alors Ingénieur d’études biologiste dans

l’équipe. Par soucis de clarté, un enchaînement des types de manipulations sera res-

pecté dans toute la suite du manuscrit : les résultats in vitro avec enzymes purifiées

seront présentés dans un premier temps. Si celles-ci sont concluantes, des expériences

in cellulo peuvent alors être envisagées, l’imagerie par fluorescence notamment et la

cytométrie en flux lorsque cela est possible. Pour cette sonde β-gal, ces trois types

d’expériences avaient déjà été conduites, des optimisations ont donc été effectuées. La
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I.1 Optimisation de la sonde β-gal

cas une stabilité jusqu’à 120 °C sur 20 minutes. Finalement, la forte spécificité du

système permet de considérer sereinement des applications sur cellules vivantes, où de

nombreuses molécules et donc enzymes se côtoient dans un environnement restreint.

I.1.2 Étude in cellulo

Plusieurs types d’expériences peuvent être conduites in cellulo. On peut ainsi varier

le type de cellules utilisées : bactériennes ou mammifères, mais également la nature de

ces dernières. De nombreuses bactéries peuvent être cultivées sur boîte ou en suspen-

sion, il en est de même pour les cellules mammifères avec l’utilisation de lignées modèles

assez variées. On peut notamment citer les cellules HeLa ou de Human Embryonic Kid-

ney (HEK). La lecture de la fluorescence obtenue (ou non) peut alors s’effectuer par

différentes modalités : microscopie par fluorescence et cytométrie en flux entres autres.

I.1.2.1 Étude sur bactéries

Plusieurs technologies existent déjà pour la détection d’activité β-gal sur bactéries,

on peut notamment citer le X-gal et la FDG. Déjà abordées précédemment (section

2.1 p. 23, 3.1.1 p. 41 et 3.1.3 p. 45) ces deux sondes souffrent chacune de défauts. Le

X-gal est chromogénique, et n’autorise qu’un contrôle visuel ou par mesure d’absor-

bance, limitant ainsi grandement les applications possibles. La FDG est, quant à elle,

fluorogène, mais le fluorophore relâché, la fluorescéine en l’occurrence, est hydrosoluble

et est connue pour pouvoir diffuser librement et rapidement en dehors des cellules et

à travers les cellules. [226,296] Nous nous sommes ainsi intéressés à comparer notre tech-

nologie de sonde fluorogène précipitante à ces références largement utilisées dans les

laboratoires de recherche.

Le premier test, peut-être le plus simple à mettre en œuvre, est l’incubation d’une

suspension bactérienne en présence de la sonde. Nous avons choisi de travailler avec

les bacteries E. coli, organisme-modèle pour ce genre d’étude, du fait notamment de

sa vitesse de reproduction (une division toutes les 20 minutes à 37 °C en milieu riche).

Deux lignées différentes seront utilisées : une positive (lacZ +) et une négative (lacZ

-) afin de constituer un contrôle négatif. Celles-ci ont été incubées en présence de deux

sondes, notre sonde β-gal (15) ainsi que la FDG commerciale (Figure 45).
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et uniquement au niveau des bactéries positives, mais celui-ci diffuse très rapidement

malgré le milieu solide. Après 24 heures, toute la zone positive est déjà marquée et après

48 heures le signal atteint même la zone des bactéries négatives. On comprend alors

aisément qu’il n’est pas possible d’utiliser une telle technologie pour la discrimination

de colonies positives et négatives : toute la zone étant fluorescente, comment savoir

de quelle(s) colonie(s) est issu le signal ? Une transformation bactérienne n’est jamais

quantitative, il est donc absolument nécessaire de pouvoir discriminer efficacement les

colonies marquées des non-marquées, or ce n’est pas possible ici. En revanche, le profil

est bien différent en utilisant la sonde 15 : dans ce cas, le signal est clairement localisé,

à 24 comme 48 heures, il est possible d’observer la fluorescence de colonies uniques.

Un léger halo est tout de même visible, mais n’est pas dû à une diffusion du signal

fluorescent, ni à une diffusion de l’enzyme (cette dernière étant intracellulaire) mais

plutôt au dispositif de prise d’image non adapté aux faibles intensités lumineuses : les

halos n’étant pas visibles à l’œil nu.

Ces premiers résultats en présence de bactéries sont très encourageants et ouvrent la

voie à d’autres expériences. La cytométrie en flux est adaptable à l’étude des bactéries

et apporterait une notion quantitative à l’étude. Une discrimination d’un mélange de

colonies positives et négatives serait également envisageable, notamment après trans-

formation et étalement sur boîte. Le X-gal est le substrat classiquement utilisé dans ce

cadre, mais le critère de fluorescence pourrait permettre une double caractérisation des

colonies d’une boîte. En utilisant un mélange de sonde chromogène (comme le com-

posé 15) et chromogène (comme le X-gal mais pour une autre activité enzymatique),

l’observation de la coloration puis de la fluorescence apporterait une classification plus

fine, pour un même délai d’incubation.

I.1.2.2 Microscopie de cultures cellulaires

La première application des sondes peptidases et glycosidases est toutefois l’imagerie

moléculaire d’activités enzymatiques dans des cellules mammifères. L’objectif au long

terme étant de pouvoir les appliquer à l’in vivo, et à l’Homme, il faut donc posséder

un système efficace au sein de cellules eucaryotes. Des expériences en microscopie par

fluorescence dans ce sens avaient été présentées par Corentin Gondrand dans son ma-

nuscrit de thèse. Une lignée cellulaire positive à la β-gal avait, à l’époque, été choisie :

les cellules C17.2. Ces dernières possèdent, en effet, une activité β-gal constitutive.
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I.1.2.3 Cytométrie en flux

Pour quantifier plus finement le marquage par fluorescence d’une population de cel-

lules, on profite des possibilités offertes par les méthodes modernes de cytométrie en

flux, notamment par FACS. Cette méthode consiste à analyser des paramètres phy-

siques individuels d’une large population de cellules : plusieurs dizaines de milliers de

cellules sont ainsi analysables en quelques minutes. Dans le cas du FACS, plusieurs

paramètres peuvent être obtenus pour chaque cellule. Pour ce faire, une suspension de

cellules est aspirée et acheminée grâce à un système fluidique jusqu’au détecteur devant

lequel les cellules passent majoritairement une par une. Un laser est notamment pré-

sent dans ce détecteur et la mesure de la diffraction dans le sens du faisceau incident,

ou Forward Scattering (FSC) et de la diffraction perpendiculaire au faisceau incident,

ou Side Scattering (SSC) permet d’obtenir respectivement la taille de la cellule et sa

granularité de surface. Ces deux informations donnent des indices sur la nature des

cellules et permettent d’exclure les débris cellulaires ou les cellules agrégés présentant,

en effet, des profils de taille et des irrégularités de surface facilement distinguables. La

fluorescence émise après excitation par le laser est également mesurée et permet de

comparer les intensités relatives à l’intérieur des différentes cellules. Plusieurs lasers

peuvent être utilisés sur une même cellule et plusieurs émissions fluorescentes mesurées

(jusqu’à 10 dans les plus grosses expériences). Dans ce genre d’études, il est primordial

d’éviter toute diffusion du signal, qui viendrait fausser la quantification par transfert

de fluorescence vers des cellules normalement non-marquées. [105]

Notre technologie mettant l’accent sur une totale rétention du signal à l’intérieur des

cellules prend ainsi toute son importance. L’objectif à terme étant d’arriver à détecter

un tout petit nombre de cellules (quelques unités), positives à une activité enzymatique,

dans une grande population de cellules négatives (plusieurs dizaines de milliers voire

plus) ; c’est en quelque sorte le problème de l’aiguille dans la botte de foin à l’échelle

cellulaire. Cette situation se retrouve par exemple lors d’une tentative de détection de

cellules cancéreuses (type métastase) sur un échantillon contenant alors une très grande

majorité de cellules saines. Pour atteindre cet objectif, deux critères sont nécessaires :

un marquage efficace, si ce n’est quantitatif (on ne veut pas "manquer" des cellules

positives), ainsi qu’une absence totale de marquage aspécifique, de dégradation ou de

diffusion du signal pour éviter tout faux positif. Corentin Gondrand avait déjà présenté

des résultats préliminaires en FACS, le marquage de cellules β-gal positives C17.2 a

pu être observé mais n’a jamais été quantitatif : 90 % des cellules étaient fluorescentes
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après 24 heures. De plus, tout comme en microscopie cellulaire, un véritable contrôle

négatif manquait : que ce soit avec les cellules HeLa ou HEK (toutes deux connues

pour être β-gal-négatives), un signal était toujours observé. Ce dernier est certes plus

faible qu’avec les cellules C17.2 mais il empêche tout de même la preuve de concept

d’une détection efficace.

Un nouveau duo de cellules a donc été choisi pour tenter d’améliorer d’une part les

taux de cellules marquées, et d’autre part, d’obtenir un véritable contrôle négatif, avec

des cellules qui ne présenteraient aucune fluorescence. Les cellules utilisées en routine

dans les laboratoires de culture cellulaire sont généralement des cellules cancéreuses.

Ces dernières ont, en effet, une certaine capacité à se diviser plus rapidement que les

cellules non-cancéreuses, ce qui constitue un avantage certain dans un but de multi-

plication rapide avant une expérience. Ces lignées sont ainsi dites "immortalisées" :

elles ne possèdent pas (plus) de mécanismes de régulation de la prolifération cellulaire

(comme la sénescence, étudiée par la suite section I.3, p. 92). Toutefois, ces cellules

cancéreuses présentent souvent des profils d’activités enzymatiques bien différents des

cellules classiques. Il n’est donc pas surprenant de retrouver une activité β-gal (même

faible) dans ces cellules : celle-ci étant connue pour être sur-exprimée dans certains

cancers, comme expliqué précédemment (section 3.2, p. 47). [293] Une nouvelle stratégie

a donc été choisie pour obtenir un contrôle négatif : l’utilisation d’une seule lignée cel-

lulaire pour laquelle on pourrait dans un cas sur-exprimer l’activité β-gal, et dans un

autre la masquer totalement. Pour cela, des cellules HeLa ont été soit transfectées avec

un vecteur contenant le gène lacZ, soit incubées en présence d’une importante quantité

de lactose, inhibiteur compétitif naturel de la β-gal.

Plus précisément, trois conditions différentes ont été testées : des cellules HeLa

transfectées avec un vecteur (pcDNA3.1) contenant le gène lacZ comme cellules posi-

tives, des cellules HeLa transfectées avec le même vecteur mais sans le gène lacZ ("vec-

teur vide") pour contrôler l’effet éventuel de la transfection, et enfin des cellules HeLa

transfectées avec ce vecteur vide et en présence de lactose, comme contrôle négatif.

De plus, le vecteur pcDNA3.1 contient un gène codant pour une protéine fluorescente

rouge : la mCherry, permettant de quantifier la transfection. En effet, il est nécessaire

de connaître le nombre de cellules transfectées, donc possédant l’activité β-gal, pour

déterminer précisément le pourcentage de cellules marquées. En rapportant le nombre

de cellules fluorescentes vertes sur le nombre de cellules fluorescentes rouges, on obtient

alors le taux exact de marquage.
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I.1.3 Variation de l’espaceur pour le greffage de groupements

ciblants

L’ajout de groupements ciblants sur une molécule, notamment sur une sonde, a

déjà été discuté comme stratégie de rétention du signal sur place (voir section 3.1.1,

p. 41). Le groupement ajouté est censé apporter une affinité particulière pour une

molécule (un récepteur, une protéine, etc.) ou une localisation (cytoplasme, organelle,

etc.) tout en ne modifiant pas (ou au minimum) l’activité de la sonde. L’équipe du Pr

Papot à l’Université de Poitier a développer cette stratégie pour la réalisation de pro-

médicaments, activés par des glycosidases (β-gal et β-gus notamment), et portant des

groupements latéraux modifiant les propriétés pharmacocinétiques de ces composés.

Ils ont, par exemple, créé un pro-médicament relargant un agent antinéoplasique :

la Monomethyl Auristatin E (MMAE), bloquant ainsi la division cellulaire des cellules

cancéreuses. [297] Mais pour éviter les risque de toxicité au cours d’une chimiothérapie,

il faut localiser au maximum son effet au sein des tumeurs. La MMAE ne possède, en

effet, pas de ciblage particulier, il interrompt la division de n’importe quelle cellule.

Pour apporter le ciblage, la stratégie a alors été de greffer un acide folique sur le pro-

médicament. Le récepteur à folate est un biomarqueur de surface cellulaire, surexprimé

dans plusieurs types de cancer, tels que les cancers du poumon, du sein, du cerveau,

du côlon, du rein, des ovaires et du sang. [298,299] En revanche, il est présent en quantité

faible ou indétectable dans la plupart des tissus normaux. Cette caractéristique par-

ticulière des cellules malignes a été exploitée à l’aide de conjugués folate-médicament

pour amener de puissants agents cytotoxiques au niveau des sites tumoraux. [300,301] La

meilleure illustration de ces vecteurs pharmaceutiques est probablement le conjugué

folate-désacétylvinblastine monohydrazine. [302]

Un autre exemple plus récent relargue la même molécule cytotoxique, cette fois-ci

par action de la β-gus. Le ciblage dans le corps humain est amené par un groupement

latéral de type maléimide, pouvant se coupler in vivo à l’albumine plasmatique. La

conjugaison prévient d’une rapide élimination rénale, et permet donc une longue ré-

tention dans le système sanguin. L’hypervascularisation des environnements tumoraux

provoque alors l’accumulation du pro-médicament dans ces dernières. [303]
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Le projet commun était alors de combiner les technologies des deux équipes afin

d’obtenir une sonde pour activité enzymatique, possédant les excellentes propriétés

de ciblages des pro-médicaments de l’équipe du Pr Papot, avec les performances —

notamment de rétention du signal — des sondes ELF-97. Dans un premier temps, la

sonde 20 a été considérée. Elle répondrait à une activité β-gal en relargant l’ELF-97,

tout en possédant un acide folique greffé au niveau du tandem d’espaceurs (Figure 52).
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Figure 52 – Structure moléculaire de la sonde 20, relargant l’ELF-97 en présence d’activité

β-gal et possédant un groupement acide folique pour le ciblage de cellules cancéreuses.

La synthèse du précurseur 25, utilisé précédemment pour les pro-médicaments,

avait été optimisée de leur côté. Elle s’effectue en trois étapes relativement efficaces

(57 % de rendement global), décrites dans la Figure 53 ci-dessous. Un échantillon

cet intermédiaire 25 nous a alors été fourni et constitue le point de départ de notre

synthèse.

La suite se compose des étapes classiques de synthèse de la sonde β-gal, décrite

dans la thèse de Corentin Gondrand [62] et dans le brevet associé. [287] Un couplage

avec l’espaceur mono-protégé 26 (dont la synthèse est présenté plus tard, voir section

I.2.2, p. 85) constitue la première étape, suivie de la déprotection du groupement

allyle en conditions douces avec présence de palladium catalytique. Le composé 28

obtenu est couplé au chloroformiate de l’ELF-97 pour obtenir la sonde protégée 29. Ce

chloroformiate est très instable et est préparé juste avant le couplage avec l’amine, sans

être isolé, les deux étapes (activation puis couplage) sont ainsi réalisées par synthèse

monotope (Figure 54).
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La déprotection n’est pas réalisée tout de suite car l’étape de couplage par chimie

"Click" doit tout d’abord être effectuée. Ce genre de réaction est relativement complexe,

il avait donc été décidé qu’elle soit tentée dans leur équipe, habituée aux protocoles

expérimentaux. Un échantillon d’un cinquantaine de milligrammes de la sonde 29 a

donc été envoyé à Poitiers pour être couplée à l’acide folique dans un premier temps.

La déprotection des acétates du galactose constituerait alors la dernière étape (Figure

55).
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Figure 55 – Voie de synthèse finale pour l’obtention de la sonde 20.

Malheureusement, aucun résultat ne nous est, pour l’instant, parvenu sur ces deux

étapes. Si ces dernières finissent par fonctionner, une purification par chromatographie

en phase liquide à haute performance, ou High Performance Liquid Chromatography

(HPLC) sera nécessaire pour obtenir la sonde 20 sous forme purifiée. Compte-tenu de

la taille d’un tel objet moléculaire, la caractérisation chimique s’effectuera probable-

ment par High Resolution Mass Spectrometry (HRMS) et LC-spectrométrie de masse,

ou Mass Spectrometry (MS), la RMN pouvant être relativement complexe à analyser

(plus de 60 carbones avec deux centres stéréogènes non contrôlés). Pour la caractérisa-

tion biologique, une cinétique in vitro avec la β-gal purifiée pourrait confirmer le bon

fonctionnement du système en présence de l’enzyme cible. L’étape déterminante sera

alors la réalisation d’imagerie par microscopie in cellulo, voire d’expérience en cytomé-

trie de flux, pour observer la possible apparition de signal fluorescent et sa localisation.

Il sera alors très intéressant de comparer plusieurs types cellulaires possédant, ou non,
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I.1 Optimisation de la sonde β-gal

des récepteurs à folate dans le but de confirmer le ciblage.

Ces différents résultats viennent compléter l’étude initiale présentée par Corentin

Gondrand dans sa thèse. L’étude approfondie de cette sonde modèle vient confirmer

les performances désirées pour les sondes développées par l’équipe. Les échecs des

premières générations de sondes ont placé la stabilité à l’hydrolyse comme paramètre

majeur à étudier lors du développement de nouvelles structures. Ici, cette stabilité

est excellente. Il est, en effet, très rare d’observer dans la littérature de telles études

sur plusieurs jours. Généralement, elles se cantonnent à une étude de stabilité sur le

temps minimal d’incubation. Il est pourtant nécessaire d’avoir une stabilité étendue

lorsque la détection devra être réalisée dans des conditions non-optimales, comme dans

le cas d’une activité très faible. La variation des contextes d’étude (bactéries, cellules

mammifères) montre également une certaine versatilité de la sonde β-gal, qui s’adapte

à différentes applications : microscopie et surtout FACS. Cette versatilité pourrait être

encore étendue en développant d’autres sondes possédant une variation au niveau de

l’unité substrat glycosidique.
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I.2 Nouvelles sondes pour glycosidases

Comme pour les peptidases, d’autres enzymes de la famille des glycosidases peuvent

être maintenant ciblées par la technologie de double espaceurs en tandem. Cela a

constitué un premier projet en début de thèse. D’autres personnes de l’équipe ont aussi

collaboré sur ces sondes, notamment deux stagiaires M2 placées sous ma responsabilité :

Léa Mélin et Alix Tordo. Certaines synthèses ou parties de synthèse sont le fruit de

leur travail, comme cela sera précisé par la suite.

I.2.1 Objectifs et nouvelles cibles

En plus de la β-gal, d’autres glycosidases présentent elles aussi un intérêt à pouvoir

être détectées voire imagées. En gardant la même structure de tandem d’espaceurs —

assurant stabilité et vitesse de détection — et l’ELF-97 pour ses propriétés de précipi-

tation et d’émission, il est possible de varier la nature du ou des sucre(s) constituant

la partie substrat. On obtient alors de nouveaux déclencheurs enzymatiques capables

de cibler d’autres activités avec, normalement, une forte spécificité. Pour cette étude,

deux candidats ont été choisis pour compléter les sondes β-gal et cellulase. Tout d’abord

la β-gus est une glycosidase aux propriétés relativement proches de la β-gal. Elle est

notamment utilisée comme la β-gal en tant que technologie de gène rapporteur en

association avec son gène encodant : GUS. [304] Il est en revanche majoritairement uti-

lisé pour la recherche en biologie des plantes alors que la β-gal l’est davantage pour

la recherche sur bactérie ou cellules mammifères. [305] Comme pour la β-gal, une dé-

ficience (génétique) en β-gus est associée à un syndrome pathologique : la maladie

de Sly (ou mucopolysaccharidose de type VII), entraînant de multiples malformations

morphologiques ainsi que des infections pulmonaires. [306] Son substrat naturel est un

β-d-glucuronide qu’elle clive pour libérer l’acide β-d-glucuronique, un dérivé proche du

glucose dont l’hydroxyle en position 6 est remplacé par un acide carboxylique (Figure

58). [307]

L’autre enzyme ciblée n’est pas unique. En effet, l’idée de cibler des α-glycosidases

est naturellement apparue après les premiers résultats positifs sur les sondes β-glycosidases.

Malheureusement la synthèse de telles sondes est rendue beaucoup plus complexe par

la nécessité d’une liaison α entre le sucre et le premier espaceur. La méthode habituel-

lement employée est une réaction de Koenigs–Knorr, β-stéréosélective par assistance
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I.2 Nouvelles sondes pour glycosidases

anchimérique de l’acétate alors en position 2 (Figure 56). [308] Il semble en revanche

bien plus compliqué d’obtenir la sélectivité inverse. Cette dernière a déjà été obtenue

mais nécessite dans ce cas une modification de l’acétate en position 2 avant couplage,

pour un ester (1S)-phényl-2- (phénylsulfanyl)éthylique. En utilisant un tel groupement,

l’intermédiaire oxonium formé est modifié et possède un ion sulfonium lié en β grâce

à la forte stabilisation de la conformation de type décaline qui est alors formée. L’at-

taque nucléophile subséquente crée alors une liaison glycosidique α (Figure 56). Un

changement inverse de groupement par traitement à l’éthérate de trifluorure de bore

(BF3OEt2) est alors possible pour retrouver l’acétate en position 2. [309]
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Figure 56 – Illustration de la stéréosélectivité des réactions de glycosylation par assistance

anchimérique.

Pour éviter une telle mise au point synthétique, nous avons opté pour une approche

plus directe. Des polysaccharides possèdent déjà naturellement une liaison glycosidique

α grâce aux nombreuses catalyses enzymatiques stéréosélectives. On peut notamment

citer l’un des plus abondants d’entre eux, l’amylose, un des deux principaux composants

de l’amidon. Celui-ci est un polymère linéaire d’α-d-glucose reliés par leurs positions 1

et 4, dont le nom officiel serait (α-d-glucopyranosyl(1→4)α-d-glucopyranoside)n. Dans

les processus de digestion, une enzyme — l’amylase — est capable de dégrader ce poly-

mère, libérant alors du maltose (dimère de glucoses reliés par une liaison α). Ce sucre,

également appelé maltobiose ou sucre de malt, est disponible commercialement sous

forme protégée et possédant un brome en position anomérique, éléments nécessaires

à la réaction de Koenigs–Knorr. On obtient ainsi directement une liaison glycosidique

α sans étape synthétique supplémentaire. Néanmoins un problème persiste : la liaison

formée par la réaction de Koenigs–Knorr sera classiquement en β. La détection d’une

activité amylase n’est donc pas vraiment pertinente avec une telle sonde : il manquerait

une activité β-glucosidase pour libérer le premier espaceur, puis le reste de la sonde et
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donc le fluorophore.

Notre stratégie est donc autre, nous avons voulu profiter des deux types de liaisons

glycosidiques, accessibles aisément par le schéma synthétique classique, pour tenter

d’observer une double sélectivité. Le substrat est ainsi composé d’un α-glucose, lié

à un β-glucose, lié au reste de la sonde. Pour obtenir une double sélectivité, il est

nécessaire de ne considérer uniquement les exoglycosidases qui, contrairement aux en-

doglycosidases, ne peuvent cliver un sucre qu’en position terminale. Ainsi, la liaison β

entre le deuxième sucre et le reste de la sonde ne peut être clivé qu’après élimination du

premier glucose par une (exo)α-glycosidase. La sonde a donc besoin de deux activités

enzymatiques différentes, et consécutives afin de retirer les deux glucoses formant le

substrat, retrait qui entraîne alors l’effondrement et le relargage du fluorophore et donc

la création du signal fluorescent.
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Figure 57 – Illustration de la double sélectivité espérée pour une sonde portant un β-

maltobiose.

Au-delà de l’aspect fondamental, on peut citer certains avantages à obtenir une

sélectivité multiple pour une sonde à activité enzymatique. Comme expliqué précé-

demment, un contexte pathologique est rarement associé à une seule modification du

profil enzymatique : ce sont beaucoup de niveaux d’activités qui sont modifiés. On peut

ainsi identifier plusieurs sur-expressions enzymatiques associées à une même maladie.

Une sonde unique détectant simultanément deux biomarqueurs enzymatiques constitue

alors une solution pratique et élégante. On peut également imaginer une application

comme contrôle de double transfections. Si l’on veut introduire deux plasmides dans

une même cellule ou bactérie, il faut ensuite pouvoir contrôler quelle cellule contient

effectivement ces deux vecteurs après transfection. En utilisant un gène rapporteur

différent sur chaque plasmide, une sonde à double sélectivités permettrait de marquer

seulement les cellules possèdant les deux enzymes produits des gènes rapporteurs, té-

moin d’une double transfection réussie.
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La structure de ces deux nouvelles sondes possédant une ou deux nouvelles unités

glycosides est donnée dans la Figure 58 ci-dessous.
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Figure 58 – Structure moléculaire des deux nouvelles sondes glycosidases, sonde 31 pour

β-gus et sonde 32 pour double sélectivité α/β.

Après avoir étudié leurs synthèses, des études préliminaires in vitro seront présentées

pour ces deux sondes.

I.2.2 Synthèse des nouvelles sondes glycosidases

Les molécules 31 et 32 ont été préparées selon le même schéma global de synthèse de

la β-gal, décrit dans la thèse de Corentin Gondrand [62] et dans le brevet associé. [287] La

synthèse démarrant d’ordinaire avec une version protégée du sucre de départ (acétates

sur les fonctions alcools) et activée par un halogène en position anomérique. Pour les

sondes β-gal (15) et double-sélectivités(32), de tels sucres sont disponibles commercia-

lement. En revanche, pour la sonde β-gus, il est d’abord nécessaire de synthétiser cet

intermédiaire. Cette synthèse s’effectue en deux étapes à partir de la glucuronolactone.

La première étape consiste à la cyclisation et l’acétalisation des alcools, tandis que la

deuxième réalise la substitution de l’alcool anomérique par un atome de brome afin

d’obtenir l’intermédiaire 35 désiré (Figure 59).
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Figure 59 – Synthèse de l’intermédiaire 35 précurseur de la sonde β-gus.

Deux intermédiaires sont communs à ces deux synthèses. Il s’agit tout d’abord de

l’ELF-97, synthétisé en une étape à l’aide d’un couplage hétérocyclique entre le 5-

chlorosalicylaldéhyde et le 5-chloroanthranilamide. Plus précisément, l’intermédiaire

commun est sa version "activée" au triphosgène afin de former le chloroformiate corres-

pondant.
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Figure 60 – Synthèse des intermédiaires ELF-97 et 26, communs aux synthèses des sondes

glycosidases.

Le second intermédiaire est l’espaceur cyclisant, dont l’amine secondaire est sé-

lectivement protégée par un groupement allyle (molécule 26). Une telle mesure est

rendue nécessaire par la réactivité obtenue en utilisant la 2-aminométhylpipéridine

non-protégée. Dans ce cas, une réaction préférentielle de l’amine secondaire vis-à-vis

de la primaire avait été observée, produisant in fine une liaison carbamate secondaire

avec l’ELF-97, liaison instable due à l’élimination possible par un mécanisme de type

E1cB. Une protection sélective de l’amine secondaire avait été développée par Corentin
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I.2 Nouvelles sondes pour glycosidases

Gondrand et passe par la protection initiale de l’amine primaire par l’anhydride phta-

lique, suivie de la protection de l’amine secondaire au bromure d’allyle et terminée par

la déprotection de l’amine primaire (NaBH4 puis HCl) pour aboutir à l’intermédiaire

26 (Figure 60). Une telle séquence est nécessaire pour discriminer les deux amines aux

réactivités très proches. Une méthode directe serait, en effet, difficilement chimiosélec-

tive, et les isomères formés présenteraient également des profils spectroscopiques trop

proches.

Le reste de la synthèse est identique pour les deux sondes et est présenté Figure

61. Le sucre protégé est couplé au 4-hydroxy-3-nitro-benzaldéhyde par une réaction de

Koenigs-Knorr (β-sélective). L’aldéhyde obtenu est réduit au NaBH4 puis activé par le

chloroformiate de 4-nitrophényle pour former le carbonate activé correspondant. Celui-

ci est couplé à l’espaceur pipéridine protégé 26, l’amine tertiaire obtenue est déprotégée

en conditions douces en présence de palladium puis est couplé au chloroformiate de

l’ELF-97 pour obtenir la sonde protégée (même schéma que la sonde "clickable" 29). La

déprotection des acétates s’effectue en condition basique, par l’action du méthanolate

de sodium.

Pour la sonde 31, une déprotection supplémentaire est nécessaire : celle de l’ester

méthylique de l’unité glucuronide, elle s’effectue par action de l’hydroxyde de lithium

en présence d’eau. Une purification finale par HPLC afin d’éliminer toutes traces éven-

tuelles d’ELF-97 résiduelles, condition impérative pour éviter la présence de fluores-

cence contaminante lors des mesures. Ces synthèses ont été principalement réalisées par

Léa Mélin pour la sonde β-gus et Alix Tordo pour la sonde double sélectivité durant

leur stage de M2 sous ma responsabilité. Alix Tordo continue actuellement sa thèse

dans l’équipe, notamment sur des thématiques de recherche proches du troisième cha-

pitre de cette thèse, c’est à dire la variation de la partie fluorophore des sondes (voir

Chapitre III). Une fois ces sondes obtenues et purifiées, l’étape logiquement suivante

est l’évaluation de leur comportement en présence d’enzymes cibles purifiées.
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L’évaluation de la sonde double-sélectivité dans un contexte de double transfection

est, elle, possible mais nécessite une mise en œuvre expérimentale assez complexe. Ef-

fectivement, pour contrôler l’efficacité de la sonde dans ce contexte, il faut posséder un

autre moyen de contrôle qui se soit déjà montré efficient. Or ici, de telles solutions sont

rares. On peut envisager utiliser deux protéines fluorescentes différentes pour chaque

plasmide à transfecter, mais le problème de recouvrement spectral de ces dernières avec

l’ELF-97 sera alors important. De par son large déplacement de Stokes et son émission

à l’état solide présentant de larges bandes en excitation comme en émission, l’ELF-97

couvre déjà une grosse proportion du spectre visible. L’application de cette nouvelle

sonde ne reste ainsi qu’une perspective future pour l’instant.
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I.3 Développement d’un nouvel espaceur pour l’étude

de la sénescence

Comme nous l’avons vu précédemment (section I.1, p. 62), le comportement des

sondes, notamment glycosidases, est largement influencé par le pH du milieu étudié.

Certains contextes d’étude nécessitent justement des pH non-ordinaires, c’est notam-

ment le cas de la sénescence cellulaire qui sera présentée dans un premier temps.

I.3.1 Contexte de la sénescence cellulaire

La sénescence, autrement appelée vieillissement biologique, est la dégradation lente

et progressive des fonctions biologiques. Cette notion très générale peut s’appliquer à

l’Homme, on parle alors plus simplement de vieillissement. Ce terme apparaît au milieu

du 20e siècle avec les premières études sur les causes du vieillissement des êtres vivants,

conséquences de la découverte d’organisme "immortels", ou plutôt ne présentant pas

de processus de vieillissement. [310,311] Néanmoins, la notion de sénescence se réfère plus

souvent à la notion de sénescence cellulaire, phénomène de régulation de la division des

cellules, animales ou végétales. [312,313] Ce concept est à différencier de l’apoptose ou de

la nécrose constituant les mécanismes biologiques de mort des cellules, une équivalence

à l’échelle humaine serait la comparaison entre le processus de vieillissement et la mort

en elle-même. Les deux processus sont évidemment liés et leurs implications réciproques

représentent un domaine actif de recherche. [314]

La sénescence cellulaire est donc le ralentissement progressif de la division cellu-

laire, pouvant être déclenchée de plusieurs manières. La plus "naturelle" est celle de

l’âge avancé d’une population de cellules. Après un certain nombre de réplications

qui dépend de la lignée étudiée, les cellules vont progressivement arrêter de se divi-

ser : c’est la sénescence réplicative. [315] Cet arrêt est dû à certains dommages causés

à l’ADN entrainés par le raccourcissement progressif des télomères après chaque divi-

sion cellulaire. [316] Les télomères sont les régions terminales des chromosomes proté-

geant justement ces derniers d’éventuels dommage ou fusion entre eux. [317] Toutefois,

d’autres causes peuvent induire ce phénomène de sénescence cellulaire, on parle dans

ce cas de sénescence induite par stress. Ces stress peuvent être de différentes natures :

environnementaux, par exemple, par exposition à des agents cytotoxiques. Ils peuvent
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également être métaboliques comme dans le cas du stress oxydant, les espèces réactives

de l’oxygène, ou Reactive Oxygen Species (ROS) étant souvent citées comme cause de

déclenchement de la sénescence cellulaire. Il a par ailleurs été prouvé que ces ROS en-

traînent un raccourcissement des télomères, comme les divisions cellulaires, mais dans

un temps beaucoup plus court. [318] Ce raccourcissement déclenche alors des cascades

moléculaires aboutissant à la sénescence, puis à la mort cellulaire.

Une autre cause importante de sénescence cellulaire induite par stress est l’activation

d’oncogènes, gènes dont l’expression favorise l’apparition des cancers. Il s’agit alors

d’un mécanisme de défense des cellules face à l’apparition de cancers. [319] Les cellules

cancéreuses sont, en effet, en constante réplication et donc normalement rapidement

soumises au processus de sénescence. La réplication finit par diminuer et la tumeur cesse

de grossir, on la qualifie alors de bénigne. Cependant, si ce processus de sénescence est

inhibé, la réplication ne faiblit jamais, voire accélère, et la tumeur devient alors maligne.

La situation réelle est évidemment encore plus complexe mais cette approche permet de

comprendre l’importance que prend la sénescence cellulaire dans le cadre de certaines

maladies, et tout particulièrement des cancers. [320]

Figure 64 – Illustration schématique des rôles de la sénescence cellulaire (Crédit : Pierre-

François Roux, sans modification, sous licence CC BY 4.0).

Les champs de recherche de la sénescence, notamment cellulaire, sont donc très

variés. En plus de son implication dans la cancérogénèse, la sénescence cellulaire est

également étudiée pour sa relation encore mal comprise avec le vieillissement des orga-

nismes. [321] Par ailleurs, la sénescence est aussi connue pour son ambivalence. Elle est

autant impliquée dans la génération des tumeurs que dans leur inhibition ; elle participe
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au vieillissement global mais parallèlement à la réparation des tissus. [322] Ces nombreux

rôles complexes font de la sénescence un sujet actif d’étude dans des domaines variés

de la Santé. Le développement d’outils pour aider ces études est donc nécessaire et

constitue un autre domaine de recherche. Des cellules en sénescence sont à première

vue pas si évidemment différentiables de cellules en prolifération. Elles continuent de

garder des interactions chimiques avec les cellules avoisinantes et ne présentent pas

de modification physique immédiate. Un biomarqueur moléculaire de la sénescence est

ainsi indispensable pour une identification rapide.

Dans ce contexte, la Senescence-Associated β-gal (SA-β-gal) est couramment uti-

lisée comme témoin de cellules sénescentes. [323] La β-gal est normalement absente de

l’intérieur des cellules mammifères classiques. Comme décrit précédemment, sa sur-

expression est plutôt associée à des contextes pathologiques (cancers ovariens). [293]

Toutefois, une activité β-gal peut aussi être présente hors contexte cancéreux, c’est le

cas pour les cellules sénescentes. Ces dernières expriment, en effet, une activité β-gal

un peu particulière puisque localisée au sein de la cellule dans une seule organelle :

les lysosomes. [324] Ces derniers sont également un peu spéciaux : leur pH interne est

très acide, autour d’une valeur de 4,7, assez loin du 7,2 cytosolique. [325] Le développe-

ment de méthodes de détection efficaces pour la SA-β-gal est donc limité par plusieurs

facteurs. La SA-β-gal est différente de la β-gal, pour développer un système fiable, il

faut tester les nouvelles sondes avec la première et non la deuxième. Or, celle-ci n’est

pas disponible commercialement : les études in vitro ne sont ainsi pas réalisables. Pour

l’aspect in cellulo, des méthodes d’induction de sénescence existent mais compliquent

fortement les expérimentations. De plus, le pH très acide du milieu dans lequel s’ex-

prime la SA-β-gal rend les sondes couramment utilisées pour la détection de la β-gal

difficilement exploitables.

Plusieurs études ont déjà été publiées pour la détection de la sénescence cellulaire

par l’imagerie de la SA-β-gal, mais ces dernières manquent parfois de prouver tota-

lement leur bon fonctionnement dans le contexte réel. [326] On peut distinguer deux

types d’approches. D’une part, les études se basant sur la détection de la β-gal simple,

non lysosomale. Celles-ci manquent ainsi directement de pertinence : tout l’enjeu est,

ici, de pouvoir adapter des sondes dans un nouveau contexte de la sénescence. La

sur-expression de la β-gal, par exemple par transfection du gène lacZ n’est pas re-

présentative d’un tel contexte. Ces sondes pourront alors voir leur comportement être

totalement modifié une fois appliquées à la détection de la sénescence. [199,327,328] D’autre
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part, de plus rares études appliquent les sondes au contexte de sénescence, induite par

réplication ou par stress (oxydatif voire avec composés cytotoxiques).
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Figure 65 – Structures moléculaires de plusieurs sondes développées pour détecter la SA-β-

gal. [329–332]

Néanmoins, la question de la performance en pH acide est rarement, voire toujours

écartée. [329,330,333] Deux études l’évoquent tout de même : la première décrit une sonde

ratiométrique (54) pour la détection de SA-β-gal, toutefois, seule une comparaison de

l’intensité des deux signaux en fonction du pH est présentée. [331] L’intensité d’émission

globale peut être dans ce cas fortement diminuée en milieu acide, tout en maintenant

un ratio des deux pics d’émission constants. La deuxième, elle, étudie uniquement la

stabilité et non la performance des sondes (55, 56) à pH acide. [332] Un faible signal

résiduel est d’ailleurs observé à tous les pH testés, preuve d’une extinction non totale

de la fluorescence. Dans tous ces exemples, les fluorophores utilisés sont probablement

tous diffusants car solubles aux concentrations d’étude. À notre connaissance, aucune

sonde avec rétention du signal n’est, à ce jour, décrite pour la détection de la sénescence.

Nous avons de notre côté voulu mettre la priorité sur cette influence du pH, qui

conditionne les futures performances de la sonde en contexte réel, tout en profitant

des propriétés particulières de l’ELF-97. Nous avions déjà observé un ralentissement

de l’apparition du signal avec la diminution du pH (section I.1, p. 62). Deux raisons

peuvent expliquer ce ralentissement. Tout d’abord l’enzyme utilisée est la β-gal clas-

sique, issue de l’expression du gène lacZ. Cette dernière n’est donc pas lysosomale, son

activité n’est donc vraisemblablement pas optimale en milieu acide. Ensuite, le méca-
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nisme de relargage de l’ELF-97 fait apparaître un intermédiaire amine primaire (après

coupure enzymatique et élimination du premier espaceur, Figure 39). En milieu physio-

logique, celle-ci sera en majeure partie protonée, l’ammonium résultant perd ainsi toute

propriété nucléophile et ne peut plus réaliser la cyclisation intramoléculaire nécessaire

à la libération du fluorophore. Plus le pH est acide, plus la fraction d’amine protonée

est grande, la cyclisation ralentissant alors dans le même temps. La solution envisagée

est alors de diminuer le pKa de l’amine en question, pour réduire la protonation et ainsi

conserver une élimination de l’espaceur cyclisant efficace sur une plus large gamme de

pH.

Plusieurs papiers décrivent l’évolution du pKa (expérimental) d’amines en fonction

de leurs substitutions. On peut ainsi retrouver certaines tendances illustrées par les

exemples de la Figure 66. Le pKa de l’isobutylamine est autour de 10,15, celui de

l’éthylènediamine autour de 9,98 ; on peut donc imaginer un pKa de l’intermédiaire

amine primaire aux alentours de cette valeur de 10. En revanche, la présence d’un

atome d’oxygène lié à l’azote fait fortement baisser cette valeur. On trouve les valeurs

de 5,97, 5,96 et 5,59 respectivement pour l’hydroxylamine, la méthylhydroxylamine et

la méthoxyamine. [334] L’idée d’ajouter un groupement méthoxy sur l’amine primaire

de l’espaceur cyclisant est donc naturellement apparue. Une version N-méthylé avait

déjà été réalisée (pendant mon stage de M2, voir section 3.2.3, p. 56) et n’avait pas

modifié le comportement d’apparition du signal. On peut donc espérer que la présence

d’un autre petit groupement en fera de même. La diminution du pKa de l’intermédiaire

méthoxyamine pourrait alors permettre une amélioration des cinétiques d’effondrement

en milieu acide, notamment autour d’un pH de 5.

Me
NH2

HO
NH2

MeO
NH2

pKa: 10,98 5,595,97

Base

Figure 66 – Illustration de l’évolution du pH d’amines simples par diverses substitutions.

La cible moléculaire, constituée de la sonde β-gal à laquelle serait greffé un groupe-

ment méthoxy au niveau du carbamate secondaire reliant les deux espaceurs entre eux,

est représentée dans la Figure 67 ci-dessous. Sa synthèse sera décrite dans la prochaine

section.
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Figure 67 – Structure moléculaire d’une sonde pour la détection de la SA-β-gal, comprenant

une version méthoxyamine de l’espaceur cyclisant.

I.3.2 Synthèse

Comme pour la version N-méthyle, une nouvelle synthèse de l’espaceur est néces-

saire. L’obtention de telles méthoxyamines passe généralement par la réduction de

l’imine correspondante, elle-même obtenue à partir de l’analogue aldéhydique (Figure

68). Dans notre cas, on peut imaginer obtenir cet aldéhyde par oxydation contrôlée

de l’alcool de la 2-hydroxyméthylpipéridine protégée (60). Pour greffer le groupement

allyle, une méthode en deux étapes à partir de l’acide pipécolique commercial (58) :

double allylation et réduction de l’ester allylique été choisie. Bien que décrite dans

un papier [335], l’oxydation de l’alcool 60 en aldéhyde a posé problème. L’obtention de

quantités très réduites et d’un mélange complexe à purifier a empêché la réalisation

du reste de la synthèse. Dans ce papier les auteurs soulignent, en plus du rendement

modeste (50 %) une instabilité importante du produit 60. Cette voie de synthèse a, de

ce fait, été abandonnée.
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Figure 68 – Voie de synthèse envisagée pour l’obtention de l’intermédiaire 63.

Comme expliqué dans la section I.2.2 p. 85, la présence de l’allyle est nécessaire

pour orienter la réaction de couplage avec l’amine primaire. La sélectivité inverse étant

obtenue en utilisant la 2-aminométhylepipéridine. La gêne stérique n’est donc pas le
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facteur primordial ici, la plus grande nucléophilie de l’amine secondaire vis-à-vis de la

primaire (par effet inductif des deux carbones) semble être déterminante. Mais dans

le cas de ce nouvel espaceur, l’absence de groupement protecteur entraînerait la com-

pétition entre une amine secondaire et une méthoxyamine secondaire. La nucléophilie

devrait logiquement être bien supérieure pour cette dernière, grâce à l’effet électrodon-

neur du groupement méthoxy adjacent. Une nouvelle voie de synthèse aboutissant à

l’espaceur méthoxyamine non protégé a donc été envisagée (Figure 69). Elle permet

dans ce cas l’utilisation d’un autre groupement protecteur sur l’amine secondaire, qui

reste nécessaire pour la formation de l’unité méthoxyamine. Une protection classique

par un groupe tert-butoxycarbonyle (Boc) a dans un premier temps été tentée. La syn-

thèse démarre ainsi par cette protection sur la 2-hydroxyméthylpipéridine commerciale

(64), suivie de l’oxydation douce en aldéhyde. La formation de l’unité méthoxyamine,

s’effectue par la formation de l’imine par réaction avec le sel hydrochloré de la N-

méthoxyamine, puis réduction immédiate (sans isoler l’imine) au cyanoborohydrure

de sodium (NaBH3CN). La déprotection du Boc constitue alors l’ultime étape pour

obtenir l’intermédiaire désiré 69.
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Figure 69 – Voie de synthèse de l’espaceur intermédiaire méthoxyamine 69.

Cette première synthèse a ainsi été effectuée selon les conditions décrites dans la

Figure 69. Les rendements obtenus sont parfois modestes (notamment pour l’oxyda-

tion de l’alcool 65) et nécessiteraient une optimisation. La suite de la synthèse est la

finalisation de la sonde, à partir du carbonate activé 70, déjà utilisé pour la synthèse

de la sonde β-gal classique (15).
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Figure 70 – Voie de synthèse pour l’obtention de la sonde méthoxy 57.

L’obtention du produit de couplage 71 a pu être prouvée par MS et RMN, tou-

tefois la chimiosélectivité est plus dure à démontrer. Des expériences NOESY ont été

effectuées, mais n’ont pas montré d’interactions spatiales appuyant une structure en

particulier. L’obtention de structures cristallines par diffraction aux rayons X serait

très utile, mais nécessite une augmentation de l’échelle de produit engagé. Avec envi-

ron 30 mg, il est, en effet, très compliqué d’obtenir des cristaux convenables pour une

telle analyse. Cette quantité a, cependant, été suffisante pour terminer la synthèse (gref-

fage de l’ELF-97, déprotection des acétates, et purification par HPLC). La quantité de

sonde obtenue est assez faible (moins de 5 mg), une reproduction est donc également

nécessaire pour permettre des caractérisations plus approfondies (RMN notamment).

I.3.3 Résultats et perspectives

Toujours en collaboration avec Damien Curton, une première comparaison des deux

versions d’espaceurs a été effectuée. La validation in vitro de la sonde a constitué la

traditionnelle première étape. Le résultat est donné dans la Figure 71. Plusieurs choses

sont à noter : premièrement, une certaine fluorescence résiduelle peut être observée et

est proportionnelle à la quantité de sonde ajoutée. Cette fluorescence est très probable-
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lysosomal de 4,7), ces temps sont d’environ 1h15 pour la sonde méthoxy et un peu plus

de 3 heures pour la sonde β-gal classique, soit une diminution par un facteur 2,5. Pour

les autres pH : 4, 6 et 7, les facteurs d’accélération sont respectivement d’environ 2,6,

2,3 et 2,1. On constate donc une augmentation de l’accélération avec une diminution du

pH. Cela vient par conséquent appuyer l’hypothèse de la protonation de l’intermédiaire

comme explication au ralentissement de la détection observé en milieu acide.

Ce premier résultat est donc très encourageant et une étude sur cellules sénescentes

devrait venir désormais compléter l’étude. Comme indiqué précédemment, un nouveau

lot de cette sonde est absolument nécessaire pour permettre d’obtenir des quantités plus

importantes, de sonde finale mais également des intermédiaires. Une meilleure purifi-

cation de ces molécules serait alors possible et une caractérisation physico-chimiques

plus poussée pourrait ainsi être menée. Malheureusement, la deuxième synthèse sur

plus grosse quantité du nouvel espaceur intermédiaire ne s’est pas aussi bien déroulée

que la première. La formation en deux étapes de l’unité méthoxyamine par amination

réductrice a posé de gros problèmes de purification et le produit désiré n’a pu être

isolé. Une synthèse alternative employant des alkoxy-sulfonamide a alors été tentée

mais sans meilleurs résultats. Ce projet ayant été démarré en cours de dernière an-

née, nous n’avons pas disposé d’assez de temps pour retenter une de ses deux voies

synthétiques.

Les perspectives sur cette étude sont multiples. Au-delà d’une étude en contexte

réel de sénescence, l’amélioration des performances de détection à pH physiologique

pourrait être transférée à la détection d’autres enzymes, de la famille des glycosidases

ou autres. Un coût synthétique plus important est nécessaire pour leur réalisation, tou-

tefois la synthèse étant convergente, il pourrait être amorti par la production d’une

grosse quantité de cet espaceur méthoxy, alors utilisable dans de multiples synthèses.

En outre, une meilleure compréhension des sondes est possible grâce à une particularité

observée pendant la synthèse de la sonde SA-β-gal. Ce nouvel espaceur présente, au

même titre que l’ancien, un centre stéréogène. Les substrats commerciaux utilisés étant

racémiques, les sondes finales et intermédiaires sont obtenues sous forme de mélange de

diastéréoisomères non-séparables (le sucre possède également plusieurs centres stéréo-

gènes et aucune étape n’est stéréosélective). Cependant, pendant cette synthèse, après

le couplage avec le nouvel espaceur (intermédiaire 71), deux molécules aux mêmes

spectres RMN et au profil MS similaires ont pu être isolées après colonne chromato-

graphiques. Ces deux composés pourraient donc être les deux diastéréoisomères, cette
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fois-ci séparables. La synthèse a été poursuivie sur un seul de ces deux composés mais,

lors d’une prochaine synthèse, il serait très intéressant de pouvoir synthétiser les deux

isomères de la sonde finale. Les enzymes sont effectivement des objets chiraux, leur

conférant la possibilité de discriminer des sucres α et β par exemple. Il serait alors

pertinent de vérifier l’influence d’un centre stéréogène, certes éloigné, sur la recon-

naissance enzymatique. Si une différence est observable, on pourrait alors choisir la

meilleure version et donc améliorer encore les performances de détection.
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I.4 Conclusions et perspectives du chapitre I

Grâce aux avancées majeures précédant mon arrivée dans l’équipe, de nombreuses

perspectives s’étaient alors ouvertes pour le développement de notre technologie de

sondes à activités enzymatiques, basées sur l’ELF-97. Maxime Prost avait ainsi déve-

loppé la première sonde efficace et stable incorporant ce fluorophore particulier, créant

alors une première famille de sondes pour activités peptidases. Corentin Gondrand

avait, lui, ouvert la voie à une nouvelle famille de sondes pour la détection de glyco-

sidases. Une stratégie de double espaceur a alors été nécessaire pour la réussite d’une

preuve de concept avec une sonde modèle pour β-gal, qui a ensuite montré de bonnes

performances dans des résultats préliminaires. La première partie de cette nouvelle

étude a été de développer et d’optimiser les applications de cette sonde 15 dans divers

contextes biologiques. Elle a ainsi démontré une stabilité sur plusieurs jours, une très

bonne sélectivité envers la β-gal et une applicabilité en cellule mammifère — avec,

notamment, un marquage quantitatif en FACS — ainsi qu’en cellules bactériennes, où

les images prises en boîtes de Pétri démontrent l’excellente rétention du signal au sein

des colonies positives.

Grâce à cette nouvelle technologie d’espaceurs auto-effondrables, d’autres enzymes

de la même famille des glycosidases sont désormais ciblables. Ce projet poursuivi en

parallèle a permis le développement d’un début d’exemplification de cette génération

de sondes, avec la synthèse d’une sonde (31) pour la détection d’activité β-gus. L’étude

primaire in vitro a confirmé des performances similaires à la sonde modèle β-gal. Mal-

heureusement, les premières tentatives d’application sur une plante modèle — dans

lequel l’enzyme β-gus est couramment utilisée comme produit de gène rapporteur —

n’ont pas été concluantes. De nouvelles tentatives devraient être envisagées prochaine-

ment.

Une nouvelle preuve de concept a également été faite pour démontrer la sélectivité

de ces substrats. Une sonde (32) portant deux sucres, un α-glucose et un β-glucose,

a, dans ce cadre, été synthétisée. Un test in vitro avec les enzymes cibles a montré la

nécessité de la présence des deux exo-glycosidases pour permettre l’apparition de fluo-

rescence. En complément du concept de double-gating développé par Maxime Prost [285],

cette nouvelle technologie permet également l’obtention de sondes à double-sélectivité.

La sonde 32 ne possède pas encore d’applications concrètes, mais le contrôle de mul-

tiples transfections ou la détection simultanée de plusieurs biomarqueurs enzymatiques
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pourraient constituer des champs de recherche potentiellement très intéressants pour

cette sonde.

Pour développer encore plus cette famille de sondes, de nouveaux exemples pour-

raient être envisagés par la suite. Des sondes simples possédant un unique sucre pour-

raient augmenter le panel d’applications possibles. Des sondes pour β-glu ou α-mannose

seraient ainsi envisageables. Des sucres plus complexes pourraient aussi être incorporés

pour des contextes bien particulier, telle une sonde pour détecter l’activité neurami-

nidase (Figure 74), biomarqueur étudié pour son importance dans l’infection du virus

de la grippe. [336,337] Obtenir des sondes portant la stéréochimie inverse au niveau du

carbone anomérique serait également un plus pour les études de sélectivité et pourrait

trouver des applications biologiques. Un déficit en α-gal est, par exemple, associé au

contexte pathologique de la maladie de Fabry. Pour obtenir de telles structures, un

effort synthétique supplémentaire sera toutefois à prévoir, pour les raisons de stéréosé-

léctivité de la réaction de Koenigs–Knorr précédemment discutées (voir section I.2.1,

p. 82).
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Figure 74 – Exemples de nouveaux substrats pour la suite d’exemplification des sondes de

la famille des glycosidases

Enfin, la dernière partie de ce chapitre a concerné le développement d’un nouvel

espaceur. Initialement pensé pour la détection de la SA-β-gal, associée au contexte de

sénescence cellulaire, cette nouvelle technologie pourrait profiter à toutes les familles

de sondes déjà développées ou à venir. En effet, appliqué à la β-gal, les cinétiques

d’effondrement semblent être grandement améliorées grâce à son incorporation, tout

en préservant la stabilité indispensable des sondes. L’étude de cette sonde modèle 57

dans le contexte réel de sénescence constitue l’objectif à court-terme de ce projet. La

réalisation d’autres exemples utilisant cette nouvelle technologie serait alors un second

objectif, applicable, par exemple, à une nouvelle famille de sondes, qui sera décrite dans

le chapitre suivant.
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Chapitre II

Une nouvelle classe d’enzymes -

sondes pour β-lactamases

La famille des sondes peptidases a constitué la première génération de sondes ELF-

97 stables développées par l’équipe. Plus récemment, une autre catégorie d’enzymes

est désormais détectable : les glycosidases. De nombreuses variations et applications

ont déjà été menées sur ces deux familles, comme décrit par les précédents doctorants

du groupe ou dans la première partie de cette thèse. [62,280,281,285,287] Ce second chapitre

sera, lui, consacré au développement d’une nouvelle classe de sondes, dans le but de

détecter une famille d’activités enzymatiques inédite : les β-lactamases.

Nous verrons dans un premier temps en quoi il est intéressant de pouvoir repérer

ces enzymes. Dans ce cadre, une collaboration majeure avec l’équipe du Pr Kazuya

Kikuchi (Université d’Osaka) est ainsi née, et a abouti à plusieurs séjours entre les

deux pays. La mise au point et la réalisation d’une voie de synthèse pour l’obtention

d’une sonde modèle fut le premier objectif de cette étude et sera présentée dans un

premier temps. Son évaluation biologique, réalisée aussi bien en France qu’au Japon,

constituera alors une seconde partie. Enfin, une dernière section sera consacrée à la

tentative de variation des propriétés physico-chimiques de la sonde. La perméabilité

membranaire sera notamment un point crucial dans le cadre du projet collaboratif.
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II.1 Les β-lactamases, de la résistance bactérienne

à l’étude du diabète

En 1928, Sir Alexander Fleming rentre de vacances et découvre avec étonnement

qu’une de ses cultures bactériennes est contaminée par un champignon. Plus éton-

nant encore, il remarque que les colonies de bactéries proches du champignon ont été

détruites. Il cultiva alors ce champignon découvrit qu’il produisait une substance, à

l’origine de la mort des bactéries. [338] Ce champignon fut plus tard identifié comme

appartenant au genre Penicillium. Cette découverte fortuite mènera Sir Edward Abra-

ham à l’identification en 1942 de la substance active, déjà nommée pénicilline (structure

confirmée par diffraction aux rayons X en 1945 par Dorothy Hodgkin). [339] C’est alors

le premier membre de la désormais grande famille des antibiotiques.

Mais dans sa première étude, Alexander Flemming a également observé l’inefficacité

de la pénicilline sur un certain nombre de souches bactériennes qu’il possédait. [338]

Ce fut alors à nouveau Edward Abraham qui isola en 1940 la substance permettant

cette résistance. [340] Il identifia alors cette substance comme étant une enzyme, dont

l’activité inhibait l’action de la pénicilline. C’est la première preuve d’une résistance

enzymatique à l’action d’un antibiotique. Avec la détermination de la structure de la

pénicilline, l’action de cette enzyme fut plus tard caractérisée comme une β-lac.

De nombreuses études ont ensuite été menées pour comprendre les origines et mé-

canismes de ces composés. On connaît aujourd’hui la grande variété de β-lactamases

(pénicillinases, céphalosporinases, carbapénémases, etc.). Au-delà de leur rôle dans les

résistances bactériennes, ces enzymes sont désormais utilisées comme outil privilégié

en biologie moléculaire. Nous balaierons ainsi ces différents aspects dans cette première

section.

II.1.1 Les β-lactamases, une arme de défense des bactéries

Les antibiotiques tels que la pénicilline ont pour la plupart un mécanisme semblable

pour leur action bactéricide. Celui-ci est ciblé contre un composant essentiel à la survie

des bactéries : leur paroi cellulaire. Véritable mur de protection contre les agressions

physiques et chimiques, sa fragilisation est rapidement fatale pour les bactéries. Un

des composants principaux de ces parois est le peptidoglycane. Sa structure est assez
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antibiotiques β-lactame (Figure 76). Mais ils possèdent en plus quelque chose que le

dipeptide seul n’a pas : un site électrophile. En effet, la transpeptidase possède, entres

autres, une sérine libre dans son site actif. La présence de l’antibiotique dans ce site per-

met l’attaque de l’alcool de cette serine sur le carbonyle du cycle β-lactame. [344] Ainsi

fixé, l’antibiotique inhibe l’activité enzymatique de la transpeptidase, et donc égale-

ment celle de la synthèse de la paroi cellulaire entraînant la mort de la bactérie. Afin

d’augmenter l’efficacité d’une telle stratégie, l’Homme a examiné les nombreux anti-

biotiques naturellement produits par des micro-organismes pour détecter les meilleures

activités. La synthèse chimique de la pénicilline en 1957 par John Sheehan marque éga-

lement le début du développement d’analogues artificiels de la pénicilline et d’autres

antibiotiques naturels. Il existe désormais une variété énorme de ces antibiotiques syn-

thétiques, regroupés en plusieurs familles en fonction des groupes caractéristiques pré-

sents : les pénicillines, les céphalosporines, les carbapénèmes sont les principaux mais il

en existent encore d’autres (monobactames, carbacéphèmes, etc.). La Figure 76 illustre

les principaux exemples.
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Figure 76 – Illustration de : (a) la ressemblance structurale entre l’unité di-alanine et les

antibiotiques de type β-lactame, et (b) structure des principales familles de ces antibiotiques

(pas de préfixe si X = S, préfixe "carba" si X = C et préfixe "oxa" si X = O).

Les bactéries et autres micro-organismes sont parmi les premiers organismes vivants

sur Terre. Si certains ont développé des mécanismes d’attaque comme la production

d’antibiotiques, les bactéries ont aussi élaboré des stratégies de défense. Effectivement

la résistance bactérienne aux antibiotiques n’est pas récente, sa proportion a juste expo-

nentiellement augmenté depuis le début de la production à l’échelle industrielle de ces

molécules par l’Homme. [345,346] Issus de millions d’années d’évolution, les mécanismes
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découvert en 1977 dans une bactérie (Streptomyces clavuligerus). [352] Il est reconnu

par les β-lactamases et se fixe irréversiblement dans leur site catalytique, empêchant

alors la dégradation des antibiotiques. Cet inhibiteur et les autres, grâce à leur action

synergique avec les antibiotiques, permettent d’outrepasser certaines résistances.

Toutefois, les bactéries finissent pas évoluer pour réduire l’affinité des β-lactamases

avec ces derniers, ou même arriver à les détruire. [353] La lutte contre ces résistances est

ainsi sans fin car les bactéries ne cesseront probablement de s’adapter aux nouvelles

molécules développées par l’Homme ou d’autres micro-organismes. L’apparition de spé-

cimens présentant de multiples résistances est par ailleurs un des soucis majeurs dans

cette lutte. [354] En effet, la solution couramment employée pour traiter ces infections

est l’identification précise (et la plus rapide posssible) du pathogène responsable. Ses

faiblesses sont alors connues, et le bon antibiotique ou la bonne combinaison d’anti-

biotiques/inhibiteurs peut alors être administré. La présence de résistances multiples

complique alors énormément l’identification d’un traitement. Les tableaux ci-dessous

(Figure 78 et 79) illustrent la susceptibilité aux antibiotiques de certaines souches bac-

tériennes résistantes. Parmi les plus dangereuses, on retrouve notamment une souche

de staphylocoque doré (methicillin resistant Staphylococcus aureus, MRSA) résistante

à toutes les pénicillines et céphalosporines, ou encore Enterococcus faecium, présentant

des résistances très variées.
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Enterococcus sp. 

(unspeciated 

and other) 

338 
90 

(338) 
 ‡   ‡   

36 

(338) 
  ‡ 

100 

(226) 

87 

(319) 
‡  

87 

(333) 

Enterococcus 

faecalis 
6,791 

100 

(6,791) 
 

99 

(681) 
  

84 

(3,991) 
 

16 

(3,585) 

21 

(6,791) 

100 

(3,991) 
 

11 

(2,046) 

99 

(1,177) 

99 

(4,242) 
  

100 

(6,791) 

Enterococcus 

faecium 
788 

28 

(788) 
 ‡   

18 

(147) 
 

41 

(147) 

23 

(769) 

100 

(429) 
 

2 

(282) 

100 

(684) 

42 

(466) 
‡  

47 

(529) 

Methicillin-

susceptible 

Staphylococcus 

aureus (MSSA) * 

18,828 ‡ 
100 

(18,728) 

40 

(10,820) 

100 

(10,213) 
‡ 

94 

(13,216) 

94 

(13,793) 

100 

(7,881) 

96 

(18,703) 

100 

(11,220) 

80 

(18,828) 

65 

(18,428) 

100 

(18,772) 

99 

(9,533) 

100 

(11,858) 

99 

(18,828) 

100 

(18,785) 

Methicillin-

resistant 

Staphylococcus 

aureus (MRSA)* 

7,445 ‡ 
0 

(7,445) 

0 

(7,445) 

0 

(3,346) 

0 

(98) 

38 

(4,411) 

38 

(6,092) 

99 

(3,180) 

93 

(7,442) 

100 

(4,313) 

62 

(7,438) 

18 

(7,439) 

100 

(7,093) 

99 

(4,143) 

100 

(6,532) 

79 

(7,445) 

100 

(7,431) 

Streptococcus 

pneumoniae 
403   

85 

(292) 
 

98 

(274) 

98 

(296) 
  

78 

(403) 
 

80 

(316) 

63 

(403) 

100 

(178) 
  

89 

(347) 

100 

(403) 

 
     

 

 

 

‡ Insufficient sample size

Note: Data are presented for surveillance purposes only and are not intended for use in clinical decision making. This antibiogram should not take the place of individual clinical assessment and isolate susceptibility testing. 

Figure 78 – Exemples de sensibilité à divers antibiotiques pour plusieurs bactéries résistantes

Gram positives (les chiffres indiqués sont les pourcentages d’isolats susceptibles d’être soignés

par l’antibiotique concerné, entre parenthèses est précisé le nombre d’isolats étudiés, la couleur

des cases représente la variation du taux de susceptibilité par rapport à l’année précédente)
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Acinetobacter sp.
 *

 859  
93 

(805) 

75 

(843) 
 

17 

(841) 

77 

(795) 

83 

(154) 
 

98 

(794) 

99 

(795) 

90 

(859) 

94 

(795) 
‡ 

0 

(43) 

88 

(859) 

Citrobacter freundii
†
 452  * * * *  

97 

(412) 

100 

(312) 

99 

(274) 

100 

(314) 

92 

(447) 

92 

(314) 

100 

(452) 

93 

(452) 

96 

(452) 

Citrobacter koseri † 1,214   
97 

(1,213) 

78 

(434) 

98 

(1,205) 

99 

(622) 

99 

(1,026) 

100 

(893) 

100 

(436) 

98 

(622) 

99 

(1,213) 

99 

(474) 

96 

(1,214) 

95 

(1,213) 

98 

(1,214) 

Enterobacter sp. 2,948 * * * * * 
86 

(,1740) 

95 

(2,593) 

100 

(1,796) 

98 

(1,419) 

100 

(1,740) 

96 

(2,787) 

98 

(1,740) 

90 

(2,948) 

51 

(1,927) 

90 

(2,930) 

Escherichia coli 49,745 
88 

(43,611) 

64 

(30,677) 

98 

(46,444) 

73 

(4,077) 

95 

(49,745) 

93 

(26,568) 

97 

(43,477) 

100 

(24,411) 

100 

(24,412) 

95 

(28,482) 

83 

(49,742) 

82 

(28,468) 

98 

(49,742) 

97 

(48,033) 

78 

(38,442) 

Klebsiella pneumoniae 10,640 
95 

(4,475) 

85 

(6,391) 

96 

(10,209) 

87 

(2,798) 

97 

(10,305) 

95 

(6,085) 

96 

(8,803) 

100 

(5,522) 

100 

(5,167) 

100 

(5,167) 

96 

(10,327) 

96 

(5,981) 

98 

(10,330) 

56 

(9,027) 

90 

(10,640) 

Proteus mirabilis 4,872 
99 

(2,199) 

95 

(2,765) 

100 

(4,813) 

97 

(805) 

98 

(4,867) 

99 

(2,714) 

98 

(4,349) 

100 

(2,249) 

87 

(2,199) 

99 

(1,318) 

92 

(4,872) 

94 

(2,714) 

99 

(3,583) 
* 

89 

(4,409) 

Pseudomonas 

aeruginosa 
7,413   

99 

(6,822) 
  

91 

(3,409) 

93 

(6,573) 
* 

90 

(6,536) 

95 

(4,251) 

87 

(7,413) 

81 

(4,250) 

98 

(7,412) 
* * 

Serratia marcescens 864 * * * * * * 
98 

(768) 

100 

(487) 
‡ 

99 

(425) 

96 

(864) 

88 

(569) 

99 

(714) 
* 

96 

(859) 

                                                                                                                                    

                                                                                       

†

‡ Insufficient sample size

Note: Data are presented for surveillance purposes only and are not intended for use in clinical decision making. This antibiogram should not take the place of individual clinical assessment and isolate susceptibility testing. 

Figure 79 – Exemples de sensibilité à divers antibiotiques pour plusieurs bactéries résistantes

Gram négatives (les chiffres indiqués sont les pourcentages d’isolats susceptibles d’être soignés

par l’antibiotique concerné, entre parenthèses est précisé le nombre d’isolats étudiés, la couleur

des cases représente la variation du taux de susceptibilité par rapport à l’année précédente).

À travers ces exemples, on comprend l’importance d’analyser en profondeur ces mé-

canismes de résistance. Il est alors nécessaire d’avoir les outils chimiques et biologiques

pour permettre ces études. La détection d’activité β-lac s’inscrit ainsi dans ce cadre de

recherche. La présence de cette activité enzymatique est, en effet, un biomarqueur de la

résistance bactérienne. Des solutions technologiques variées existent d’ores et déjà pour

détecter de telles activités. La plus simple est d’utiliser le principe de la découverte de

la pénicilline. En plaçant un échantillon de bactéries à tester au contact d’un panel

d’antibiotiques β-lactame, une inhibition de leur développement montre une sensibilité

aux molécules testées. Dans le cas contraire, si les bactéries continuent de se multiplier,

on peut conclure à une résistance à l’antibiotique. C’est le test de l’antibiogramme. Bien

que facile à mettre en place, la méthode reste toutefois limitée, on identifie ni la souche

bactérienne en cause, ni le type de résistance à l’œuvre. Une alternative proche est de

cultiver les bactéries dans un milieu sélectif, n’autorisant le développement que d’un

type bactérien. On peut ainsi connaître la bactérie en cause et adapter le traitement.

Ces deux méthodes sont généralement employées en premier lieu en cas de doute, pour

détecter la résistance.

D’autres méthodes prennent alors le relais pour confirmer la résistance. Elles sont

de trois types principaux. Génétiques tout d’abord, en détectant la présence des gènes

codant pour les β-lactamases avec notamment la technique de la PCR. [355] Mais la
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présence du gène ne garantit pas son utilisation par la machinerie cellulaire, la présence

de l’enzyme n’est donc pas assurée. Des méthodes immunologiques (voir section 2.2,

p. 28) existent ainsi pour venir détecter la présence de β-lactamases. [356] Mais comme

discuté précédemment, présence ne veut pas dire activité, les technologies de sondes

moléculaires pour activités enzymatiques rentrent donc en jeu pour affiner les analyses.

Comme pour beaucoup d’autres enzymes, des sondes chromogènes et fluorogènes

existent. La sonde la plus commune est sûrement la Nitrocéfine. Mise au point dans les

années 70, cette sonde chromogène utilise astucieusement l’activité des β-lactamases

pour générer un changement de couleur. [357] L’hydrolyse du β-lactame du noyau cé-

phalosporine libère alors une amine secondaire, reliée au chromophore (un dérivé du

di-nitrocinnamaldéhyde) grâce à la double liaison naturellement présente dans le cycle

dihydrothiazine (Figure 80). La modification du caractère électrodonneur de l’azote

modifie alors grandement les propriétés spectrales du chromophore, la solution passe

ainsi du jaune au rouge après hydrolyse.
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Figure 80 – Illustration du mécanisme de détection de l’activité β-lac par la Nitrocéfine.

En se basant sur un principe proche, à savoir l’élimination d’un groupe partant en

position 3’ après hydrolyse du β-lactame d’une céphalosporine [358], des sondes fluoro-

gène ou ratiométrique ont vu le jour. La première est la sonde CCF2-AM, développée,

entres autres, par Roger Tsien. [359] Cette dernière est ratiométrique, l’hydrolyse libère

un des deux fluorophores attachés à chacune des extrémités du noyau céphalosporine,

interrompant alors le FRET. Le développement de sondes fluorogènes a suivi, avec le

relargage de fluorophores masqués par la liaison avec la céphalosporine. [196,264,360–362]

Même si certaines de ces sondes récentes ont parfois été utilisées pour la détection de

pathogènes résistants [361,362], leur principale application a tout d’abord été la détection

d’expression génique appliquée à la biologie moléculaire, concept qui sera détaillé dans

la prochaine section.
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II.1.2 Un outil de choix pour la biologie moléculaire

Les β-lactamases sont donc des enzymes bactériennes utilisées par ces dernières

pour résister aux actions des antibiotiques, naturels ou de synthèse. De ce fait, cette

famille d’enzymes est absente des organismes mammifères qui ne possèdent pas de

peptidoglycane dans leurs parois cellulaires. Les antibiotiques n’ont donc aucun effet

nocif sur la synthèse de ces membranes et les β-lactamases n’ont ainsi aucun intérêt.

Nous avons précédemment vu que les technologies de gènes rapporteurs peuvent

souffrir de plusieurs défauts, dont le principal serait la génération de faux-signal positif

par la présence naturelle d’une faible quantité d’enzyme, produit du gène rapporteur.

C’est notamment le cas de la β-gal dont on peut retrouver une faible activité dans les

cellules mammifères, notamment celles utilisées en culture cellulaire (voir section I.1.2,

p. 67). Une activité β-gal se retrouve ainsi dans de nombreuses cellules cancéreuses

(comme les HeLa) mais aussi dans les cellules sénescentes (voir section I.3.1, p. 92).

Une lignée de cellules un peu âgées, des cellules trop nombreuses ou le stress induit

par la transfection nécessaire à l’utilisation de gènes rapporteurs pourraient être des

causes d’apparition de sénescence cellulaire. Celle-ci s’accompagne alors d’une activité

β-gal, certes lysosomale, mais qui peut tout de même générer un faux-signal positif.

Dans ce cadre-là, l’utilisation d’enzymes rapportrices totalement orthogonales au

système étudié serait un vrai atout pour augmenter les chances d’observer des résul-

tats significatifs. C’est l’idée initiale qui a poussé certaines équipes à tenter d’employer

une β-lactamase comme outil rapporteur en biologie moléculaire. [359,363] Ces enzymes

possèdent, en effet, plusieurs avantages autre que leur orthogonalité aux organismes

mammifères. Tout d’abord, elles ont été, et sont toujours très étudiées dans le contexte

de la résistance bactérienne : leurs structures, cinétiques d’activités enzymatiques, spé-

cificité de substrats ou encore inhibiteurs sont ainsi bien connus. Leur relative petite

taille permet une ingénierie protéique aisée, notamment sans perte d’activité après

fusion avec une protéine d’intérêt. La β-lactamase TEM-1 (environ 29 kDa) est cou-

ramment utilisée dans ce but, elle est présente dans de nombreuses espèces bactériennes

(résistantes) et son activité est bien connue. [364,365] Les premières sondes fluorogènes

pour la détection d’activité β-lactamases ont donc été crées pour complémenter les tech-

nologies de gènes rapporteurs nouvellement développées avec la β-lactamase TEM-1.
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Figure 81 – Comparaison des atouts de différentes technologies de gènes rapporteurs. [366]

L’autre utilisation des β-lactamases pour la biologie moléculaire est celle de Tag

pour l’imagerie de protéine d’intérêt (voir section 2.2, p. 28). La différence avec la

technologie de gène rapporteur étant qu’ici, l’activité enzymatique classique n’est pas

conservée. L’étude du mécanisme d’hydrolyse de la β-lactamase TEM-1 fait apparaître

deux étapes : l’acylation d’une sérine du site actif par attaque sur le β-lactame, puis la

désacylation par attaque d’un glutamate. L’inhibition de la seconde étape par modifi-

cation génétique permet d’obtenir une β-lactamase mutante, sélectivement acylable par

des molécules comprenant une unité pénicilline voire céphalosporine. En greffant une

unité fluorescente sur une telle molécule, on obtient alors un couple enzyme/substrat

fluorescent, hautement sélectif et dont le signal peut être généré après fusion avec

une protéine d’intérêt à imager. Ce concept de β-lactamase-Tag a été développé dans

l’équipe du Pr Kasuya Kikuchi de l’Université d’Osaka. [367,368] Leurs connaissances sur

l’ingénierie des β-lactamases a amené la naissance d’un projet collaboratif avec notre

équipe, toujours dans un contexte d’imagerie d’une protéine d’intérêt. Ce projet sera

décrit par la suite.

II.1.3 Application à l’étude de l’internalisation du glucose :

localisation de la protéine GLUT4

Ce projet collaboratif est le fruit de l’obtention d’un financement partagé dans le

cadre du programme TMOL 2016 (ANR et équivalent japonais : JST), intitulé In-

tracellular tracking of protein function by design and synthesis of fluorogenic probes

for MEMORY imaging (acronyme : GLUTTRACK). Le contexte global est l’étude du

suivi spatio-temporel de protéines, notamment dans le cas de déplacements fonction-

nels des ces protéines d’intérêt. En tant que preuve de concept, la protéine GLUT4 a

été choisie comme objet d’étude pour son implication dans l’internalisation du glucose,

et ses conséquences dans le contexte du diabète. Les protéines GLUT sont en effet une
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large famille constituant les transporteurs du glucose dans l’organisme. Certaines, dont

GLUT4, sont insulino-dépendants, leur activité de transport est alors modifiée par la

variation du taux d’insuline dans le sang. Leurs rôles dans l’homéostasie de la glycémie

ne sont pas encore totalement compris [369], mais la protéine GLUT4 est connue pour y

jouer un rôle majeur. [370]

GLUT4 est une glycoprotéine, en temps normal stockée dans des vésicules (GLUT4

Storage Vesicles (GSVs)) intracellulaires. En présence d’une concentration plus éle-

vée que d’habitude en insuline sanguine, une voie métabolique complexe est activée

et entraîne une translocation rapide de ces vésicules jusqu’à la membrane. Une in-

ternalisation du glucose est alors déclenchée pour diminuer son taux sanguin. [371] Un

dysfonctionnement de cette translocation a notamment été associée au diabète de type

II. [372,373] Les recherches actuelles tentent de comprendre les mécanismes précis de cette

translocation et du maintien de GLUT4 pendant le temps nécessaire au niveau de la

membrane (externe/interne). [374,375]

La glycosylation des protéines est une modification post-traductionnelle importante

dans les organismes vivants. [376] Elle régule plusieurs processus cruciaux parmi le replie-

ment et la dégradation des protéines, ou le trafic intracellulaire et intercellulaire. [377,378]

GLUT4 possède un site unique de glycosylation sur un résidu asparagine (Asn57), dont

le rôle hypothétique serait de contrôler la rétention de GLUT4 au niveau de la mem-

brane cellulaire. Peu après le début du projet commun, l’équipe du Pr Kikuchi a prouvé

ce rôle par l’utilisation de deux sondes basées sur la technologie de PYP-Tag. [379] L’une

était perméable aux membranes, et marquait la GLUT4 intracellulaire ; l’autre, imper-

méable et émettant à une autre longueur d’onde, marquant la GLUT4 extracellulaire.

En supprimant artificiellement la glycosylation, l’étude a montré une disparition de la

rétention, soulignant la nécessité du fragment glycane pour cette dernière.

Toutefois, une méthode d’imagerie de GLUT4 avec une plus grande résolution

spatio-temporelle est toujours nécessaire pour confirmer ce résultat et comprendre plus

en profondeur son fonctionnement : la glycosylation est, par exemple, supposée jouer

un rôle dans l’organisation spatiale de GLUT4 au niveau de la membrane. [379] En effet,

avec l’utilisation de Tags, l’internalisation de GLUT4 après diminution de l’insuline

sanguine, entraîne l’internalisation du signal : on perd alors l’information spatiale. Un

autre problème peut être l’impossibilité de marquer la protéine transloquée sur la mem-

brane extérieure, après un premier marquage intracellulaire : si tous les Tags ont réagi,
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La voie de synthèse d’une telle sonde peut être divisée en deux grandes étapes. La fin

de la synthèse est constituée des mêmes étapes que les sondes glycosidases (si ce n’est

une différence de déprotection finale), la première étape étant l’obtention d’un intermé-

diaire activé du substrat en vue du couplage avec l’espaceur (Figure 84). Classiquement,

la synthèse démarre de l’acide 7-aminocéphalosporanique, ou 7-Aminocephalosporanic

Acid (7-ACA), intermédiaire commercialement disponible à un prix très raisonnable

(moins d’un euro le gramme) pour la complexité d’une telle structure (masse molaire

approchant les 300 g.mol−1 avec deux centres stéréogènes contrôlés). Une déprotection

de l’acétate est nécessaire en tout premier lieu. Sans quoi, les groupements protec-

teurs ajoutés dans les étapes suivantes ne tiendraient pas aux conditions de retrait

de l’acétate. Ces protections sont donc réalisées consécutivement (sans isoler le pro-

duit intermédiaire mono-protégé), il s’agit d’une acylation de l’amine primaire par le

chlorure de 2-thiophène-acétyle suivie par l’estérification de l’acide carboxylique par le

diphénylméthyldiazométhane. Ce dernier est synthétisé en une étape, par oxydation de

la benzophénone hydrazone par réaction de Swern ou par réaction à l’oxyde de mercure

(II) (plus simple à mettre en œuvre mais plus toxique). L’activation de l’alcool obtenu

se fait classiquement par réaction avec le chloroformiate de 4-nitrophényle pour obtenir

l’intermédiaire 80.
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Figure 84 – Première partie de la voie de synthèse de la sonde modèle β-lac 73.
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La fin de la synthèse est alors similaire aux précédentes synthèses. Le couplage

avec l’espaceur allylé permet d’obtenir le composé 81, mais avec un rendement plu-

tôt faible. Celui-ci peut s’expliquer par la probable attaque de l’amine primaire sur le

cycle β-lactame assez électrophile. On pourrait pour améliorer l’efficacité du couplage

imaginer une activation inverse, on active dans un premier temps l’amine primaire de

l’espaceur 26 que l’on couple avec l’alcool 79. Toutefois, une quantité suffisante de

produit a pu être obtenue et l’exploration de cette alternative n’a pas (encore) été

poursuivie. L’étape suivante est la déprotection du groupement allyl de l’espaceur,

toujours pallado-catalysée pour obtenir l’amine 82. Le greffage de l’ELF-97 s’effec-

tue ensuite selon la procédure habituelle : chloroformylation du phénol puis ajout de

l’amine. La déprotection finale concerne uniquement le groupement diphénylméthyle,

par réaction avec de l’ acide trifluoroacétique, ou Trifluoroacetic Acid (TFA). En effet,

la présence de l’acide carboxylique libre est absolument nécessaire à la reconnaissance

par l’enzyme, tandis que la présence du groupement thiophène n’est pas gênante (on le

retrouve d’ailleurs sur certaines sondes commerciales telle la célèbre Nitrocéfine). Une

HPLC est finalement effectuée pour obtenir le produit final pur.
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Un premier lot de la sonde 73 a ainsi pu être obtenu, dans des quantités relativement

faibles (moins de 5 mg). Une large partie a alors été mise de côté au vu du futur dé-

placement dans l’équipe de recherche japonaise. Le restant a servi aux caractérisations

et aux premières évaluations biologiques.
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II.3 Évaluation biologique et séjour d’étude

Le schéma classique de caractérisation des sondes de l’équipe a été suivi ici égale-

ment. À savoir, une évaluation tout d’abord in vitro puis in cellulo. La suite de l’étude

s’est déroulée au Japon, dans l’équipe du Pr Kikuchi.

II.3.1 Première évaluation biologique de la sonde β-lactamase

Un premier test in vitro a donc été envisagé pour évaluer, d’une part, la réactivité

de la sonde à une activité β-lac, mais également pour avoir une première idée de la

stabilité d’un tel objet moléculaire. Au vu des quantités disponibles, les conditions tes-

tées n’ont pas été nombreuses par soucis d’économie de produit. Deux concentrations

de sonde 73 ont ainsi été incubées à 37 °C en présence d’une enzyme commerciale

purifiée : une pénicillinase. Celle-ci a un spectre d’action assez large pour couper ce

noyau céphalosporine basique (les sites de fournisseurs précisent également céphalo-

sporinase en synonyme pour cette enzyme). Les mesures de fluorescence obtenues sont

présentées dans la Figure 86 ci-dessous. À notre grande satisfaction, un profil d’appa-

rition de signal classiquement obtenu pour d’autres sondes (glycosidases par exemple)

est également observable ici. On peut toujours remarquer le délai pour le début de son

apparition, le temps pour la concentration en ELF-97 d’atteindre son point de préci-

pitation. Autre point positif, l’absence de signal lorsqu’aucune enzyme n’est rajoutée

permet d’espérer un certaine stabilité de cette sonde, au moins pour le temps nécessaire

à une expérience. Sur des temps plus longs, une faible fluorescence pourrait apparaître

à cause d’une hydrolyse non-spécifique du noyau β-lactame, connu pour ne pas être

stable en milieu aqueux. [380]

La présence de fluorescence initiale est probablement à attribuer à un manque de

purification dû aux faibles quantités obtenues. Le fait que ce signal diminue au cours

du temps est plus étrange, mais pourrait s’expliquer par une agrégation particulière

du fluorophore dans ces conditions, gênant la mesure de la fluorescence dans les puits.

La différence avec le signal habituellement observé est que, ici, tout le fluorophore est

présent initialement, tandis qu’il est relâché progressivement dans le cas d’une détection

enzymatique. La répartition spatiale doit ainsi être bien différente et pourrait favoriser

des phénomènes d’agrégation.
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gativement. Pour confirmer cette hypothèse, l’expérience pourrait être reproduite avec

une condition supplémentaire impliquant une lyse cellulaire pour libérer le contenu

intracellulaire, permettant alors le contact entre la sonde et l’enzyme active et la gé-

nération d’un signal. Cela viendrait confirmer la possibilité de détecter une enzyme

produite par la machinerie cellulaire, dans un contexte plus complexe avec la présence

de nombreuses autres biomolécules.

La sonde 73 est donc un premier candidat intéressant pour une application à l’ima-

gerie de GLUT4. Imperméable aux membranes, elle permet techniquement la détection

d’une activité β-lac extracellulaire, constituant ainsi la première des deux sondes néces-

saires au projet (perméable ou non). Contrairement aux sondes basées sur la technolo-

gie de PYP-Tag, après internalisation de GLUT4, le signal se maintient au niveau des

membranes externes. Une translocation, même transitoire, entraîne ainsi un marquage

fluorescent qui reste externe. Il reste à développer une, ou des, alternative(s) avec une

perméabilité membranaire permettant la détection intracellulaire, mais ce premier can-

didat permet une première étude d’imagerie de GLUT4. Celle-ci s’est déroulée dans

le laboratoire japonais, dans le cadre d’un séjour de recherche effectué au cours de la

deuxième année de cette thèse.

II.3.2 Séjour de recherche dans l’équipe japonaise

Avant mon arrivée dans l’équipe d’Osaka, plusieurs travaux avait déjà été effectués

par un étudiant de M2 (Kazuma Mori). Les vecteurs ADN nécessaires ont été créés par

ingénierie génétique : on peut notamment citer les plasmides pcDNA3.1 β-lac-GLUT4-

mCherry et GLUT4-mCherry-β-lac (Figure 88). Le premier permet une expression de

β-lac au niveau de la membrane externe, tandis que pour le deuxième l’activité sera

au niveau de la membrane interne, après translocation dans les deux cas.

L’ajout d’un gène codant pour la protéine fluorescente mCherry permet un rapide

et facile contrôle de la localisation de l’expression du vecteur. Ces vérifications ont été

effectuées et le comportement attendu a pu être observé (Figure 89).
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Nous étions alors en possession des outils nécessaires pour faire exprimer une pro-

téine de fusion GLUT4-β-lac, de manière intra-et extracellulaire. La dernière étape

préliminaire consiste alors à vérifier et optimiser le phénomène de translocation induite

par l’insuline. En effet, il faut être sûr qu’une fois l’insuline ajoutée, on obtient effecti-

vement une activité β-lac extracellulaire, sans quoi, une absence de signal ne pourra pas

être clairement expliquée. La présence de la protéine de fusion β-lac peut, par exemple,

venir perturber la reconnaissance moléculaire et donc la translocation. J’ai donc été

en charge d’effectuer cette vérification, en utilisant un rapporteur classique d’activité

β-lac déjà évoqué : la Nitrocéfine. Celle-ci est imperméable aux membranes, on ne peut

donc détecter que l’activité extracellulaire. En présence d’une activité β-lac, l’hydrolyse

du β-lactame de la Nitrocéfine entraîne un décalage de sa longueur d’onde d’absorp-

tion, passant d’une couleur jaune à rouge (un pic à λabs = 490 nm, caractéristique,

apparaît). Plusieurs conditions ont donc été prévues : des cellules HeLa transfectées

soit avec un vecteur pcDNA3.1 "vide" ou β-lac-GLUT4-mCherry. Avec le deuxième, un

ajout d’insuline, ou non, est effectué avant incubation avec la sonde chromogène.

Plusieurs tentatives ont été effectuées dans ces conditions. Le meilleur résultat est

présenté dans la Figure 90. Dans le contrôle négatif (vecteur vide), aucune augmen-

tation significative de l’absorbance à 490 nm n’est observable, signe que le noyau cé-

phalosporine de la Nitrocéfine est laissé intact. En revanche, dans la majorité des

expériences, les deux conditions avec le vecteur GLUT4-β-lac génère l’apparition d’une

couleur rouge, avec ou sans insuline. Dans le meilleur cas, on peut tout de même no-

ter une différence d’intensité d’absorption à 490 nm, néanmoins une augmentation est

toujours observable sans ajout d’insuline. Le protocole de génération n’est donc pas

optimisé.

Le point positif est que l’on sait, grâce au contrôle négatif, que l’apparition de signal

est due à une activité β-lac et non une hydrolyse non spécifique. Toutefois il reste à

comprendre la raison de l’apparition de signal sans insuline. Il y a probablement deux

raisons envisageables : une translocation même en absence d’insuline ou une faible

perméabilité de la Nitrocéfine qui peut alors être convertie de manière intracellulaire.

Sans avoir de véritables preuves, la première explication semble plus probable car même

une très faible translocation entraîne la présence d’une activité β-lac extracellulaire,

la Nitrocéfine peut alors être convertie de manière catalytique. Dans le deuxième cas,

l’amplification enzymatique n’a plus d’importance, seule une très faible quantité de

Nitrocéfine serait convertie à l’intérieur des cellules.
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De manière satisfaisante, une fluorescence verte a pu être observée au niveau des cel-

lules comme on peut le voir dans la Figure 92. Il semble que de fins précipités d’ELF-97

restent fixés au niveau des membranes cellulaires. Il est, malheureusement, impossible

de connaître la localisation exacte du signal. Il est normalement possible d’obtenir une

information tridimensionnelle grâce à la microscopie confocale, toutefois, ici, le signal

était un peu trop faible pour obtenir un résultat significatif. On peut, pour la même

raison, observer un léger signal à l’extérieur des cellules. Celui-ci est probablement un

bruit de fond dû, justement, à la faiblesse du signal (les temps d’exposition sont rallon-

gés, les chances d’obtenir un bruitage sont donc accrues). Ce premier résultat est donc

très encourageant et appelle à d’autres répétitions et optimisations que je n’ai pas pu

effectuer moi-même, mon séjour étant alors terminé.

Les perspectives sur ce projet sont alors nombreuses. Le protocole de translocation

de la protéine de fusion GLUT4-β-lac est déjà fonctionnel mais un travail plus poussé

pourrait être mené pour tenter d’empêcher l’apparition de signal en absence d’insuline.

Ayant été effectué seulement une fois, des tests d’imagerie supplémentaires sont néces-

saires pour améliorer le marquage de l’activité β-lac extracellulaire, grâce au vecteur

EGFR-β-lac. Ayant ramené certains vecteurs en France, ces expériences pourraient être

conduites au laboratoire. Toutefois, l’équipe japonaise possède davantage d’expérience

sur ces systèmes et reste donc prioritaire sur ces tests. Finalement, la réunion de ces

deux optimisations conduirait à la tentative d’imager la translocation de GLUT4-β-lac

grâce à la technologie ELF-97. Tous ces tests sont également préliminaires pour l’étude

du trafic de la protéine GLUT4, et de l’importance de sa glycosylation dans son main-

tien au niveau des membranes. Pour cela, une autre sonde, cette fois-ci perméable, sera

nécessaire. Dans ce but, un séjour de recherche inverse a été possible et fait l’objet de

la prochaine partie.
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II.4 Étude de variantes structurales

Plusieurs variantes de la sonde modèle 73 ont été considérées. Il faut, dans le cadre

du projet collaboratif, une version perméable aux membranes cellulaires pour pouvoir

imager efficacement la protéine GLUT4 intracellulaire. Mais cette variante est aussi

indispensable pour d’autres applications visées par la technologie. En effet, si on consi-

dère l’utilisation d’une β-lac en tant que produit de gène rapporteur, l’expression à

détecter sera dans la plupart des cas intracellulaire. En revanche, pour l’identifica-

tion de la résistance aux antibiotiques, la sonde modèle devrait suffire du fait de la

sécrétion des β-lactamases par les pathogènes résistants. Pour imaginer des variations

structurales permettant d’obtenir cette perméabilité membranaire, on peut se baser sur

l’importante bibliographie déjà effectuée sur la pharmacocinétique des antibiotiques.

En effet, les antibiotiques de type β-lactame possèdent un carboxylate libre néces-

saire à la reconnaissance par les β-lactamases. Pour les mêmes raisons de répulsions

électroniques avec les membranes, ils sont le plus souvent imperméables à ces dernières.

Des stratégies ont donc été développées pour contrer ce problème, et pourraient être

réutilisées dans notre cas pour obtenir les mêmes résultats. Deux approches semblent

être généralement choisies : la technique de type pro-médicament ou l’électroneutralité.

Les techniques de pro-médicaments, qui ont inspiré l’apparition des espaceurs auto-

effondrables (voir section 3.2.2, p. 50) ne sont pas récentes. L’idée est plutôt simple,

on masque l’activité de la molécule par une fonctionnalisation chimique, qui peut être

enlevée par une certaine réactivité lorsque le moment/lieu est adapté. Dans notre cas,

l’idée est de venir masquer la charge négative du carboxyate par une fonctionnalisa-

tion chimique, notamment par réaction d’estérification. Sous cette forme estérifiée, le

médicament (ou dans notre cas : la sonde) n’est plus reconnue par les β-lactamases,

cependant elle peut pénétrer beaucoup plus aisément à l’intérieur des cellules. Une

fois entrées, il faut enlever ce groupement protecteur pour récupérer l’activité. Les es-

ters employés ont donc été sélectionnés pour pouvoir être clivés rapidement par des

estérases génériques intracellulaires. La molécule ainsi déprotégée récupère alors son

activité bactéricide, ou ses capacité d’imagerie. Un premier (pro)médicament utilisant

ce concept était déjà référencé en 1986 : le Céfuroxime axétil, des études de pharma-

cocinétique montrent une meilleure absorption gastro-intestinale que son équivalent

non-estérifié. [385,386] Le groupement protecteur utilisé est un ester acétoxyéthylique.

D’autres esters, parfois assez complexes, ont également été employés pour les mêmes
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fins, des exemples sont donnés dans la Figure 93. [387,388] Ce concept a aussi été appli-

qué pour la réalisation de sondes β-lac intracellulaires et semble donc être une méthode

viable. [359,389]

Cette méthode pourrait donc être employé sur la sonde modèle 73. Cependant, l’ac-

cès synthétique à de tels esters est souvent très complexe. Un ester plus simple, type

méthylique pourrait pourtant suffire théoriquement : les cellules humaines possèdent

en effet deux familles d’enzymes carboxylesterases (CES) : les CES1 et CES2. [390] Les

CES1 sont notamment connues pour cliver une petite partie alcool et une grosse par-

tie acyle (tel un ester méthylique d’une céphalosporine). [390] Cependant, de tels esters

n’ont jamais été utilisés pour des pro-antibiotiques type céphalosporines. Pour la rai-

son de complexité synthétique, la deuxième stratégie d’électroneutralité a donc été

préférée. Dans cette dernière, l’idée est d’ajouter (au moins) une charge positive sur la

molécule pour "compenser" la charge négative. Ce concept est la base des céphalospo-

rines dites de quatrième génération. [391] La charge positive sert notamment à modifier

l’orientation de la molécule (antibiotique) lors de son arrivée dans un pore membra-

naire. [392] Néanmoins, pour ne pas gêner la reconnaissance, la charge positive nécessite

d’être éloignée du noyau β-lactame. Le résultat est donc des molécules assez grosses,

ce qui peut, en contrepartie, affaiblir la perméabilité. Pour preuve, les céphalosporines

de première génération, plus petites, présentent une meilleure perméabilité que celles

de quatrième génération, malgré leur charge globale négative. Il est donc complexe de

prévoir le résultat d’une modification de la sonde modèle mais l’ajout d’une charge

positives sur des sondes ELF-97 est une problématique déjà étudiée dans l’équipe.
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Figure 93 – Structures moléculaires de certains pro-médicaments de type céphalosporine.

Cette problématique est apparue pour des raisons de solubilisation de sondes apo-

laires. En effet, les parties espaceur cyclisant et fluorophores sont communes à toutes

les sondes et globalement apolaires, voire hydrophobes pour l’ELF-97. La solubilité
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(aqueuse) de la sonde doit donc être augmentée par la partie substrat. Dans les cas

des peptidases (type LAP) ou glycosydases (type β-gal), la solubilité est amenée par

la charge positive de l’ammonium de l’acide aminé ou les nombreux groupements hy-

droxyles du sucre. Mais si le substrat est aussi apolaire, un problème de solubilité de

la sonde initiale peut apparaître. Pour contourner ce problème, Maxime Prost a déve-

loppé, pendant sa thèse dans l’équipe, une variante de l’espaceur cyclisant classique.

Ce nouvel espaceur, appelé tripartite, incorpore un cycle piperazine en lieu et place

du cycle pipéridine (Figure 94). L’amine secondaire résultante est protonée à pH phy-

siologique, apportant ainsi un caractère salin à la sonde et donc une hydrosolubilité

accrue. [280]
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Figure 94 – Illustration du concept d’espaceur tripartite et exemple de la sonde 85 pour

Penicilin G Amidase (PGA), développée par Maxime Prost durant sa thèse. [280]

La synthèse de ce nouvel espaceur a bien été développée, mais nécessite l’emploi

de sec-BuLi, réactif relativement dangereux rendant une augmentation des quanti-

tés plutôt complexes. Maxime Prost avait, par ailleurs, déjà tenté de modifier cette

synthèse et quelques essais non fructueux avaient été menés. [280,393] Une voie alterna-

tive a donc été de nouveau envisagée afin d’optimiser l’obtention de cet espaceur, et

de pouvoir tenter de l’incorporer dans la technologie de sondes β-lac. Cette nouvelle

synthèse démarre d’un composé commercial plutôt pratique : l’acide 4-Boc-pipérazine-

2-carboxylique (Figure 95). Dans celui-ci le cycle piperazine est déjà formé, les deux

amines sont dessymétrisées et un unique groupement fonctionnel (acide carboxylique)

est présent.

La synthèse consiste en quatre étapes linéaires, la première étant la double allylation

de l’amine secondaire libre et de l’acide carboxylique. Une chimiosélectivité n’était pas

recherchée ici, car, au delà du défi synthétique qu’elle représente, l’estérification d’acides

carboxyliques précède souvent — et facilite — la réduction en alcool. Cette réduction
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au LiAlH4 permet d’obtenir l’espaceur tripartite alcool, sans observer de réduction

du groupement Boc (NaBH4 et LiBH4 ont d’abord été testés mais ne permettaient

pas une réduction efficace de l’ester). La conversion en son homologue amine se fait

en deux étapes : une réaction de Mitsunobu avec le phatalimide dans un premier

temps pour obtenir le groupement amine protégé. La déprotection finale s’effectue dans

un deuxième temps par réaction avec la méthylamine (l’hydrazynolyse est impossible

ici car la double liaison de l’allyle est dans ce cas réduite) et permet l’obtention de

l’intermédiaire 90 désiré.
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Figure 95 – Nouvelle voie de synthèse de l’espaceur tripartite 90.

Une fois obtenu, l’intégration de cet espaceur dans la sonde ELF-97 pour β-lactamases

a pu être tentée. Ce projet a fait l’objet d’un stage de recherche en France d’une étu-

diante de l’équipe du Pr Kikuchi : Maho Umeno, stage qu’elle a effectué sous ma res-

ponsabilité. La voie de synthèse envisagée et suivie est semblable à celle utilisée pour

la synthèse de la sonde modèle 73. Les premières étapes de préparation du substrat

(déprotection de l’acétate, double protection et activation de l’alcool) sont d’ailleurs

communes et ont été répétées avec succès dans le cadre de ce stage. Le couplage avec

l’espaceur est alors réalisé avec le nouvel intermédiaire 90. Les dernières étapes sont

de nouveau similaires à la première synthèse : déprotection pallado-catalysée de l’allyle

puis couplage avec le chloroformiate de l’ELF-97 et n’ont pas posé de problèmes par-

ticuliers. La dernière étape de déprotection est grandement facilitée par les conditions

identiques de retrait des groupements diphénylméthyle et Boc : par réaction au TFA.

Cependant, le produit final n’était, contrairement à l’habitude, pas visible par MS. Cela

complique fortement le suivi réactionnel et d’autant plus l’étape de purification finale

par HPLC. D’ordinaire, une évaluation des temps de rétention est effectuée sur une

colonne similaire mais montée sur une LC-MS. Mais ici, le produit n’étant pas visible,
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il est compliqué de prévoir son temps de rétention et la purification a été réalisée "à

l’aveugle". Néanmoins, un produit a pu être isolé, et est désormais visible par MS avec

un pic moléculaire correspondant à la sonde désirée. En revanche, la quantité isolée est

à nouveau très faible : moins d’un milligramme. La synthèse sera donc à refaire afin

d’obtenir des quantités suffisantes pour une caractérisation physico-chimique classique.
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Figure 96 – Voie de synthèse pour l’obtention de la sonde 94.

Une première évaluation biologique a tout de même pu être menée. Une cinétique

d’apparition de fluorescence in vitro a été effectuée, dans les mêmes conditions que

la sonde modèle 73. Mais dans ce cas le résultat est bien différent : aucun signal n’a

pu être obtenu, autant en présence qu’en l’absence de l’enzyme cible (pénicillinase).

Cela est surprenant car la charge positive supplémentaire est relativement éloignée du

cycle β-lactame, du moins autant que pour les céphalosporines de quatrième génération.
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II.5 Conclusions et perspectives du chapitre II

Ce deuxième chapitre marque la possibilité de cibler une nouvelle famille d’en-

zymes présentant de multiples applications : les β-lactamases. Ces dernières s’ajoutent

aux peptidases et glycosidases et démontrent ainsi la versatilité de la technologie. La

synthèse d’une sonde modèle a pu être effectuée, malgré les difficultés synthétiques

inhérentes à ces molécules relativement complexes (plus de 40 carbones et 3 centres

stéréogènes) ainsi qu’à l’instabilité intrinsèque aux cycles β-lactames. Une validation

de la performance de cette sonde 73 in vitro et in cellulo nous a incité à viser des appli-

cations plus complexes. Dans ce cadre, un séjour de recherche à l’Université d’Osaka a

permis l’obtention de résultats préliminaires encourageants, qui appellent à être pour-

suivis.

Un problème récurrent à travailler avec des noyaux pénicillines ou céphalosporines

est la faible perméabilité membranaires des molécules les incorporant. Pour contour-

ner cette difficulté, une sonde analogue a été synthétisée. Inspirée par la littérature

abondante sur les pro-médicaments antibiotiques, elle porte une charge positive sup-

plémentaire, compensant alors la charge négative du carboxylate à l’origine de l’im-

perméabilité. Pour ajouter cette charge, un espaceur, dit tripartite, et développé par

Maxime Prost, a été incorporé. Sa synthèse a dans le même temps été améliorée pour

éviter l’utilisation de réactifs dangereux (tel le s-BuLi, notamment à grande échelle).

Malheureusement, cette sonde n’a pas présenté les performances espérées, que ce soit

in vitro ou in cellulo. Plusieurs perspectives persistent ainsi sur ce projet. L’obtention

d’un analogue perméable est évidemment un objectif majeur. Pour cela, des variations

au niveau de la charge positive ajoutée, ou sur une possible estérification du carboxylate

sont envisageables (Figure 99).

D’autres membres de la large famille des β-lactamases pourraient également être

ciblés et constituent une autre perspective de travail. Pour autant, tous les noyaux

β-lactames ne sont pas utilisables. Il faut, en effet, qu’ils possèdent une double liai-

son conjuguée avec l’azote du β-lactame. Nous pourrions donc envisager d’utiliser les

noyaux pénème, carbapénème, carbacéphème ou encore oxacéphème (Figure 100). Pou-

voir cibler uniquement un type de β-lactamase parmi les autres pourrait être un énorme

avantage pour la discrimination de la nature d’une souche résistante chez un patient

contaminé.
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Pour l’autre application visée de ces sondes (en tant qu’outil pour la biologie mo-

léculaire), la collaboration avec l’équipe japonaise est toujours en cours. Une fois les

deux sondes, perméable ou non, obtenues, il faudra éventuellement pouvoir les utiliser

conjointement. Pour cela, ces deux sondes ne devront pas relarguer le même fluoro-

phore, sans quoi la discrimination du signal provenant de chaque sonde ne sera pas

possible. Il faudra alors pouvoir proposer une structure de sonde libérant un autre

fluorophore que l’ELF-97. Cette possibilité ouvrirait également de nombreuses possibi-

lités d’applications à toutes les sondes de l’équipe. Ce projet fera l’objet du troisième

et dernier chapitre de cette thèse.
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Chapitre III

Fluorophore rouge et NIR, en route

vers l’in vivo

Les sondes présentées dans les deux premiers chapitres ciblent des activités enzyma-

tiques assez variées, elles ont cependant toutes un point commun : le fluorophore utilisé.

Ces sondes, en présence de peptidases, glycosidases et maintenant β-lactamases, re-

larguent l’ELF-97 afin de développer leur signal. Malgré ses propriétés exceptionnelles,

il pourrait être intéressant de changer de fluorophore utilisé pour plusieurs raisons. On

pourrait imaginer améliorer encore les caractéristiques de l’ELF-97 comme son rende-

ment quantique de fluorescence ou son insolubilité. Toutefois, la priorité était plutôt

la recherche de composés fluorescents à d’autres longueurs d’onde, tout en gardant

certains éléments essentiels à la technologie : forte insolubilité et mécanisme ESIPT

notamment. Utiliser d’autres couleurs d’émission pourrait permettre la détection si-

multanée de multiples activités enzymatiques en utilisant plusieurs sondes avec des

fluorophores différents. Mais le principal objectif est d’obtenir des sondes fluorogènes,

à rétention du signal par précipitation, émettant dans le rouge ou le proche infrarouge,

ou Near-Infrared (NIR). Cette caractéristique est, comme on va le voir par la suite,

nécessaire pour envisager une imagerie in vivo.
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III.1 Feu vert ? On ne traverse pas...

III.1.1 Les fenêtres de transparence biologique

Le fait qu’une lumière assez intense puisse traverser les tissus biologiques humains

est sûrement connu depuis des siècles. À première vue pourtant, notre corps semble

opaque à la lumière. Toutefois, en appliquant une source lumineuse assez puissante sur

une zone où les tissus ne sont pas trop épais (mains, joue, etc.) il est possible d’observer

le passage de certains photons. Une première preuve remonte au milieu du 17e siècle

sur une peinture de Georges de la Tour : "Saint Joseph Charpentier", dans laquelle

on peut observer une lueur rouge passer à travers les doigts d’un enfant, éclairés en

transmission par une bougie. Cette expérience, très facile à reproduire (avec un flash

de portable par exemple), montre également un premier point : la gamme spectrale qui

semble le mieux traverser les tissus est située dans le rouge.

(a)

(b)

Figure 101 – Illustration du tableau "Saint Joseph Charpentier" du peintre Georges de la

Tour, milieu du 17e siècle, avec (b) : zoom sur la main éclairée en transmission par une bougie,

présentant une lueur rouge.

Nous avons vu dans l’introduction de l’imagerie optique (section 1.4, p. 17) les

premières applications de transilluminations pour tenter d’utiliser cette faible traver-

sabilité à des fins médicales. Cependant, les faibles cas concrets où ces méthodes sont

applicables (tissus fins, sources lumineuses assez puissantes) n’ont pas permis un essor

de l’imagerie optique des milieux biologiques. Par rapport aux autres modalités (IRM

et médecine nucléaire principalement), son principal défaut est, en effet, la mauvaise
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pénétration des rayons lumineux dans les milieux biologiques. Avant même de parler de

l’autofluorescence des tissus, deux phénomènes limitent grandement le libre déplace-

ment des photons : l’absorption et la diffusion. Il faut aussi garder en tête que le trajet

est double : la lumière doit effectivement traverser une première fois les tissus pour

atteindre l’objet d’étude, puis faire le même parcours en sens inverse pour parvenir au

détecteur. Une partie du signal peut également être perdu par réflexion sur la peau, ou

la première couche rencontrée.

Les tissus biologiques sont des milieux complexes, composés de fluides et matrices

solides dans lesquels on peut retrouver une énorme variétés de composés chimiques.

Ceux-ci peuvent présenter des caractéristiques d’absorbance des ondes électromagné-

tiques, notamment dans le visible et les zones spectrales proches (UV et Infrarouge

(IR)). Les principaux exemples sont probablement l’hémoglobine donnant la couleur

rouge au sang et la mélanine, désignant de nombreux colorants de la peau, des cheveux

et des yeux. Ces derniers jouent notamment un rôle de protection des rayons UV du

soleil et présentent, de ce fait, une absorbance intense dans cette zone. L’hémoglobine

présentant une couleur rouge, elle absorbe également davantage dans la zone bleu-vert.

D’autres (bio)molécules telles les protéines présentent également des absorptions va-

riées, mais aussi des composés plus simples dont un que l’on peut retrouver partout

dans le corps : l’eau. Bien qu’incolore, cette dernière présente une absorption dans

l’infrarouge, globalement croissante avec la longueur d’onde.

En sommant ces absorptions, on peut retrouver certaines zones spectrales où la

lumière traversera de manière préférentielle : on parle de fenêtres de transparence bio-

logique. Selon les sources ces fenêtres sont au nombre de 2 à 4, mais 3 sont souvent

retenues : la première entre 600 et 1000 nm, la deuxième de 1000 à 1350 nm et la

dernière de 1550 à 1850 nm. La première, et dans une moindre mesure, la deuxième,

constituent la majorité des applications pour la plus grande simplicité d’obtention de

composés luminescents à ces longueurs d’onde proches du visible (on parle d’ailleurs

du domaine du proche infrarouge, ou NIR).
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Figure 108 – Structure de certains composés connus pour leur fluorescence décalée vers le

rouge et le NIR.

Pouvoir réaliser la localisation et donc l’imagerie d’activités enzymatiques chez

l’Homme est le but ultime affiché de notre technologie. Cependant, le fluorophore ac-

tuellement incorporé dans nos sondes, l’ELF-97, présente une bande d’excitation dans

l’UV et d’émission dans le vert. Ces deux facteurs sont, pour les raisons évoquées pré-

cédemment, loin d’être optimaux. Le rayonnement dans l’UV, en plus d’être quasiment

absorbé instantanément, présente une intense toxicité envers les cellules. Grâce à l’im-

portant décalage de Stokes, l’émission est relativement décalée vers le rouge mais son

maximum reste autour des 525 nm. Ce fort déplacement permet tout de même une cer-

taine atténuation de l’autofluorescence, les composés en étant responsables présentant

souvent des décalages de Stokes bien plus faibles et seront donc négligés par l’appli-

cation de filtres optiques adéquats. Sa forte intensité d’émission nous a ainsi poussé à

tenter d’imager une activité enzymatique in vivo, dans un premier temps sur le petit

animal : la souris. Pour cela, une collaboration est née avec les docteurs Jean-Luc Coll

et Véronique Josserand, à la tête de la plateforme d’Imagerie Optique du Petit Animal

(OPTIMAL), au sein de l’Institute for Advanced Biosciences à Grenoble. Spécialistes

de l’imagerie murine, notamment dans le domaine du NIR, leur maîtrise des outils

optiques dans les grandes longueurs d’onde pourrait permettre de tester d’éventuelles

sondes incorporant des fluorophores NIR.
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conforte alors le projet de travailler à de plus grandes longueurs d’onde. Toutefois, la

fluorescence reste très localisée au sein de la tumeur, attestant de la bonne rétention du

signal sur place, confirmant ainsi pour la première fois les observations faites in cellulo.

L’ELF-97 ne semble donc pas être un bon choix de fluorophore pour des applications

où plusieurs couches de tissus sont à traverser.

Mais avant de mettre de côté l’ELF-97, il faut tout de même lui reconnaître un

dernier avantage : la possibilité d’effectuer de l’imagerie avec excitation biphotonique,

aussi appelée absorption à deux photons (ADP). Sans rentrer dans trop de détails, ce

phénomène d’optique non linéaire fut théorisé par Maria Göppert Mayer en 1931 et

observé expérimentalement 30 ans plus tard. En présence d’une intensité lumineuse

assez puissante pour observer ces effets non-linéaires, une molécule peut absorber deux

photons de basse énergie en passant par un état virtuel. Elle se retrouve finalement dans

un état excité d’ordinaire atteint par l’absorption d’un seul photon. Le flux important

de photons nécessaire requiert une focalisation de la source lumineuse, généralement

un laser, en un point. Cette condition entraîne une réduction du bruit de fond en

réduisant la quantité de molécules excitées en dehors du champ d’intérêt. Mais le

principal avantage est le décalage vers le rouge de l’excitation, une molécule ayant un

maximum d’excitation à λ aura un maximum d’excitation ADP à 2λ, ou un peu moins

si elle n’est pas centrosymétrique. Pour les mêmes raisons étudiées précédemment ce

décalage permet d’optimiser la quantité de lumière excitatrice traversant les tissus,

et donc améliore les performances in vivo. Mais pour être observable, il faut que le

fluorophore utilisé présente une section efficace σ suffisamment élevée. Cette section

efficace quantifie en effet l’ADP et dépend notamment de la susceptibilité non-linéaire

de troisième ordre de la molécule. La section efficace de l’ELF-97 n’est pas référencée

mais des applications d’imagerie ont déja été publiées ou réalisées dans l’équipe. [282]

Cette possibilité d’appliquer la méthode d’ADP à l’ELF-97 pourrait améliorer cer-

taines performances en imagerie, mais ne serait probablement pas suffisante pour une

application in vivo, comme la détection de tumeur. Même avec une excitation dans le

rouge ou le NIR, la lumière émise dans le vert n’est pas assez pénétrante : un rayon

lumineux autour de 520 nm parcourt en moyenne 2 cm avant d’être complètement

absorbé. [80] Toutefois, pour des applications in cellulo, l’ADP pourrait permettre une

réduction de l’autofluorescence et donc une amélioration de la résolution des images

obtenues. Elle permet aussi de s’affranchir de l’excitation UV habituellement employée

pour l’ELF-97, évitant ainsi les effets cytotoxiques.
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Absorption 
2 photons
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Absorption 
1 photon
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(b)

Figure 110 – Illustration (a) du principe d’ADP et (b) comparaison de la fluorescence du

safranin O, excité à 1 photon (λex = 543 nm, en haut) et à 2 photons (λex = 1046 nm, flèche),

on remarquera la différence de focalisation du signal avec l’ADP. [419]

Dans le cadre de l’imagerie in vivo, l’objectif est donc clair : il faut trouver un

fluorophore alternatif à l’ELF-97, dont l’émission serait décalée autant que possible

vers le NIR, tout en conservant le côté précipitant pour la résolution et bien sûr une

émission assez intense pour être applicable (la possibilité d’exciter à deux photons serait

également un plus). Le mécanisme ESIPT devrait être aussi conservé pour permettre

l’extinction totale de la fluorescence une fois le fluorophore couplé au reste de la sonde,

en plus d’entraîner de forts déplacements de Stokes.

III.1.4 Pour traverser, on passe au rouge

Pour décaler une émission fluorescente vers le rouge, il existe plusieurs stratégies

connues. La première, très répandue, joue sur la conjugaison électronique. Les fluoro-

phores sont des molécules souvent composées de cycles aromatiques. En étendant la

conjugaison, par exemple par ajout de ponts éthylènes, on augmente schématiquement

le nombre d’états électroniques accessibles aux molécules. L’écart énergétique entre

état fondamental et excité est alors possiblement réduit, augmentant alors la longueur

d’onde d’une émission de photons due à une désexcitation entre ces deux états. Une

autre stratégie est d’utiliser des molécules dipolaires, notamment à l’état excité. En

plaçant des groupements électroattracteurs et électrodonneurs sur une molécule, reliés

entre eux par un système π-conjugué, on obtient souvent des composés dont la polarité

augmente fortement à l’état excité par réorganisation spatiale des charges (phénomène
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nues n’avaient pas permis une analyse spectroscopique. Finalement, le Dr Martin Ipuy

avait effectué son stage M2 dans l’équipe avec, comme projet de recherche, la synthèse

de nouveaux composés HPQ avec système conjugué étendu, ou des analogues de type

hydroxyphenyl-benzothiazoles. De la même manière, l’impossibilité d’obtenir les cibles

moléculaires (notamment à cause de l’insolubilité des intermédiaires) n’a pas permis

d’identifier de variantes intéressantes. Des exemples de ces structures sont donnés dans

la Figure 112 ci-dessous.
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Figure 112 – Structures moléculaires des précédentes cibles de fluorophores ESIPT rouges

ou NIR de l’équipe.

Avant mon stage expérimental de M2 dans l’équipe, j’ai également effectué un stage

bibliographique sur l’identification de nouvelles cibles de fluorophores ESIPT, avec

une émission décalée vers le rouge. L’état de l’art de l’époque a pu faire ressortir une

structure commune semblant favoriser une émission conséquente après 600 nm. Un

groupement phénol central est toujours utilisé comme groupement donneur de liaisons

hydrogènes pour l’effet ESIPT. Les groupements accepteurs varient et peuvent être

des dérivées azotés ou oxygénés, placés en position ortho du phénol, et formant le

plus souvent un cycle à 6 membres lorsque la liaison hydrogène est présente. Pour

intensifier l’émission, on retrouve le plus souvent un groupement électrodonneur en

position para du phénol (éventuellement aussi sur l’autre position ortho) ainsi qu’un

groupement électroaccepteur en position meta. Cette structure globale est représentée

dans la Figure 113. Celle-ci ne permet pas d’assurer une émission rouge intense du

fait des nombreux paramètres influençant de tels phénomènes à l’état solide, mais elle
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Figure 115 – Voie de synthèse améliorée pour l’obtention du fluorophore 103.

Cette voie de synthèse a ainsi permis d’augmenter le rendement de la dernière étape

à 61 %, permettant d’obtenir assez de poudre pour envisager une analyse au fluorimètre.

Visuellement, une poudre verte, légèrement fluorescente rouge sous lampe UV est ob-

servable. Une mesure des spectres d’excitation et d’émission ainsi que de rendement

quantique a été effectuée grâce à une sphère d’intégration. Celle-ci permet une me-

sure absolue de ce rendement quantique, en s’affranchissant des mesures d’absorbance

(difficiles à l’état solide), en comparaison avec un composé de référence. Un maximum

d’émission est obtenu à 665 nm, ce qui semble légèrement supérieur à celui obtenu dans

l’étude initiale. Le rendement quantique a aussi pu être déterminé mais s’avère plutôt

décevant : seulement 2 %. Cette valeur confirme l’observation visuelle d’une intensité

de fluorescence trop faible. Cette cible a donc été abandonnée avec regrets, le composé

103 présente, en effet, une insolubilité plutôt intéressante pour la rétention du signal.

Durant sa synthèse, il n’a, par exemple, pas été possible de solubiliser le fluorophore

dans des solvants organiques classiques (le produit est même lavé au diméthylforma-

mide (DMF)), seule une très faible solubilité dans le diméthylsulfoxyde (DMSO) a

permis la réalisation du spectre RMN.

III.2.2 La famille des chalcones

Identifié tout d’abord lors de mon stage bibliographique de M2, le motif 2’-hydro-

xychalcone semble favoriser une fluorescence intense à l’état solide, par un phénomène

d’ESIPT. De nombreux composés basés sur cette structure ont été étudiés pour leur

propriétés de luminescence, appliqués aux matériaux optiques (propriété d’Amplified

Spontaneous Emission (ASE)) ou pour le développement de lasers. [426–431] Ces fluo-
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rophores ont également été utilisés pour la détection de protéines comme la Human

Serum Albumin (HSA) [432], d’empreintes digitales [433], de la cystéine [434], ou encore en

application théranostique pour le cancer, par un double pro-médicament activé par le

glutathion. [435] La détection d’une activité enzymatique phosphatase a même pu être

démontrée avec une sonde ratiométrique à base de ce motif chalcone. [200] Les émissions

sont, en général, au-delà des 600 nm mais certains groupes ont tenté de décaler encore

davantage cette valeur en utilisant la stratégie d’extension du système π. [436–438] Dans

ces molécules, la partie phénol est remplacée par un groupement 1-napthol. Ces compo-

sés utilisent alors les trois principales stratégies de décalage vers le rouge (extension du

système π, caractère dipolaire avec un groupement donneur dialkylamine et accepteur

hydroxyacétonapthone et mécanisme ESIPT), leur permettant de dépasser les 700 nm

en maximum d’émission.

En se basant sur cette étude bibliographique, un protocole expérimental a été déter-

miné. Pour obtenir cette structure commune, une réaction d’aldolisation/crotonisation

entre un motif arylméthylcétone et un benzaldéhyde est nécessaire. Après plusieurs

essais de changement de base, solvant et temps réactionnel, une procédure simplifiée

a pu être obtenue : un mélange équimolaire des deux réactifs est placé dans l’éthanol,

puis une quantité stœchiométrique de pyrrolidine est ajoutée. Après réaction sur la

nuit, le produit précipite et une filtration permet d’obtenir le produit final, sous forme

pure après un rapide lavage.
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Figure 116 – Schéma de synthèse des fluorophores de la famille des chalcones.

Grâce à ce protocole, de nombreux composés, déjà décrits ou non, ont été synthé-

tisés ; leurs structures sont regroupées dans la Figure 117 ci-dessous.
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des émissions plus ou moins intenses, avec des maximums d’émission allant de 586 nm

à 652 nm. Pour analyser plus finement ces émissions, certains composés ont donc été

analysés au fluorimètre (courbes d’émission données en Annexes, voir section 141, p.

250). Les valeurs de rendements quantiques de fluorescence à l’état solide, des maxi-

mums d’émission sont présentées dans le tableau ci-dessous (Figure 119).
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Figure 119 – Rendements quantiques de fluorescence et maximum d’émission de certains

composés de la famille des chalcones.

Il est assez ardu d’essayer de rationaliser les valeurs obtenus, car l’arrangement des

molécules à l’état solide, dont dépends l’émission, est relativement empirique. La pré-

sence de groupements tert-butyles, très encombrant, favorise d’ordinaire la fluorescence

à l’état solide par un éloignement des molécules entres elles, limitant alors les interac-

tions intermoléculaires souvent responsable d’une extinction de la fluorescence. Mais

ici, les deux composés portant un (114) ou deux (121) groupements tert-butyle(s) pos-

sèdent des émissions quasi négligeables. L’extension du système en utilisant un noyau

naphtyle semble lui favoriser une émission décalée vers le rouge pour le composé 113
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Malgré des performances en deçà des valeurs rapportées dans la littérature, nous

sommes tout de même en possession de (nouveaux) composés ESIPT approchant les

700 nm en émission, avec des rendements quantiques suffisants pour envisager une in-

corporation dans des sondes. Néanmoins, un paramètre pourrait poser problème : la

solubilité de ces produits. En effet, le cahier des charges pour l’émission est respecté

mais ces nouvelles cibles doivent toujours conserver le critère d’insolubilité pour obte-

nir une technologie viable. Sans précipitation on risque évidemment une diffusion du

signal mais peut-être même une absence de ce signal. Ces dérivées de chalcones sont

des molécules présentant un effet AIE intense : elles ne fluorescent quasiment pas lors-

qu’elle sont solubilisées. [200,433] En absence de précipité, il serait donc logique de ne pas

observer de fluorescence. Cette inquiétude au niveau de la solubilité naît d’observations

expérimentales : ces chalcones sont très solubles dans les solvants apolaires comme le

dichlorométhane (DCM) (contrairement à l’ELF-97) et partiellement dans les solvants

polaires tel le méthanol. Même si la solubilité semble très faible lorsque l’on place un

peu d’un fluorophore dans l’eau, cela pourrait poser problème si le fluorophore est peu

à peu relargué dans le milieu aqueux, additionné à la faible concentration de travail,

il est possible que cela empêche la précipitation d’avoir lieu. Pour ces raisons, une

nouvelle gamme de composés a été envisagée.

III.2.3 La famille Akutagawa

Cette famille de composés a également été identifiée lors de mon stage bibliogra-

phique de M2 et est issue d’un papier publié en 2014 par l’équipe du Pr Akutagawa.

La structure de cette famille de quatre composés se rapproche très fortement de la

structure paraissant optimale pour obtenir des fluorophores ESIPT rouges performants

(Figure 121). On retrouve ainsi un phénol, substitué par deux groupements fortement

électroattracteurs (benzothiazoles) au niveau des positions ortho, tous deux accepteurs

de liaisons hydrogène pour le mécanisme d’ESIPT. La variation s’observe au niveau de

la position para, avec la présence d’un groupement électrodonneur : méthoxy, éthoxy,

propoxy ou butoxy. À l’état solide, les quatre présentent une intense émission fluores-

cente, rouge pour les deux premiers et orange pour les deux derniers. Ces différences

de couleur d’émission sont expliquées par une rationalisation des arrangements molé-

culaires des différents composés, obtenus par les structures aux rayons X. Le composé

méthoxy présente un maximum d’émission à 647 nm pour un rendement quantique de

17 %, 633 nm et 32 % pour l’analogue éthoxy.
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Pour plusieurs raisons, des variantes de cette structure ont été envisagées. La princi-

pale correspond aux échecs des premiers couplages avec ce fluorophore, en utilisant les

conditions appliquées d’ordinaire à l’ELF-97. Sans être démontré, un encombrement

stérique trop important du phénol a été avancé. De plus, tester des variations struc-

turales pourrait amener un nouveau candidat avec une émission plus intense ou plus

décalée vers le rouge. Dans cette optique, une stratégie d’éloignement d’un des grou-

pements benzothiazoles a été tenté. Pour conserver l’effet électroattracteur supposé

bénéfique pour la fluorescence, l’ajout d’un pont éthylène a été choisi. Le phénomène

ESIPT aura alors normalement lieu avec le benzothizaole non touché, tandis que le

second exercera toujours son côté électroattracteur. L’extension du système conjugué

pourrait également participer à un décalage de l’émission vers le rouge.

La synthèse est par ailleurs simplifiée car aucune double formylation n’est à réaliser,

comme c’était le cas pour la première version (Figure 123). Cette étape était limitante

pour la synthèse du composé 97 avec un rendement maximal obtenu de 7 %. Ici, une

première formylation du 4-méthoxyphénol est effectuée, suivie par la formation du

benzothiazole par réaction avec le 2-aminothiophénol (ce rendement de 24 % pourrait

facilement être amélioré). La deuxième formylation est ici très efficace (rendement

de 99 %) et une réaction de Knœvenagel avec le 2-benzothiazol-acétonitrile permet

d’obtenir le composé final 142.
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Figure 123 – Voie de synthèse pour l’obtention de variantes structurales au fluorophore 97,

présentant un accès plus important au phénol.

Le choix de travailler avec le 2-benzothiazoleacétonitrile a été fait pour tenter de

renforcer davantage l’effet électroattracteur. La synthèse a été également effectuée par

Léa Mélin et après la réaction finale, un produit a précipité (comme c’est d’habitude le
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cas pour ce protocole) et a pu être isolé. Il s’agit alors d’une poudre jaune, fluorescente

rouge sous lampe UV (365 nm). Ces indices laissent donc penser à l’obtention du

composé attendu. Malheureusement, aucun spectre RMN n’a pu être obtenu, quelque

soit le solvant utilisé, et même en présence de TFA. Cette impossible caractérisation

n’est pas pratique mais reste un bon signe pour le critère d’insolubilité maximale. Une

étude spectroscopique de ce composé a été effectuée récemment par Alix Tordo et a

montré un maximum d’excitation à 700 nm pour un rendement quantique à l’état solide

de 7 %. On a donc obtenu une nouvelle structure, avec une émission d’une part plus

intense et d’autre part davantage vers le NIR, tout en conservant (voire accentuant) le

côté insoluble.

Toutes ces structures présentent des potentiels variés en vue d’une intégration dans

une sonde à activité enzymatique. Toutefois, aucun fluorophore ne dépasse les 700 nm

en émission. La fluorescence obtenue reste donc dans le rouge en se rapprochant du NIR,

mais sans l’atteindre. L’obtention de composés ESIPT émettant au-delà de 700 nm se-

rait donc un objectif important, notamment pour minimiser les phénomènes de diffusion

et d’autofluorescence.
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de côté sans avoir de réelle explication sur ces différences. Une différence d’arrangement

des molécules entres elles à l’état solide entre leur synthèse et la notre pourrait être

avancée. L’obtention de la structure aux rayons X de notre échantillon pour examiner

les possibles différences pourrait apporter un éclairage sur la question.
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Figure 125 – Voie de synthèse du fluorophore 144.

Les autres rares composés présentant une émission ESIPT au-delà des 700 nm ne le

font qu’en solution (aucune valeur à l’état solide n’est, à notre connaissance, décrite).

Pour ne citer qu’un exemple, l’équipe du Pr Pi Tai Chou a réussi, en utilisant un grou-

pement aniline comme donneur de liaisons hydrogène, à obtenir des émissions jusqu’à

770 nm. Toutefois, les rendements quantiques (en solution) obtenus sont très faibles, si

ce n’est infimes (moins de 0,01 %). [441] Il faudrait donc disposer d’une nouvelle struc-

ture permettant d’obtenir une meilleure intensité d’émission à ces longueurs d’onde,

mais également que cette émission soit présente à l’état solide.

III.3.2 Un nouvel espoir

Le groupement hydroxyindénone est connu pour présenter un mécanisme d’ESIPT

entre le phenol donneur et le carbonyle accepteur. Plusieurs composés incorporant

ce motif présentent une émission fluorescente à l’état solide grâce à ce phénomène, on

peut par exemple citer l’hydroxyfluorénone, connu pour présenter une telle fluorescence.

En ajoutant un cycle aromatique supplémentaire (hydroxybenzofluorénone), on peut

modifier partiellement ses propriétés spectroscopiques et se décaler vers le rouge, voire

obtenir une émission double : depuis la forme énol et cétone simultanément. [442,443]

Cependant une publication récente a attiré notre attention. Dans celle-ci, une équipe

s’est intéressée à cette structure hydroxybenzofluorénone, pour étudier l’importance du

placement du cycle benzénique supplémentaire ainsi que de sa substitution par divers

groupements. [444] Cette étude est réalisée uniquement par des outils théoriques mais

les émissions modélisées ont montré des valeurs dépassant les 800, voire 900 nm en
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Figure 127 – Voie de synthèse développée pour la synthèse du fluorophore 149.

Le composé est une poudre rouge ne présentant pas d’émission visible lorsqu’elle

est placée sous lampe UV (365 nm). Ce n’est, à première vue, pas une mauvaise nou-

velle car les émissions prédites dépassent les 800 nm, zone où l’œil humain n’est plus

sensible. Pour analyser plus finement cette possible fluorescence, le composé a été une

nouvelle fois analysé au fluorimètre. Malheureusement aucune fluorescence n’a pu être

détectée dans les conditions testées (poudre dans une sphère d’intégration). Cette ab-

sence peut s’expliquer par plusieurs raisons. La plus simple étant que le composé n’est

peut-être pas fluorescent : les émissions calculées restent théoriques et ne sont jamais

garanties dans les conditions expérimentales. De plus, les calculs n’ont pas été effectués

sur le fluorophore à l’état solide. Il est, en effet, très compliqué de prévoir l’arrange-

ment spatial des molécules dans cet état, et donc aussi dur de prédire les interactions

moléculaires qui pourraient empêcher les désexcitations radiatives de se produire. En-

fin, l’explication est éventuellement matérielle : les deux fluorimètres à disposition du

laboratoire sont optimisés pour les zones du visible et du NIR II respectivement. Ils

ne sont ainsi pas du tout adaptés pour la zone 800-1000 nm où l’émission pourrait se

trouver, et ne serait pas détectable le cas échéant. Ce souci de détection est renforcé

par la probable faible intensité du signal attendu, un décalage vers le rouge s’accom-

pagne le plus souvent d’une perte de rendement quantique. Le faible écart énergétique

entre état excité et fondamental permettant à d’autres processus de désexcitation non

radiatifs de se produire. Des études plus poussées sont donc nécessaires pour confirmer

cette absence, ou non, de fluorescence.

Nous ne disposons donc toujours pas dans l’équipe de fluorophores compatibles

émettant dans la fenêtre NIR, au-delà de 700 nm. Par compatible, on entend un fluo-
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rophore ESIPT pour l’extinction facile et complète de l’émission un fois incorporé

dans une sonde, ainsi que les grands décalages de Stokes atteignables. Ce fluorophore

doit également présenter un seuil de solubilité aussi faible que possible pour conserver

voire renforcer le côté précipitant, nécessaire à la rétention efficace du signal. Enfin,

l’émission fluorescente se doit d’être suffisamment intense pour permettre la détection

avec une résolution performante. Certains candidats obtenus, présentent tout de même

des émissions ESIPT dans le rouge lointain avec des propriétés de solubilités parfois

très intéressantes. Il serait donc séduisant d’étudier leur intégration dans des sondes à

activités enzymatiques.

174



III.4 Tentative d’incorporation dans des sondes pour activités enzymatiques

III.4 Tentative d’incorporation dans des sondes pour

activités enzymatiques

III.4.1 La méthode traditionnelle

La procédure classique de couplage d’un fluorophore, donc l’ELF-97 jusqu’à mainte-

nant, implique l’activation au triphosgène du phénol (fluorophore) suivie par l’ajout de

l’amine pour compléter la formation du carbamate tertiaire. Ces conditions sont plutôt

atypiques, compte-tenu du fait que la procédure majoritairement utilisée dans la litté-

rature est inverse : activation de l’amine puis ajout du phénol. Ces conditions avaient

logiquement été envisagées dans un premier temps, notamment par Maxime Prost du-

rant sa thèse. Dans ce cas, aucun couplage n’a jamais pu être observé, à cause de la

formation d’un sous-produit indésirable. Une fois l’amine activée par un agent carbo-

nylant (type 1,1’-carbonyl-di-imidazole (CDI), 1,1’-carbonyl-di-(1,2,4-triazole) (CDT),

4-nitrophénylchloroformiate ou encore triphosgène), la très forte préorganisation due à

l’espaceur permet en effet une cyclisation intramoléculaire par attaque nucléophile du

carbamate secondaire déjà présent sur le carbonyle nouvellement ajouté (Figure 129).

L’"urée" ainsi formée ne permet plus le couplage avec le fluorophore. Ce sous-produit

a pu être détecté et isolé pour confirmer l’explication.
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Figure 128 – Réaction parasite menant à la formation de l’"urée" cyclique au lieu du chlorure

de carbamoyle.

L’activation du fluorophore est alors une bonne alternative, malgré l’utilisation in-

dispensable du triphosgène. Les autres agents carbonylants ne permettant pas l’acti-

vation de l’ELF-97, probablement à cause de sa forte insolubilité abaissant fortement

sa réactivité.

En utilisant ce protocole développé pour l’ELF-97, plusieurs fluorophores nouvel-

lement obtenus ont tenté d’être activés. Les composés 107 et 97 ont notamment été

choisis comme représentants modèles de leur famille respectives (chalcones et "Akuta-

gawa"). Sur les différents essais effectués, aucun produit d’activation (chloroformiate)
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n’a pu être isolé ou même détecté malgré des changements de couleurs observables

indiquant une certaine réactivité. L’ajout d’amine pour tenter un couplage a tout de

même été tenté mais sans succès. Après réaction, un mélange complexe de produits est

obtenu, dont aucun n’est réellement identifiable (par RMN ou MS), même après co-

lonne chromatographique. Il est ainsi compliqué de comprendre les raisons de l’absence

de produit désiré.
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Figure 129 – Protocole usuel pour l’activation puis le couplage de l’ELF-97.

Quelques explications peuvent être avancées pour tenter de comprendre cet échec

synthétique. La solubilité du fluorophore engagé peut jouer un rôle important. Le com-

posé 107, contrairement à l’ELF-97, est soluble dans le DCM, ce dernier étant le solvant

réactionnel de la réaction de chloroformylation. On peut alors penser à une possible

réaction croisée : un composé 107 chloroformylé pourrait réagir avec un analogue non-

activé, formant alors un carbonate (Figure 130).

Au contraire, le composé 97 semble encore moins soluble que l’ELF-97. Cette intense

insolubilité pourrait empêcher une réactivité suffisante pour l’activation. Les groupe-

ments présents sur ces nouvelles cibles peuvent aussi être à l’origine du problème.

Comme évoqué précédemment, les unités benzothiazoles, de taille non-négligeable,

peuvent créer une gêne stérique empêchant l’activation ou le couplage. La présence

d’une amine tertiaire sur le composé 107 pourrait aussi être problématique.
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Figure 130 – Possibles raisons expliquant l’absence de couplage avec d’autres fluorophores

que l’ELF-97.

III.4.2 Autres solutions et nouvelles possibilités

Pour étudier les propriétés de rétention du signal, une comparaison est parfois ef-

fectuée avec des sondes possédant le même substrat déclencheur, mais libérant un fluo-

rophore hydrosoluble. La 4-méthylumbelliférone (4-MU) est souvent employée dans ce

cas pour son extinction efficace de fluorescence une fois couplée par la fonction phénol.

Pour intégrer un tel fluorophore dans une sonde, un protocole différent de l’ELF-97

est utilisé. L’utilisation du triphosgène est toujours présente mais s’effectue en milieu

biphasique soude/DCM (Figure 131). Une possible interprétation serait l’extraction en

phase organique du chloroformiate pour l’empêcher de réagir avec le fluorophore tou-

jours présent en phase aqueuse basique (sous forme de phénolate). Ces conditions ont

donc été testées récemment avec un candidat soluble, du moins en milieu organique, la

chalcone 107.
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Figure 131 – Conditions expérimentales alternatives pour l’activation de fluorophore.
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Lors de cet essai, de nombreux changements de couleurs ont été observés, attestant

une certaine réactivité. Un suivi réactionnel par MS et RMN a été effectué sans pouvoir

conclure sur l’apparition du produit. Une tentative d’isolation a laissé progressivement

apparaître un précipité rouge lors de l’évaporation. Celui-ci présente une fluorescence

rouge et a été identifié comme étant le produit de départ 107. Sans pouvoir l’affirmer,

il semble que le chloroformiate puisse se former dans ces conditions, mais qu’une isola-

tion est rendue impossible par l’instabilité d’un tel composé (comme c’est le cas pour

l’ELF-97). Il faudrait donc retenter la manipulation en rajoutant l’amine in situ, sans

isoler l’intermédiaire activé. Toutefois, cette expérience n’a pas été tentée car une autre

stratégie a fonctionné dans le même temps.

Mise au point par Quentin Glenadel, en post-doctorat dans l’équipe, elle permet

l’activation de l’amine à la place du fluorophore. Pour ce faire, il faut pouvoir empêcher

la cyclisation intramoléculaire en urée de se faire. Il faut donc inhiber totalement la

faible nucléophilie de l’azote du carbamate secondaire, suffisante pour réaliser l’attaque

nucléophile grâce à la forte préorganisation. Pour cela, il s’est inspiré des travaux que

j’avais effectués avec Corentin Gondrand lors de mon stage de M2 (voir section 3.2.3, p.

56). Nous avions, à l’époque, comparé les unités carbamate secondaire et tertiaire entre

les deux espaceurs en tandem, pour tenter d’améliorer les cinétiques d’effondrement

et la stabilité de la sonde. L’idée nouvelle est de profiter du carbamate tertiaire ne

présentant plus aucune nucléophilie pour tenter d’activer l’amine. Cette stratégie a

donc fonctionné puisqu’une preuve de concept a pu être mise en œuvre avec succès.
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Figure 132 – Illustration de la nouvelle stratégie d’activation développée par Quentin Gle-

nadel.
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Grâce à cette méthodologie, on peut imaginer coupler de nombreux fluorophores

différents sur un même précurseur de sonde réalisé en plus grosses quantités, et ainsi

vérifier les propriétés réelles des nouveaux candidats en situations concrètes. Ce projet,

toujours en cours, est actuellement entre les mains d’Alix Tordo. Des structures dérivées

de l’HPQ, ou s’inspirant d’autres fluorophores ESIPT sont par ailleurs à l’étude. L’op-

timisation du couplage avec le reste des sondes devrait permettre, très prochainement,

l’obtention de sondes alternatives à l’ELF-97. Leurs applications dans des contextes

biologiques variés constituera la suite logique de l’étude, notamment in vivo grâce à

notre collaboration avec l’équipe grenobloise.
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III.5 Conclusions et perspectives du chapitre III

L’ELF-97 est un fluorophore très performant pour de nombreuses applications. Ce-

pendant, ces majeurs défauts (excitation UV et émission dans le vert) peuvent gêner les

expériences in cellulo (toxicité des rayons UV) voire empêcher une application in vivo

à cause du manque de pénétration des rayons lumineux de faibles longueurs d’onde.

L’utilisation de fluorophores rouges ou NIR pour ces problématiques n’est pas récente

et de nombreux candidats sont d’ores et déjà décrits dans la littérature. C’est un peu

moins vrai si on se limite aux fluorophores NIR dont l’émission provient d’un méca-

nisme ESIPT, propriété essentielle dans notre technologie de sonde. Il faut, de plus,

qu’ils conservent une forte insolubilité en milieu aqueux afin de précipiter sur le lieu

de l’activité enzymatique, assurant alors la rétention du signal fluorescent.

Deux projets naissent ainsi de ces constats : le développement d’analogues à l’ELF-

97, pour leurs propriétés d’émission ou d’insolubilité, et la mise au point d’une stra-

tégie efficace d’incorporation de ces cibles dans des sondes moléculaires. En parallèle

des autres projets décrits dans cette thèse, la synthèse de cibles décrites dans la litté-

rature, ou bien de nouvelles structures inspirées de ces cibles, a été entreprise. Parmi

elles, plusieurs familles de composés se sont révélées potentiellement intéressantes pour

différentes raisons. La famille des chalcones tout d’abord, présentent une accessibilité

synthétique très avantageuse : de nombreux variants peuvent être obtenus et testés

dans un temps réduit, laissant la place à l’empirisme pour l’obtention des meilleurs

candidats. C’est par ailleurs dans cette famille que les fluorophores avec les émissions

les plus décalées vers le rouge ont été obtenus. L’autre famille, basée sur une étude

du Pr Akutagawa, présente quant à elle des candidats dont les émissions sont tout

de même relativement décalées vers le rouge, mais surtout dont l’insolubilité semble

considérable. D’autres structures ont été testées, mais n’ont pas permis l’obtention de

cibles intéressantes.

Une étude répétée de la littérature fait régulièrement apparaître de nouvelles cibles,

pouvant parfois prétendre à de meilleures propriétés que celles actuellement possédées

dans l’équipe. Toutefois, avoir de tels fluorophores n’est utile que s’il est possible de

les incorporer dans des sondes. Les tentatives effectuées durant le temps de cette thèse

n’ont pas apporté les résultats attendus car aucune sonde n’a pu être synthétisée.

Certaines pistes ont tout de même permis un certain espoir. Plus récemment, une sonde

β-gal incorporant un fluorophore de la famille des chalcones a même pu être obtenue
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dans l’équipe, en profitant de travaux effectués sur l’optimisation des espaceurs de type

PABA. Cette première réussite ouvre alors la voie à d’autres structures pour pouvoir

tester les fluorophores en conditions réelles. En effet, l’apparition de signal fluorescent

dépend de nombreux facteurs empiriques, et, pour l’instant, cette nouvelle sonde n’a

pas permis la détection de l’activité β-gal, du moins in vitro.

Les perspectives de travail constituent un projet de thèse dans l’équipe, actuelle-

ment poursuivi par Alix Tordo. L’optimisation du couplage de ces fluorophores de-

vrait permettre l’obtention de nombreux variants et la possibilité d’obtenir une sonde

fonctionnelle, relargant un fluorophore émettant dans le rouge, est toute proche. L’ap-

plication de ces sondes dans les multiples applications déjà effectuées pour l’ELF-97

permettra de juger de l’importance du développement de ces nouveaux variants. Il n’y

a cependant pas de doute sur leur absolue nécessité pour continuer les prémices d’ap-

plication de nos sondes in vivo, rendue possible par la collaboration avec une équipe

spécialiste de l’imagerie murine.
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Nous avons cherché durant ces trois années de thèse, et presque quatre dans l’équipe,

à développer une technologie de sondes fluorogènes pour activités enzymatiques, basée

sur le relargage original de fluorophores précipitants. Dans ce manuscrit est rassemblé

une partie des résultats obtenus pendant ces travaux de recherche, visant principale-

ment à diversifier les activités ciblées, ainsi qu’à améliorer les outils moléculaires em-

ployés dans ces sondes. Grâce à certains succès de prédécesseurs dans l’équipe (Maxime

Prost et Corentin Gondrand principalement), les perspectives de développement étaient

innombrables. Loin d’en avoir fait le tour, ces travaux en ont probablement ouvert en-

core davantage.

Au cours de ces recherches, nous avons pu contribuer au développement des trois

principales composantes des sondes produites dans l’équipe du Pr Hasserodt. Le fluoro-

phore utilisé est le cœur de la technologie, c’est de lui que vont dépendre les propriétés

du signal observé. La partie substrat n’est pas moins importante car c’est elle qui ap-

porte la sélectivité du système rapporteur. Sans cette dernière, il n’est pas possible

d’espérer obtenir un outil performant, à cause du signal non-spécifique. Enfin, la partie

espaceur permet de lier ces deux premières composantes, assurant la stabilité de l’édi-

fice complet et une reconnaissance enzymatique optimale. Il assure la traduction de la

réaction chimique de l’enzyme en un signal fluorescent observable, par un mécanisme

d’auto-effondrement qui a nécessité plusieurs années de mises au point.

Concernant la partie substrat, la famille des sondes pour glycosidases a tout d’abord

été étoffée. L’optimisation de la sonde modèle pour la β-galactosidase a permis d’ap-

préhender le potentiel de la technologie. Les résultats concluants sont variés en terme

de robustesse et d’applicabilité à divers systèmes, ce qui nous a poussé à exempli-

fier davantage cette famille. Une sonde pour la β-glucuronidase a ainsi été synthétisée

et validée in vitro, des applications biologiques sont en cours de mises au point. Un
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système de sonde à double substrat a également été développé, combinant la sélecti-

vité pour deux enzymes : la α-glucosidase et la β-glucosidase. Sans avoir d’application

concrète actuellement, ce concept pourrait être étendu à d’autres couples d’enzymes

dont la détection simultanée serait nécessaire. Une nouvelle génération de sonde a vu

le jour avec la première sonde pour la détection d’activité β-lactamase. Celle-ci montre

des résultats encourageants et sera potentiellement un outil de choix pour la détection

de souches bactériennes résistantes aux antibiotiques. Appliquée à la biologie molécu-

laire, cette nouvelle technologie fait aussi l’objet d’une collaboration en cours avec une

équipe de l’Université d’Osaka pour le suivi actif de protéines. Enfin, d’autres familles

d’enzyme pourrait prochainement être imagées. Une sonde pour la DT-diaphorase —

une réductase surexprimée dans certains cancers — a récemment montré des résultats

encourageants in cellulo.

Un travail sur la partie signalante a également été entrepris. Les premières généra-

tions de sondes n’utilisaient en effet qu’un seul fluorophore (ou ses versions non chlo-

rées) : l’ELF-97. Celui-ci possède des propriétés physico-chimiques et spectrales très

intéressantes pour une utilisation comme marqueur fluorescent. Émission ESIPT in-

tense, grand décalage de Stokes, photostabilité et intense insolubilité sont des exemples

de ces caractéristiques particulières. Il soufre toutefois d’une limitation majeure : une

excitation dans l’UV et une émission verte, convenant à des applications in vitro mais

limitant très fortement l’utilisation in vivo. De nombreux analogues ont été synthétisés

et analysés pour finalement obtenir des cibles moléculaires dont l’émission est décalée

vers le rouge, tout en conservant, au maximum, les propriétés de l’ELF-97. Certains

composés possèdent ainsi des émission aux alentours des 700 nm, avec des rendements

quantiques avoisinants les 10 %. Malgré quelques tentatives infructueuses, l’incorpora-

tion de ces nouveaux fluorophores pose toujours problème. Des avancées synthétiques

récentes de l’équipe laissent néanmoins l’espoir d’obtenir prochainement des sondes

libérant une gamme de fluorophores variés, ouvrant la voie à certaines applications, du

multiplexing à l’imagerie d’activités enzymatiques in vivo.

Finalement, les problématiques rencontrées lors de ses synthèses ont créé la nécessité

de développement ou d’optimisation de nouveaux espaceurs éliminants. Maxime Prost

avait développé un espaceur dit tripartite durant sa thèse, précisant que la mise au point

d’une synthèse efficace d’obtention restait nécessaire. C’est maintenant chose faite avec

une voie synthétique optimisée, qui a permis l’intégration dans certaines sondes, dont

une variante de sonde β-lactamase. Un nouvel espaceur, dit méthoxy, a dans un autre
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temps été élaboré. Initialement prévu pour améliorer les performances de la sonde β-gal

dans le cadre de la sénescence cellulaire, il pourrait en fait s’étendre à d’autres sondes.

Les performances de cinétiques d’effondrement semblent être grandement améliorées

grâce à son incorporation, et tout particulièrement dans un contexte de détection en

milieu acide. Enfin, l’ajout d’un groupement alcyne au sein du tandem d’espaceur des

sondes glycosidases devrait permettre la fonctionnalisation des sondes finales par chimie

"Click". Les possibilités de greffage étant alors nombreuses, cette variation pourrait

permettre l’ajout de groupements ciblants pour augmenter la sélectivité (par exemple

l’acide folique), ou le couplage avec des biomolécules d’intérêt comme des anticorps.

Cette thèse a donc été l’occasion de toucher à toutes les problématiques de recherche

liées aux sondes développées dans l’équipe. Beaucoup de chantiers restent ouverts mais

l’idée principale de ces travaux était de montrer la grande versatilité de la technologie.

Les nombreux outils maintenant à notre disposition devraient permettre la fine adap-

tation des nouvelles sondes développées à leur contexte d’application. Pour une même

activité enzymatique, on peut ainsi désormais imaginer modifier de nombreux para-

mètres cruciaux, tels que la solubilité, la sélectivité, le ciblage et donc la répartition

spatiale, mais également l’émission fluorescente ou la vitesse d’apparition du signal.

Tous ces ajustements seront primordiaux pour pouvoir espérer un jour appliquer ces

sondes à l’imagerie moléculaire du corps humain, objectif ultime de la technologie.
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General consideration about Chemistry

Available reagents and solvents were purchased (from Sigma-Aldrich Co., Acros

Organics, Alfa Aesar, Tokyo Chemical Industries, Fluorochem or Carbosynth) and used

without further purification. When required, solvents were dried by thermally activated

molecular sieves (3 Å for ethanol, methanol and acetonitrile, 4 Å for others, sieves

activated by 24 h at 315 °C) except dichloromethane, toluene and tetrahydrofuran that

were obtained by passing commercially available solvents through a column containing

activated alumina, followed by degassing with argon.

Analytical Thin-Layer Chromatography (TLC) was carried out on Merck 60 F254

precoated silica gel plate (0.2 mm thickness). Visualization was performed using a

UV lamp (254 nm or 365 nm) or chemical revelators. Column chromatography was

performed using Merck silica gel Si-60 (40–63 µM), Acros activated neutral alumina

(Brockmann I, 60 Å, 50–200 µM), Acros activated basic alumina (Brockmann I, 60 Å,

50–200 µM) or Agilent Bond Elute C18 cartridge (20 mL of immobilized phase).

Nuclear Magnetic Resonance (NMR) spectra were acquired at 297 K on a Bruker

AVANCE 300 (300 MHz and 75 MHz for 1H and 13C, respectively) or a AVANCE

400 (400 MHz and 100 MHz for 1H and 13C, respectively). Chemical shifts δ are given

in ppm, and reported relative to tetramethylsilane (TMS) using the residual solvent

peak as internal standard. 1H NMR patterns are designated as singlet (s), doublet (d),

triplet (t), quadruplet (q), multiplet (m), broad (b), or combination such as doublet

of doublets (dd). NMR coupling constants J are reported in Hertz and refer to (H-H)

coupling.

Low resolution mass spectra were measured at 297 K, by direct injection of diluted
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samples into the mass analyzer of an Agilent Technologies 1260 Infinity LC-MS system

running in Electrospray Ionization (ESI). HRMS were acquired by the "Centre Com-

mun de Spectrométrie de Masse" of the Institut de Chimie et Biochimie Moléculaire

et Supramoléculaire (Université Claude Bernard Lyon 1, Villeurbanne, France) with a

ESI-QTOF (Bruker Daltonics MicroTOF-Q II)

General consideration about Biology

Cell culture

Cells were cultured in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) supplemented

with 10 % (v/v) fetal bovine serum, 50 U.mL−1 penicillin, and 50 µg.mL−1 streptomycin

(Gibco ThermoFisher Scientific.) in a humidified incubator containing 5 % CO2 in air

at 37 °C.

In vitro kinetics

10 mM stock solutions of probes in DMSO were diluted with PBS (Dulbecco’s

Phosphate Buffer Saline) to obtain a final concentration of probe in a range between

5 µM and 100 µM ; 10 µL aliquots of each of these solutions were added to 80 µL PBS in

a 96-well black plate, and heated to 37 °C before adding 10 µL of a solution of enzyme

at the indicated concentration. The plate was then incubated at 37 °C and fluorescence

was recorded over the course of time by a fluorescence plate reader (EnSpire, Perkin

Elmer). Acquisition wavelengths : λex = 355 nm, λem = 525 nm. The resulting curves

are the mean of triplicates.

Studies of the sensitivity of probes to pH changes were performed by adjusting the

pH of the reaction medium by addition of NaOH or HCl in PBS. The fluorescence

measurements were then quickly conducted.

Studies of the sensitivity of the β-gal probe 15 to heat variations were carried out

by heating a solution of the probe (10 µM) at different temperatures for 20 minutes.

Fluorescence measurements were then performed according to classic procedure.

In vitro bacteria experiments were realized by incubating 1.106 E. coli expressing,
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or not, the lacZ activity, with 50 µM of probe 15 or the diffusible FDG (Carbosynth).

Fluorescence microscopy of cells

50,000 HeLa cells were seeded into each well of the µ–Slide 4 Well (Ibidi). Cells were

transfected (70 % confluence) with lipofectamine 3000 reagent (Thermofisher Scienti-

fic.). After 24 hours of incubation, the medium was removed, cells were washed with

PBS and the medium was replaced by an appropriate volume of DMEM-fluorobright

containing the desired probe at the specified concentration. After a the indicated incu-

bation time, fluorescence images were captured using a Zeiss Confocal LSM 710 instru-

ment with an objective Plan-Apochromat 40 et 63X. By default, the power excitation

laser is 5 % at λex = 405 nm and the emission window is λem ∈ = 500–600 nm.

Flow cytometry experiments (FACS)

70,000 cells are seeded per well in 24-well plates 24 hours prior to transfection.

Cells are transfected (70 % confluence) with lipofectamine 3000 reagent (ThermoFisher

Scientific.). After 24 hours of incubation post transfection, the cells are washed by PBS

and the probe at the specified concentration is added into the media. When indicated

incubation time is over, cells are washed with PBS and trypsinised to put them in

flow cytometry tubes. The fluorescence is then analysed in a BD LSRII flow cytometer

with UV laser (355, 488, 561 or 633 nm) after the change of adapted filters (λem ∈ =

525 nm) and the optimization of setting voltages for maximum sensitivity.

Viability tests

5.106 HeLa cells were seeded in 200 µL of supplemented DMEM in a clear 96-well

plate (Corning Costar). After 24 hours of incubation the medium was removed, cells

were washed with PBS and medium was replaced by an appropriate volume of DMEM.

A desired volume of stock solutions of probe (in DMSO) was added to create a range

of concentrations with a final volume of 100 µL and the cells were then incubated

for 6 hours. 20 µL of the MTS reagent (CellTiter 96 AQueous NonRadioactive Cell

Proliferation Assay, Promega.) were added. Cells were incubated for another 1 hour
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period and absorbance at 490 nm was measured with a microplate reader (EnSpire,

Perkin Elmer). The percentage of viable cells is calculated by dividing the absorbance

at a given concentration by the absorbance at 0 µM. The given results are the mean of

triplicate.

In vivo tumor imaging

Two immunodeficient nude mice were subcutaneously implanted with 1.106 Ts/A

cells on the left flank and 1.106 Ts/A-LacZ cells on the right flank, the weight of the mice

and the size of the tumors were measured every 3 days until their sizes are suitable for

treatment (about 100 mm3). Then, 300 µL of a 1 mmol solution of probe 15 was injected

(intratumoral) with a syringue and a 30G needle. After 5 h of incubation, images of the

in vivo tumors were acquired thanks to a Leica®Fluorescence Macroscope (AndorTM

iKon-M camera, 0.8 lens and 0.8 zoom) ; excitation at λex = 365 nm (CoolLED®pE-

4000 system) and emission at λem = 527 ± 30 nm (L5 PB (bandpass) filter). Then, the

tumors were extracted and new images were taken with the same configration. Finally,

tumors were opened in half and images were again acquired.

General procedures and common intermediates

General procedure A : Alcohol activation with 4-nitrophenyl

chloroformate

OH

Cl O

O
NO2

O

OO

NO2

R
R

Pyridine

DCM, 0 °C to r.t., 
2 h

To an ice-cold solution of alcohol (1.0 eq.) in dry DCM was added successively

4-nitrophenyl chloroformate (2.2 eq.) and pyridine (2.5 eq.) dropwise. The reaction

mixture was stirred at 0 °C during 30 min and at r.t. for 2 h. After the completion of the

reaction, the mixture was quenched using 1 M HCl aqueous solution and the layers were

separated. Organic layer was washed with 1 M HCl, and combined aqueous layers were

extracted with DCM. Organic layers were dried with Na2SO4, filtered and evaporated
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under reduced pressure. The crude product was purified via column chromatography on

silica gel (petroleum ether (PE)/ethyl acetate (EtOAc), 8/2 v/v) to obtain the desired

carbonate.

General procedure B : Coupling with cyclizing spacer

O

H
NO

N

R

O

OO

NO2

R

H2N N

26

DIPEA

DCM, 0 °C to r.t., 
o/n

To a solution of carbonate (1.0 eq.) in DCM was added the protected spacer 26

(1.0 eq.) ; the mixture was put in an ice-bath and DIPEA (3.0 eq.) was added. After

5 min, ice bath was removed and the solution was stirred at 30 °C overnight. The

mixture was then washed using saturated Na2CO3 and NaHCO3 aqueous solutions,

dried with Na2SO4, filtered and evaporated under reduced pressure. The crude oil was

purified via column chromatography on silica gel (DCM/MeOH, 99/1 v/v) to obtain

the desired carbamate.

General procedure C : Deprotection of allyl moiety

O

H
NO

N

R
O

H
NO

NH

R

DMBA

Pd(PPh3)4 (cat)

DCM, r.t.

A solution of allylamine (1.0 eq.) and 1,3-dimethylbarbituric acid (DMBA) (5.0 eq.)

in dry DCM was degassed using an argon flux, then tetrakis(triphenylphosphine)palladium(0)

Pd(PPh3)4 (0.01 eq.) was added. After completion of the reaction (typically around

4 h), the reaction mixture was evaporated to dryness and purified via column chro-

matography on silica gel (DCM/MeOH, 99/1 v/v) to obtain the desired secondary

amine.
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General procedure D : Coupling with ELF-97

O

H
NO

NH

R

O

Cl

N

N
H

O

Cl

H

R O

H
NO

N

O

O

Cl

N

N
H

O

Cl

O

Cl

N

N
H

O

Cl
O

Cl

Triphosgene
DIPEA

DCM, 0 °C 
to r.t., o/n

DIPEA

DCM, 0 °C to r.t.

ELF-97

To an ice-cold suspension of ELF-97 (1.0 eq.) in dry DCM under an argon atmos-

phere was added dropwise N,N -diisopropylethylamine (DIPEA) (5.0 eq.) followed by

a solution of triphosgene (3.0 eq.) in dry DCM. This solution was stirred at 0 °C for

1 h and overnight at r.t. The resulting mixture was then evaporated to dryness un-

der reduced pressure and the volatiles were trapped in a liquid nitrogen trap (and the

appropriately quenched). The resulting solid residue was used without further purifi-

cation.

To an ice-cold suspension of the freshly prepared chloroformate of the ELF-97

(1.0 eq.) in dry DCM (5 mL) under argon was added dropwise a clear solution of

the secondary amine (1.0 eq.) and DIPEA (3.0 eq.). After the addition, the reaction

mixture was stirred at 0 °C for 30 min and at r.t. overnight. The reaction mixture was

then washed three times with saturated NaHCO3 solution and the organic layer was

dried with Na2SO4, filtered and evaporated under reduced pressure. The crude product

was purified via column chromatography on silica gel (PE/EtOAc, 8/2 v/v) to obtain

the desired protected probe.

General procedure E : Acetate deprotection

O
AcO

AcO

OAc

R

AcO

O
HO

HO

OH

R

HO

MeONa

MeOH, 0 °C, 1 h

To a solution of protected probe (1.0 eq.) in dry methanol in an ice-bath was ad-

ded sodium methoxide (3.5 eq.). The mixture was stirred 1 h at 0 °C and quenched
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using Dowex 50X8-100 resin, then filtered and concentrated under reduced pressure.

The product is usually obtained as a white resin. High purity was obtained using

preparative-reverse phase C18 column (gradient of acetonitrile (ACN)/H2O 0/100 to

50/50 v/v) or HPLC (same conditions) to give the desired probe.

General procedure F : TFA deprotection

R2

N

R1

O

O
R3 O

O

Ph

Ph

or
R2

NH

R1

R3 OH

O

or
TFA

DCM, 0 °C to r.t.

To an ice-cold solution of protected compound (1,0 eq.) in dry DCM was added drop-

wise TFA (1/1 v/v) and sometimes anisole (5.5 eq.). The resulting mixture was stirred,

with increased temperature from 0 °C to r.t., until completion of the reaction followed

by MS (usually 1 or 2 h). Solvent and remaining acid were then evaporated under re-

duced pressure. The crude residue was further purified using preparative-reverse phase

C18 column (gradient of ACN/H2O 0/100 to 50/50 v/v) or HPLC (same conditions)

to obtain desired deprotected product.

Synthesis of cyclising spacer

N
NH

O

O

H2N NH

Phtalic 

anhydride

Et3N (cat.)

Toluene, rfx, 2 h

85 %
36 37

To a solution of 2-aminomethylpiperidine (3.0 g, 26.3 mmol, 1.0 eq.) in toluene

(50 mL) was added portionwise phthalic anhydride (3.89 g, 26.3 mmol, 1.0 eq.) and

dropwise triethylamine (550 µL, 3.95 mmol, 0.15 eq.). The mixture was then refluxed

during 2 h using a Dean-Stark apparatus. Then the mixture was filtered and the solvent

was evaporated under reduced pressure. The product 37 (5.42 g, 22.2 mmol, 85 %) was

obtained as a light yellow solid and used without further purification.

To an ice-cold solution of compound 37 (5.42 g, 22.2 mmol, 1.0 eq.) in ethanol

(45 mL), potassium carbonate (3.99 g, 28.9 mmol, 1.3 eq.), tetra-n-butylammonium

iodide (820 mg, 2.2 mmol, 0.10 eq.) and allyl bromide (2.50 mmL, 28.9 mmol, 1.3 eq.)
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N
N

O

O

N
NH

O

O

Allyl bromide
K2CO3, 

TBAI (cat.)

EtOH, r.t., 36 h,
57 %

37 38

were added. Cooling was removed and the mixture was stirred for 36 h. After completion

of the reaction, the mixture was filtered off over a pad of Celite and evaporated under

reduced pressure. The residual oil was dissolved in EtOAc and a saturated aqueous

solution of NH4Cl ; both layers were separated and organic extract was washed twice

with saturated aqueous NH4Cl. Combined aqueous washings were extracted 3 times

with EtOAc. Combined organic extracts were dried with Na2SO4, filtered and evapo-

rated to dryness. The crude oil was purified via column chromatography on silica gel

(PE/EtOAc 80/20 to 60/40 v/v) to yield 38 (3.582 g, 12.6 mmol, 57 %) as a light

yellow oil.

NMR : 1H-NMR (300 MHz, CDCl3) : δ (ppm) = 7.89–7.82 (m, 2H), 7.75–7.68 (m,

2H), 3.68 (d, J = 4 Hz, 2H), 3.13–3.05 (m, 1H), 2.98–2.88 (m, 1H), 2.64–2.54 (m, 1H),

1.87–1.78 (m, 1H), 1.76–1.68 (m, 1H), 1.63–1.54 (m, 1H), 1.45–1.34 (m, 2H), 1.30–1.15

(m, 1H).

13C-NMR (75 MHz, CDCl3) : δ (ppm) = 168.4, 133.7, 131.9, 123.0, 55.5, 46.4, 43.4,

30.6, 26.1, 24.1.

HRMS : ESI : [M+H]+ m/z found 245.1290, calc. 245.1290.

N
N

O

O
38

H2N N

26

1) NaBH4, r.t., o/n

2) HCl, 80 °C, 2 h

(pH = 1)

iPrOH/H2O 

6/1 v/v

quant.

In an ice-cold solution of 38 (3.582 g, 12.6 mmol, 1.0 eq.) in iPrOH/H2O 6/1 v/v

(175 mL) was added portionwise sodium borohydride (665 mg, 17.58 mmol, 5.0 eq.).

After stirring overnight (o/n) at room temperature the pH was acidified to 1 using

concentrated HCl aqueous solution ; the mixture was filtered and then heated to 80 °C

during 2 h. iPrOH was removed under reduced pressure and the resulting aqueous

solution was washed 5 times with diethyl ether, re-acidified with 2 M NaOH aqueous

solution, and extracted with diethyl ether. Combined organic extracts were dried with
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Na2SO4, filtered and evaporated to dryness to obtain the product 26 as a light yellow

oil (1.939 g, 12.6 mmol, quantitative yield).

NMR : 1H-NMR (300 MHz, CDCl3) : δ (ppm) = 5.99–5.86 (m, 1H), 5.24–5.13 (m,

2H), 3.41 (ddt, J = 14 Hz, J = 6 Hz, J = 1.5 Hz, 1H), 3.04-2.90 (m, 3H), 2.74 (dd, J

= 13 Hz, J = 3 Hz, 1H), 2.21 (tt, J = 9.6 Hz, J = 3.3 H, 2 Hz), 1.80–1.71 (m, 1H),

1.68–1.43 (m, 2H), 1.39–1.25 (m, 3H).

13C-NMR (75 MHz, CDCl3) : δ (ppm) = 157.34, 134.50, 117.71, 58.62, 56.29, 51.90,

42.31, 28.85, 24.92, 23.58.

HRMS : ESI : [M+H]+ m/z found 155.1543, calc. 155.1548.

Synthesis of ELF-97

O

Cl

N

N
H

O

Cl

H

Cl

OH O

Cl

H2N

H2N

O

MeOH, rfx, 
o/n
95 %

TsOH

ELF-97

To a solution of anthranilamide (2.000 g, 11.7 mmol, 1.0 eq.) in dry EtOH (20 mL)

was added 5-chlorosalicylaldehyde (1.831 g, 11.7 mmol, 1.0 eq.), the mixture was re-

fluxed during 30 min. para-toluenesulfonic acid (PTSA) (40 mg, 0.234 mmol, 0.02 eq.)

was then added before an additional 1 h reflux. The reaction mixture was then co-

oled to r.t. and 2,3-dichloro-5,6-dicyano-1,4-benzoquinone (DDQ) (2.678 g, 11.8 mmol,

1.01 eq.) was added portionwise, the mixture was stirred overnight at r.t.. The resulting

crude was filtered and the obtained solid was washed two times with EtOH and two

times with diethyl ether. ELF-97 (3.41 g, 11.11 mmol, 95 %) was obtained as a light

beige powder and used without further purification.

NMR : 1H-NMR (300 MHz, CDCl3) : δ (ppm) = 13.38 (s, 1H), 12.64 (s, 1H), 8.29

(s, 1H), 8.10 (s, 1H), 7.88 (q, J = 7.8 Hz, 2H), 7.49 (d, J = 7.6 Hz, 1H), 7.05 (d, J

= 8.8 Hz, 1H)

Spectral data were in accordance with literature. [281]
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Partie expérimentale du chapitre 1

Synthesis of probes

Synthesis of "clickable" β-gal-analogue probe 20

O

AcO

AcO

OAc

O

OAc

O

H
NO

N

H2N N

DIPEA

DCM, 35 °C, 
o/n
80 %

26
O

AcO

AcO

OAc

O

OAc

O

OO

NO2

NO2 NO2

2725

According to general procedure B and using the carbonate 25 (100 mg, 0.142 mmol,

1.0 eq.), protected spacer 26 (24 mg, 0.157 mmol, 1.1 eq.) and DIPEA (124 µL,

0.712 mmol, 5.0 eq.) in DCM (2 mL), the tertiary amine 27 (82 mg, 0.114 mmol,

80%) was obtained as an off white foam.

NMR : 1H-NMR (300 MHz, CDCl3) : δ (ppm) = 7.82 (d, J = 2 Hz, 1H), 7.51 (d,

J = 9 Hz, 1H), 7.29 (d, J = 9 Hz, 1H), 5.92–5.75 (m, 1H), 5.71 (t, J = 6 Hz, 1H),

5.50 (dd, J = 9 Hz, J = 8 Hz, 1H), 5.43 (d, J = 3 Hz, 1H), 5.35 (br, s, 1H), 5.20–5.01

(m, 4H), 4.27–4.00 (m, 3H), 3.40–3.09 (m, 3H), 2.97–2.81 (m, 2H), 2.81–2.59 (m, 2H),

2.49–2.41 (br, m, 1H), 2.38–2.28 (br, m, 1H), 2.14 (s, 3H), 2.08 (s, 3H), 2.03 (s, 3H),

1.97 (s, 3H), 1.73–1.15 (br, m, 6H).

13C-NMR (100 MHz, CDCl3) : δ (ppm) = 170.36, 170.23, 169.43, 155.44, 149.15,

141.22, 135.91, 134.67, 132.14, 131.98, 123.37, 123.13, 119.53, 117.90, 117.49, 78.75,

77.36, 72.40, 71.79, 71.53, 70.66, 67.95, 66.83, 61.45, 56.45, 52.05, 42.55, 29.00, 26.62,

25.04, 23.77, 20.75, 20.72, 20.64.

LCMS : ESI : [M+H]+ m/z found 717.5, calc. 717.3.

O

AcO

AcO

OAc

O

OAc

O

H
NO

NH

O

AcO

AcO

OAc

O

OAc

O

H
NO

N

DMBA

Pd(PPh3)4 

(cat)

DCM, r.t.

90 %

NO2 NO2

2827

According to general procedure C and using the tertiary amine 27 (82 mg, 0.114 mmol,
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1.0 eq.), DMBA (89 mg, 0.571 mmol, 5.0 eq.) and Pd(PPh3)4 (1 mg, 0.0011 mmol,

0.01 eq.) in DCM (2 mL), the secondary amine 28 (70 mg, 0.103 mmol, 90 %) was

obtained as a light-yellow oil.

NMR : 1H-NMR (300 MHz, CDCl3) : δ (ppm) = 7.83 (br, s, 1H), 7.52 (d, J = 9 Hz,

1H), 7.31 (d, J = 9 Hz, 1H), 5.73 (t, J = 6 Hz, 1H), 5.53 (dd, J = 9 Hz, J = 8 Hz,

1H), 5.48–5.37 (br, m, 2H), 5.12–5.03 (m, 2H), 4.29–4.02 (m, 3H), 3.29–2.62 (m, 7H),

2.17 (s, 3H), 2.11 (s, 3H), 2.06 (s, 3H), 2.00 (s, 3H), 1.85–1.74 (br, m, 1H), 1.64–1.53

(br, m, 2H), 1.41–1.22 (br, m, 3H).

13C-NMR (100 MHz, CDCl3) : δ (ppm) = 170.36, 170.21, 169.42, 155.23, 149.09,

141.05, 135.68, 132.05, 123.29, 123.10, 119.38, 100.66, 78.62, 77.27, 72.28, 71.75, 71.40,

70.55, 67.80, 66.69, 61.34, 55.94, 46.79, 46.63, 30.21, 26.55, 26.43, 24.21, 20.72, 20.68,

20.60.

LCMS : ESI : [M+H]+ m/z found 677.5, calc. 677.7.

O

AcO

AcO

OAc

O

OAc

O

H
NO

N

O

O

Cl

N

N
H

O

Cl

O

AcO

AcO

OAc

O

OAc

O

H
NO

NH

ELF-97
Triphosgene

DIPEA

DCM, 0 °C 
to r.t., o/n

79 %

NO2NO2

2928

According to general procedure D and using the amine 28 (70 mg, 0.103 mmol,

1.0 eq.), ELF-97 (31 mg, 0.103 mmol, 1.0 eq.), triphosgene (92 mg, 0.310 mmol, 3.0 eq.)

and DIPEA (90 µL, 0.516 mmol, 5.0 eq.) in DCM (2 x 1.5 mL), the protected probe

29 (82 mg, 0.081 mmol, 79 %) was obtained as a light yellow oil.

NMR : 1H-NMR (300 MHz, CDCl3) : δ (ppm) = 10.51 (br, s, 1H), 8.23 (s, 1H),

8.11–7.85 (m, 1H), 7.85–7.61 (m, 3H), 7.54–7.32 (m, 2H), 7.28–7.01 (m, 2H), 5.73–5.59

(br, m, 1H), 5.52 (t, J = 9 Hz, 1H), 5.45 (br, s, 1H), 5.16–4.96 (m, 2H), 4.59–4.33 (m,

1H), 4.28–3.94 (m, 4H), 3.73–2.68 (br, m, 4H), 2.51 (br, s, 2H), 2.17 (s, 3H), 2.11 (s,

3H), 2.05 (s, 3H), 2.00 (s, 3H), 1.94 (br, m, 6H).

13C-NMR (100 MHz, CDCl3) : δ (ppm) = 170.43, 170.27, 169.46, 163.61, 161.30,

155.67, 154.12, 152.56, 151.50, 149.14, 147.66, 141.02, 135.50, 133.39, 132.34, 131.84,

131.07, 130.56, 129.74, 127.84, 127.65, 126.02, 125.29, 123.19, 122.19, 119.37, 100.67,

78.59, 77.37, 72.35, 71.73, 71.46, 70.64, 67.90, 66.79, 61.38, 52.42, 51.63, 40.79, 26.65,
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26.23, 25.29, 25.09, 20.75, 20.67, 18.94.

LCMS : ESI : [M+H]+ m/z found 1009.3, calc. 1009.2.

Synthesis of β-gus probe 31

O
O

HO
OH

HO O

H
OAcO

AcO

OAc

MeOOC

OAc

1) MeONa, MeOH
r.t., 3 h

2) Ac2O, pyridine
0 °C to r.t., 16 h

94 %
33

34

To a solution of D(+)-glucurono-3,6-lactone 33 (3.000 g, 17.0 mmol, 1.0 eq.) in dry

methanol (18 mL) was added sodium methoxide (30 mg, 0.56 mmol, 0.03 eq.) under

argon atmosphere. The reaction mixture was stirred at room temperature for 3 h. After

evaporation, the solid was dissolved in pyridine (15 mL) and acetic anhydride (12 mL)

was added at 0 °C under argon. The reaction mixture was allowed to warm to room

temperature, and stirred for 16 h. After evaporation, the crude was purified by column

chromatography on silica gel (PE/EtOAc 50/50 to 30/70 v/v) to provide 34 (6.01 g,

16 mmol, 94 %) as a brown solid, and mix of α/β isomers in 1 :1 ratio.

NMR : 1H-NMR (300 MHz, acetone) : δ (ppm) = 6.32 (d, J = 3.7 Hz, 1H), 5.96

(d, J = 8.0 Hz, 1H), 5.55–5.40 (m, 2H), 5.23 – 5.05 (m, 4H), 4.50 (dd, J = 11.9, 10.2

Hz, 2H), 3.70 (s, 3H), 3.68 (s, 3H), 2.21 (s, 3H), 2.08 (s, 3H), 2.00 (s, 3H), 2.00 (s,

12H), 1.97 (s, 3H).

Spectral data were in accordance with literature. [446]

OAcO
AcO

OAc

MeOOC

OAc

OAcO
AcO

OAc

MeOOC

Br

HBr 30% in 

acetic acid

0 °C to 4 °C

o/n

79 %

34 35

To the acetylated glucuronide 34 (6.01 g, 16.0 mmol, 1.0 eq.) was added dropwise

at 0 °C a solution of HBr, 30 % in acetic acid (43 mL). The reaction mixture was put at

0 °C for 13 h without stirring. After evaporation of the acetic acid, the reaction mixture

was redissolved in DCM. The organic layer was washed with a saturated aqueous

solution of NaHCO3, with H2O, dried over Na2SO4, and evaporated under reduced

pressure to give the bromo-glucuronide 35 (4.99 g, 12.6 mmol, 79 %) as a brown foam.
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NMR : 1H-NMR (300 MHz, CDCl3) : δ (ppm) = 6.64 (d, J = 4.0 Hz, 1H), 5.62 (t,

J = 9.7 Hz, 1H), 5.26 (dd, J = 18.6, 8.5 Hz, 2H), 4.85 (dd, J = 10.0, 4.1 Hz, 1H),

4.58 (d, J = 10.3 Hz, 1H), 3.77 (s, 3H), 2.10 (s, 3H), 2.05 (d, J = 1.7 Hz, 6H)

Spectral data were in accordance with literature. [446]

O

OAcO
AcO

OAc

MeOOC

O

O

HO

Ag2O

ACN, r.t., dark
 o/n,
quant.

NO2

NO2

OAcO
AcO

OAc

MeOOC

Br

35 40

Compound 35 (4.99 g, 12.6 mmol, 1 eq.) and 4-hydroxy-3-nitrobenzaldehyde (2.11 g,

12.6 mmol, 1.0 eq.) were dissolved in acetonitrile (130 mL). Silver oxide (3.22 g,

13.9 mmol, 1.1 eq.) was added to the reaction mixture. Protected from the light, the

reaction mixture was stirred overnight at room temperature. The crude mixture was

then filtered over a pad of Celite and concentrated under reduced pressure. The light-

yellow solid obtained 40 (6.09 g, 12.6 mmol, quantitative yield) was used without

further purification.

NMR : 1H-NMR (300 MHz, CDCl3) : δ (ppm) = 9.98 (s, 1H), 8.31 (s, 1H), 8.09 (d,

J = 8.7 Hz, 1H), 7.50 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 5.42 (d, J = 6.2 Hz, 2H), 5.31 (t, J = 5.6

Hz, 2H), 4.32 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 3.71 (s, 3H), 2.13 (s, 3H), 2.08 (d, J = 3.0 Hz, 6H)

Spectral data were in accordance with literature. [446]

OH

OAcO
AcO

OAc

MeOOC

O
NaBH4

MeOH/DCM, 

0 °C, 2 h

34 %

NO2

O

OAcO
AcO

OAc

MeOOC

O

NO2

40 42

To a solution of aldehyde 40 (2.60 g, 5.38 mmol, 1.0 eq.) in DCM (63 mL) was

added at 0 °C a solution of NaBH4 (224 mg, 5.92 mmol, 1.1 eq.) in MeOH (63 mL).

The reaction mixture was stirred for 1 h at 0 °C and quenched by adding saturated

aqueous solution of NH4Cl. After 5 min of stirring, both layers were separated. The

aqueous layer was extracted with DCM. All organic layers were combined, dried over

Na2SO4, and evaporated under reduced pressure to give the alcohol 42 as a light yellow

solid (847 mg, 1.74 mmol, 34 %) which was used without further purification.
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Partie expérimentale

NMR : 1H-NMR (300 MHz, CDCl3) : δ (ppm) = 7.82 (s, 1H), 7.54 (d, J = 8.6 Hz,

1H), 7.37 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 5.39–5.28 (m, 3H), 5.19 (d, J = 6.3 Hz, 1H), 4.73 (d,

J = 5.4 Hz, 2H), 4.20 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 3.75 (s, 3H), 2.13 (s, 3H), 2.06 (s, 3H),

2.05 (s, 3H).

13C-NMR (75 MHz, CDCl3) : δ (ppm) = 207.23, 170.20, 169.50, 166.87, 148.35,

137.45, 132.09, 123.40, 120.48, 100.05, 72.70, 71.23, 70.31, 68.87, 63.63, 53.23, 31.10,

20.76, 20.72, 20.68.

Cl

O O

NO2

DCM, r.t., 
o/n

quant.

OH

OAcO
AcO

OAc

MeOOC

O

NO2

DIPEA

42 44
O

OAcO
AcO

OAc

MeOOC

O O O

NO2

NO2

According to general procedure A and using 42 (847 mg, 1.74 mmol, 1.0 eq.), 4-

nitrophenyl chloroformate (772 mg, 3.83 mmol, 2.2 eq.) and pyridine (370 µL, 4.35 mmol,

2.5 eq.) in DCM (20 mL), the carbonate 44 (1.130 g, 1.74 mmol, quantitative yield)

was obtained as a light-yellow powder.

NMR : 1H-NMR (300 MHz, CDCl3) : δ (ppm) = 8.29 (d, J = 9.0 Hz, 2H), 7.91 (s,

1H), 7.63 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.41 (dd, J = 11.2, 9.0 Hz, 3H), 5.42–5.32 (m, 2H),

5.30 – 5.26 (m, 5H), 4.23 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 3.74 (s, 3H), 2.13 (s, 3H), 2.07 (s, 3H),

2.06 (s, 3H).

13C-NMR (75 MHz, CDCl3) : δ (ppm) = 170.18, 169.48, 169.40, 166.83, 154.96,

150.21, 149.59, 146.03, 134.17, 130.45, 125.71, 125.59, 125.54, 125.49, 121.88, 121.81,

120.23, 99.62, 72.73, 70.97, 70.21, 68.98, 68.69, 53.58, 53.27, 20.68, 1.17.
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44 46
DCM, 35 °C, 

o/n

52 %
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26

According to general procedure B and using the carbonate 44 (500 mg, 0.70 mmol,

1.0 eq.), protected spacer 26 (131 mg, 0.85 mmol, 1.1 eq.) and DIPEA (670 µL,
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Partie expérimentale du chapitre 1

3.85 mmol, 5.0 eq.) in DCM (12 mL), the tertiary amine 46 (266 mg, 0.40 mmol,

52%) was obtained as a yellow oil.

NMR : 1H-NMR (300 MHz, CDCl3) : δ (ppm) = 7.81 (s, 1H), 7.52 (t, J = 8.4 Hz,

2H), 7.36 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 5.84 (s, 3H), 5.27–5.24 (m, 1H), 5.21–5.14 (m, 6H),

5.08 (s, 3H), 3.74 (s, 3H), 3.33–3.19 (m, 4H), 2.99–2.93 (m, 2H), 2.41–2.37 (m, 1H),

2.12 (s, 3H), 2.06 (s, 3H), 2.05 (s, 3H), 1.71–1.67 (m, 2H), 1.59–1.55 (m, 4H).

LCMS : ESI : [M+H]+ m/z found 665.5, calc. 665.2.

46 48
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O

O

H
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NO2

DMBA
Pd(PPh3)4 (cat)

DCM, r.t.
43 %

According to general procedure C and using the tertiary amine 46 (266 mg, 0.40 mmol,

1.0 eq.), DMBA (312 mg, 2.0 mmol, 5.0 eq.) and Pd(PPh3)4 (4 mg, 0.004 mmol,

0.01 eq.) in DCM (15 mL), the secondary amine 48 (107 mg, 0.17 mmol, 43 %) was

obtained as a light-yellow solid.

NMR : 1H-NMR (300 MHz, CDCl3) : δ (ppm) = 7.80 (s, 1H), 7.54 (t, J = 7.2 Hz,

1H), 7.41 (dd, J = 36.0, 8.6 Hz, 1H), 6.39–5.90 (m, 1H), 5.61 (s, 1H), 5.53 (d, J =

12.8 Hz, 1H), 5.37–5.29 (m, 2H), 5.22 (dd, J = 17.4, 5.6 Hz, 1H), 5.08 (s, 2H), 4.20

(d, J = 8.7 Hz, 1H), 3.78 (d, J = 23.1 Hz, 3H), 3.36–3.23 (m, 1H), 3.12 (d, J = 10.2

Hz, 2H), 2.72–2.59 (m, 2H), 2.18 (s, 3H), 2.12 (s, 3H), 2.05 (s, 3H), 1.82 (d, J = 9.2

Hz, 1H), 1.73–1.54 (m, 3H), 1.40–1.32 (m, 1H), 1.31–1.23 (m, 1H).

LCMS : ESI : [M+H]+ m/z found 625.5, calc. 625.2.
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ELF-97

Triphosgene

DIPEA

DCM, 0 °C 

to r.t., o/n

68 %

According to general procedure D and using the amine 48 (107 mg, 0.17 mmol,

1.0 eq.), ELF-97 (52 mg, 0.17 mmol, 1.0 eq.), triphosgene (151 mg, 0.51 mmol, 3.0 eq.)
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Partie expérimentale

and DIPEA (150 µL, 0.85 mmol, 5.0 eq.) in DCM (2 x 1.5 mL), the double protected

probe 50 (110 mg, 0.115 mmol, 68 %) was obtained as a brown oil.

NMR : 1H-NMR (300 MHz, CDCl3) : δ (ppm) = 10.30 (s, 1H), 8.22 (s, 1H), 8.08

(d, J = 23.4 Hz, 1H), 7.72 (s, 2H), 7.52 (d, J = 19.0 Hz, 2H), 7.33 (s, 1H), 7.20–7.06

(m, 2H), 6.35 (d, J = 5.2 Hz, 1H), 5.90 (s, 1H), 5.31 (s, 2H), 5.25 (d, J = 4.6 Hz,

1H), 5.17–4.93 (m, 1H), 4.89–4.76 (m, 2H), 4.57 (s, 1H), 3.81 (s, 3H), 3.74 (s, 2H), 3.38

– 3.18 (m, 2H), 2.18 (s, 3H), 2.14 (s, 3H), 2.06 (s, 3H), 1.83–1.65 (m, 6H).

LCMS : ESI : [M+H]+ m/z found 957.0, calc. 957.2
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MeONa

MeOH, 0 °C, 1 h
84 %

According to general procedure E and using the double protected probe 50 (110 mg,

0.115 mmol, 1.0 eq.), sodium methoxide (22 mg, 0.403 mmol, 3.5 eq.) in MeOH

(4.5 mL), the mono protected probe 50’ (80 mg, 0.096 mmol, 84 %) was obtained

as a yellow oil, and was used without further purification.

NMR : 1H-NMR (300 MHz, MeOD) : δ (ppm) = 8.13 (s, 1H), 7.89 – 7.63 (m, 4H),

7.57 – 7.38 (m, 3H), 7.14 (s, 1H), 6.24 (s, 1H), 5.84 (s, 1H), 5.15 – 4.86 (m, 3H), 4.50

(s, 1H), 4.22 (s, 1H), 4.06 (s, 2H), 3.73 (s, 3H), 3.63 – 3.45 (m, 2H), 3.20 – 3.00 (m,

2H), 2.98 – 2.76 (m, 1H), 1.70 – 1.41 (m, 6H).

LCMS : ESI : [M+H]+ m/z found 831.3, calc. 831.2.

To a solution of the mono protected probe 50’ (40 mg, 0.048 mmol, 1.0 eq.) in MeOH

(3.2 mL) was added dropwise at 0 °C a solution of monohydrate lithium hydroxide

(17 mg, 0.408 mmol, 8.5 eq.) in water (3.2 mL). The reaction mixture was stirred at 0 °C

for 45 min, and then quenched with Dowex®50X8-100 resin, filtered and evaporated.

Final probe 30 (14 mg, 0.017 mmol, 35 %) was obtained as a white powder with high

purity thanks to a preparative reverse phase C18 column (ACN/H2O 0/100 to 20/80

v/v).

206



Partie expérimentale du chapitre 1
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31

LiOH.H2O

NMR : 1H-NMR (300 MHz, MeOD) : δ (ppm) = 8.13, 7.83, 7.79, 7.77, 7.71, 7.69,

7.53, 7.48, 7.45, 7.43, 7.19, 7.15, 7.13, 7.10, 6.22, 5.85, 5.06, 5.03, 5.00, 4.94, 4.92, 4.52,

4.17, 4.14, 4.06, 3.78, 3.55, 3.51, 3.28, 3.16, 3.13, 3.09, 2.95, 1.59, 1.54.

13C-NMR (75 MHz, CDCl3) : δ (ppm) = 165.83, 162.97, 158.54, 154.43, 152.35,

149.09, 148.57, 142.27, 141.59, 136.24, 134.07, 132.95, 132.11, 130.98, 130.41, 129.86,

126.44, 126.03, 123.45, 120.02, 112.54, 99.78, 70.46, 66.83, 65.73, 65.58, 53.14, 52.64,

41.53, 41.18, 40.88, 27.20, 26.80, 26.40, 26.15, 19.86.

LCMS : ESI : [M-H2O]− m/z found 798.0, calc. 798.12, [M-H]− m/z found 816.4,

calc. 816.13, [M+Na-2H]− m/z found 838.5, calc. 838.5.

Synthesis of double-selectivity probe 31

O

HO

Ag2O

ACN, r.t., dark

 o/n,

47 %

NO2

39 41
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Acetobromomaltose 39 (3.00 g, 4.29 mmol, 1.0 eq.) and 4-hydroxy-3-nitrobenzaldehyde

(718 mg, 4.29 mmol, 1.0 eq.) were dissolved in acetonitrile (130 mL). Silver oxide

(1.10 g, 4.73 mmol, 1.1 eq.) was added to the reaction mixture. Protected from the

light, the reaction mixture was stirred overnight at room temperature. The crude mix-

ture was then filtered over a pad of Celite and concentrated under reduced pressure.

The light-yellow solid obtained 41 (1.597 g, 2.03 mmol, 47 %) was used without further

purification.
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Partie expérimentale

NMR : 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) : δ (ppm) = 10.00 (s, 1H), 8.34 (d, J = 2H,

1H), 8.11 (dd, J = 9 Hz, J = 2 Hz, 1H), 7.48 (d, J = 9 Hz, 1H), 5.47 (d, J = 4 Hz, 1H),

5.40 (m, 2H), 5.3 (m, 1H), 5.17 (dd, J = 8 Hz, J = 6 Hz, 1H), 5.09 (t, J = 10 Hz, 1H),

4.90 (dd, J = 10 Hz, J = 4 Hz, 1H), 4.59 (dd, J = 12 Hz, J = 2 Hz, 1H), 4.31–4.24 (m,

2H), 4.19 (t, J = 8 Hz, 1H), 4.09 (dd, J = 12 Hz, J = 3 Hz, 1H), 4.04–4.00 (b,2H),

2.14 (s, 3H), 2.12 (s, 3H), 2.10 (s, 3H), 2.08 (s, 6H), 2.06 (s, 3H), 2.04 (s, 3H).

13C-NMR (100 MHz, CDCl3) : δ (ppm) = 188.53, 170.54, 170.46, 170.21, 170.19,

170.02, 169.44, 169.38, 153.34, 141.26, 134.21, 131.39, 126.77, 118.51, 98.49, 95.89,

74.51, 72.87, 72.36, 71.11, 70.09, 69.28, 68.70, 68.03, 62.40, 61.57, 20.85, 20.68, 20.65,

20.62, 20.59, 20.56, 20.51.

NaBH4

MeOH/DCM, 
0 °C, 2 h

40 %
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To a solution of aldehyde 41 (1.597 g, 2.03 mmol, 1.0 eq.) in DCM (25 mL) was

added at 0 °C a solution of NaBH4 (92 mg, 2.44 mmol, 1.2 eq.) in MeOH (25 mL).

The reaction mixture was stirred for 1 h at 0 °C and quenched by adding saturated

aqueous solution of NH4Cl. After 5 min of stirring, both layers were separated. The

aqueous layer was extracted with DCM. All organic layers were combined, dried over

Na2SO4, and evaporated under reduced pressure. The resulting solid was purified by

column chromatography on silica gel (PE/EtOAc 50/50 v/v) to give the alcohol 43 as

a light-yellow powder (652 mg, 0.83 mmol, 40 %).

NMR : 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) : δ (ppm) = 7.83 (d, J = 2 Hz, 1H), 7.56 (dd,

J = 8 Hz, J = 2 Hz, 1H), 7.34 (d, J = 9 Hz, 1H), 5.47 (d, J = 4 Hz, 1H), 5.39 (t,

J = 9 Hz, 1H), 5.32 (t, J = 8 Hz, 1H), 5.23–5.05 (m, 3H), 4.89 (dd, J = 10 Hz, J =

4 Hz, 1H), 4.59 (dd, J = 12 Hz, J = 3 Hz, 1H), 4.32–4.23 (m, 2H), 4.19–4.09 (m, 4H),

4.03–3.97 (m, 1H), 3.94–3.87 (m, 1H), 2.13 (s, 6H), 2.11 (s, 3H), 2.08 (s, 3H), 2.07 (s,

3H), 2.06 (s, 3H), 2.03 (s, 3H).

13C-NMR (100 MHz, CDCl3) : δ (ppm) = 171.17, 170.56, 170.50, 170.31, 170.21,

170.01, 169.65, 169.41, 148.37, 141.35, 137.04, 131.89, 123.29, 119.76, 99.49, 95.74,

74.78, 72.62, 72.39, 71.37, 70.06, 69.31, 68.62, 68.05, 62.42, 61.54, 20.87, 20.73, 20.69,

20.62, 20.59, 20.56, 20.55.
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According to general procedure A and using 43 (652 mg, 0.83 mmol, 1.0 eq.), 4-

nitrophenyl chloroformate (579 mg, 2.90 mmol, 2.2 eq.) and pyridine (260 µL, 3.25 mmol,

2.5 eq.) in DCM (20 mL), the carbonate 45 (516 g, 0.54 mmol, 65 %) was obtained as

a light-yellow powder.

NMR : 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) : δ (ppm) = 8.3 (d, J = 9 Hz, 2H), 7.93 (d, J

= 2 Hz, 1H), 7.65 (dd, J = 8 Hz, J = 2 Hz, 1H), 7.43–7.37 (m, 3H), 5.47 (d, J = 4 Hz,

1 Hz), 5.4 (t, J = 10 Hz, 1H), 5.35–5.29 (m, 3H) 5.26 (d, J = 7 Hz, 1H), 5.18–5.05 (m,

2H), 4.89 (dd, J = 10 Hz, J = 4 Hz, 1H), 4.61 (dd, J = 12 Hz, 3 Hz, 1H), 4.32–4.23

(m, 2H), 4.22–4.06 (m, 3H), 4.03–3.97 (m, 1H), 3.96–3.90 (m, 1H), 2.13 (s, 3H), 2.12

(s, 3H), 2.1 (s, 3H), 2.09 (s, 3H), 2.08 (s, 3H), 2.07 (s, 3H), 2.04 (s, 3H).

13C-NMR (100 MHz, CDCl3) : δ (ppm) = 170.54, 170.48, 170.25, 170.20, 170.01,

169.56, 169.38, 155.26, 152.30, 149.56, 145.60, 141.23, 133.96, 130.12, 125.39, 121.71,

119.62, 99.15, 95.78, 74.67, 72.72, 72.29, 71.30, 70.08, 69.28, 68.85, 68.63, 68.04, 62.33,

61.52, 20.87, 20.71, 20.69, 20.62, 20.59, 20.56, 20.54.
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According to general procedure B and using the carbonate 45 (516 mg, 0.54 mmol,

1.0 eq.), protected spacer 26 (92 mg, 0.60 mmol, 1.1 eq.) and DIPEA (470 µL, 2.70 mmol,

5.0 eq.) in DCM (15 mL), the tertiary amine 47 (465 mg, 0.48 mmol, 89%) was obtained

as a yellow solid.

NMR : 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) : δ (ppm) = 7.81 (d, J = 2 Hz, 1H), 7.54 (dd, J

= 9 Hz, J = 2 Hz, 1H), 7.31 (d, J = 8 Hz, 1H), 5.93-5.78 (m, 1H), 5.50-5.26 (m, 4H),
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Partie expérimentale

5.24-5.03 (m, 8H), 4.87 (dd, J = 10 Hz, J = 4 Hz, 1H), 4.57 (dd, J = 12 Hz, J = 3 Hz,

1H), 4.30-4.21 (m, 2H), 4.14 (t, J = 9 Hz, 1H), 4.07 (dd, J = 12 Hz, J = 2 Hz, 1H),

4.02-3.95 (m, 1H), 3.92-3.86 (m, 1H), 3.43-3.21 (m, 4H), 3.00-2.82 (m, 5H), 2.44-2.36

(b, 1H), 2.11 (s, 3H), 2.10 (s, 3H), 2.09 (s, 3H), 2.06 (s, 6H), 2.03 (s, 3H), 2.01 (s, 3H).

13C-NMR (100 MHz, CDCl3) : δ (ppm) = 170.52, 170.47, 170.27, 170.18, 169.97,

169.58, 169.39, 156.22, 148.76, 141.07, 134.64, 133.31, 133.04, 124.63, 119.48, 117.81,

99.33, 95.79, 74.74, 72.61, 72.39, 71.32, 70.04, 69.29, 68.60, 68.04, 64.67, 62.40, 61.53,

58.30, 56.32, 51.95, 42.47, 28.92, 24.93, 23.68, 20.86, 20.71, 20.67, 20.60, 20.57, 20.55,

20.52.
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According to general procedure C and using the tertiary amine 47 (465 mg, 0.48 mmol,

1.0 eq.), DMBA (375 mg, 2.4 mmol, 5.0 eq.) and Pd(PPh3)4 (3 mg, 0.005 mmol,

0.01 eq.) in DCM (20 mL), the secondary amine 49 (318 mg, 0.34 mmol, 72 %) was

obtained as a light-yellow solid.

NMR : 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) : δ (ppm) = 7.77 (d, J = 1 Hz, 1H), 7.51 (dd,

J = 8 Hz, J = 1 Hz, 1H), 7.27 (d, J = 8 Hz, 1H), 6.06 (s, 1H), 5.41 (d, J = 4 Hz, 1H),

5.39–5.23 (m, 2H), 5.18–4.99 (m, 5H), 4.84 (dd, J = 10 Hz, J = 4 Hz, 1H), 4.54 (dd, J

= 12 Hz, J = 2 Hz, 1H), 4.28–4.17 (m, 2H), 4.11 (t, J= 9H, 1H), 4.03 (dd, J = 12 Hz,

J = 2 Hz, 1H), 3.99–3.84 (b, 2H), 3.43–3.15 (b, 2H), 2.75–2.62 (b, 1H), 2.09–2.05 (m,

9H), 2.02 (s, 6H), 2.00 (s, 3H), 1.98 (s, 3H), 1.88–1.31 (b, 6H).

LCMS : ESI : [M+H]+ m/z found 928.3, calc. 928.3.

According to general procedure D and using the amine 49 (150 mg, 0.16 mmol,

1.0 eq.), ELF-97 (50 mg, 0.16 mmol, 1.0 eq.), triphosgene (144 mg, 0.49 mmol, 3.0 eq.)

and DIPEA (141 µL, 0.81 mmol, 5.0 eq.) in DCM (2 x 1.5 mL), the protected probe

51 (116 mg, 0.092 mmol, 57 %) was obtained as a yellow oil.

NMR : 1H-NMR (300 MHz, CDCl3) : δ (ppm) = 10.54–10.31 (b, 1H), 8.20 (s, 1H),

8.11–7.95 (m, 1H), 7.76–7.62 (m, 2H), 7.57–7.40 (m, 2H), 7.32–7.20 (m,1H), 7.20–7.05

(m, 2H), 5.45–5.40 (m, 1H), 5.36 (d, J = 10 Hz, 1H), 5.33–5.24 (b, 1H), 5.16–5.08
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49
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(m, 2H), 5.08–5.01 (m, 1H), 4.90–4.75 (m 2H), 4.60–4.45 (b, 2H), 4.01–3.93 (m, 1H),

3.90–3.76 (b, 1H), 3.71–3.54 (b,1H), 3.36–2.94 (b, 2H), 2.06 (s, 3H), 2.05 (s, 3H), 2.03

(s, 3H), 2.03 (s, 3H), 2.00 (s, 3H), 1.80–1.43 (b 6H)

LCMS : ESI : [M+H]+ m/z found 1260.1, calc. 1260.3.
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According to general procedure E and using the protected probe 51 (70 mg, 0.056 mmol,

1.0 eq.), sodium methoxide (11 mg, 0.195 mmol, 3.5 eq.) in MeOH (3.5 mL), the probe

32 (19 mg, 0.020 mmol, 30 %) was obtained as a white powder.

NMR : 1H-NMR (300 MHz, MeOD) : δ (ppm) = 8.19–8.15 (m, 1H), 7.86–7.77

(m, 2H), 7.77-7.68 (m, 2H), 7.62–7.44 (m, 2H), 7.40–7.30 (m, 1H), 7.25–7.13 (m, 1H),

5.23–5.18 (m, 1H), 5.15–5.00 (m, 2H), 4.99–4.92 (b, 1H), 4.62–4.49 (b, 1H), 4.25–4.13

(b, 1H), 3.95–3.77 (m, 4H), 3.77–3.51 (m, 7H), 3.46 (dd, J = 10 Hz, J = 4 Hz, 1H),
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3.29–3.24 (m, 1H), 3.23–2.96 (b, 2H), 1.71–1.33 (b, 6H).

LCMS : ESI : [M+H]+ m/z found 966.3, calc. 966.2.

Synthesis of methoxy-spacer probe 57

HO
NH

HO
N
Boc

DCM, 0 °C to r.t., 
1 h

93 %

Boc2O
ET3N

64 65

To a stirred solution of 2-piperidinemethanol 64 (2.000 g, 17.36 mmol, 1.0 eq.) and

Et3N (7.26 mL, 52.09 mmol, 3.0 eq.) in DCM (70 mL), was added Boc2O (4.388 mL,

19.10 mmol, 1.1 eq.) dropwise at 0 °C. The reaction mixture was further stirred at

the same temperature for 1 h. It was then treated with saturated aqueous NH4Cl.

The organic layer was separated, washed with brine, dried over Na2SO4 and then

concentrated under reduced pressure to obtain a light-yellow oil which crystallised

overnght in the fridge. Filtration and washes with PE yielded the desired protected

alcohol 65 as white crystals (3.477 g, 93 %)

NMR : 1H-NMR (300 MHz, CDCl3) : δ (ppm) = 4.34–4.23 (m, 1H), 3.93 (br, d, J

= 13 Hz, 1H), 3.86–3.75 (m, 1H), 3.65–3.55 (m, 1H), 2.86 (t, J = 13 Hz, 1H), 2.29-2.01

(br, s, 1H), 1.73-1.54 (m, 4H) and 1.50-1.34 (m, 11H).

Spectral data were in accordance with literature. [447]

HO
N
Boc O

N
Boc

DCM, 0 °C, 

4 h

42 %

Pyr-SO3

DMSO, ET3N

65 66

A solution of alcohol 65 (1.350 g, 6.27 mmol, 1.0 eq.) in DMSO (10 mL) was treated

with Et3N (3.06 mL, 21.95 mmol, 3.5 eq.), and stirred 15 min at 0 °C, pyridine-S03

complex (3.493 g, 21.95 mmol, 3.5 eq.) was added portionwise, and the resulting mixture

was stirred for 3 h at 0 °C. Icy water was added and the mixture was extracted with

DCM (4 x 20 mL). The combined organic extracts were washed with citric acid (50 %

in water, 20 mL), water (20 mL), saturated aqueous NaHCO3 (20 mL) and water

(20 mL), dried with Na2S04, and concentrated under reduced pressure. The resulting

212



Partie expérimentale du chapitre 1

oil was purified by column chromatography on silica gel (PE/EtOAc 90/10 v/v) to give

the aldehyde 66 as a light-yellow oil (562 mg, 2.63 mmol, 42 %).

NMR : 1H-NMR (300 MHz, CDCl3) : δ (ppm) = 9.58 (s, 1H), 4.68–4.43 (br, s, 1H),

4.08–3.77 (br, s, 1H), 3.05–2.76 (br, s, 1H), 2.21–2.11 (br, m, 1H), 1.74–1.18 (m, 5H)

and 1.46 (9H, s)

Spectral data were in accordance with literature. [447]

O
N
Boc

N
N
Boc

OMe
HCl.H2N-OMe

AcONa

66
67

DCM, r.t., 
o/n

HN
N
Boc

OMe

DCM, r.t., 
1h

49 % (2 steps)

NaCNBH3

HCl.EtOH

68

To a solution of the aldehyde 66 (250 mg, 1.17 mmol, 1.0 eq.) in DCM (3 mL), me-

thoxyamine hydrochloride (118 mg, 1.41 mmol, 1.2 eq.) and sodium acetate (193 mg,

2.34 mmol, 2.0 eq.) were added at r.t. and the reaction mixture was stirred at r.t. for

16 h. The reaction mixture was then quenched by the addition of saturated aqueous

Na2CO3 and extracted with DCM. The combined organic extracts were dried over

Na2SO4 and filtered. To the solution of crude product 67 in DCM, NaCNBH3 (89 mg,

1.41 mmol, 1.2 eq.) was added, followed by dropwise addition of 1 M ethanolic HCl

(1.4 mL, freshly prepared from AcCl and EtOH) and the reaction mixture was stirred

at r.t. for 1 h. The crude mixture was concentrated under reduced pressure and the

white solid was suspended in saturated aqueous Na2CO3 and extracted with DCM.

The combined organic extracts were dried over Na2SO4, filtered and concentrated un-

der reduced pressure. Purification of the residue by silica gel column chromatography

(MeOH/DCM 0/100 to 1/99 v/v) yielded oxyamine 68 (140 mg, 0.57 mmol, 49 % over

2 steps) as a light-yellow oil.

NMR : 1H-NMR (300 MHz, CDCl3) : δ (ppm) = 5.52 (br, s, 1H), 4.45–4.33 (m,

1H), 3.95 (br, d, J = 13 Hz, 1H), 3.46 (s, 3H), 3.12 (dd, J = 13 Hz, J = 8 Hz, 1H),

2.91 (dd, J = 13 Hz, J = 6 Hz, 1H), 2.71 (br, t, J = 13 Hz), 1.68–1.27 (br, m, 6H),

1.41 (s, 9H).

LCMS : ESI : [M+H]+ m/z found 245.2, calc. 245.2.

To an ice-cold solution of protected amine 68 (50 mg, 0.205 mmol, 1.0 eq.) in dry

DCM (1 mL) was added dropwise TFA (1 mL). The resulting mixture was stirred, with
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HN
N
Boc

OMe

HN
NH

OMe

DCM, 0 °C, 
1 h

85 %

TFA

68 69

increased temperature from 0 °C to r.t. for 2 h. Then CHCl3 (5 mL) was added and

the mixture was washed 50 % saturated aqueous Na2CO3 until the pH was stabilized

arround the value of 13. The mixture was extracted with CHCl3 (4 x 10 mL). The

combined organic extracts were dried over Na2SO4, filtered and concentrated under

reduced pressure to obtain the deprotected amine 69 (25 mg, 0.17 mmol, 85 %) as a

colorless oil.

NMR : 1H-NMR (300 MHz, CDCl3) : δ (ppm) = 5.90 (br, s, 1H), 5.59 (br, s, 1H),

3.50 (s, 3H), 3.20 (br, d, J = 12 Hz, 1H), 3.02–2.80 (m, 3H), 3.67 (td, J = 12 Hz, J =

3 Hz, 1H), 1.87–1.19 (m, 6H).

O

O
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AcO

OAc

O

OAc

O

O

NO2

NO2

O

AcO

AcO

OAc

O

OAc

O

NO
NH

NO2

HN
NH

OMe

OMe

DIPEA

DCM, r.t., 

o/n

52 %
70 71

69

According to general procedure B and using the carbonate 70 (50 mg, 0.075 mmol,

1.0 eq.), protected spacer 69 (13 mg, 0.090 mmol, 1.2 eq.) and DIPEA (66 µL, 0.376 mmol,

5.0 eq.) in DCM (3 mL), the secondary amine 71 (27 mg, 0.040 mmol, 54%) was ob-

tained as a yellow oil.

NMR : 1H-NMR (300 MHz, CDCl3) : δ (ppm) = 7.81 (br, s, 1H), 7.52 (d, J = 9 Hz,

1H), 7.38–7.30 (m, 1H), 5.60–5.44 (m, 3H), 5.16–5.03 (m, 4H), 4,56–4.46 (br, m, 1H),

4.28–4.12 (m, 2H), 4.12–4.01 (m, 2H), 3.47 (s, 3H), 3.19 (dd, J = 13 Hz, J = 9 Hz,

1H), 2.97 (dd, J = 13 Hz, J = 6 Hz, 1H), 2.91–2.77 (br, m, 1H), 2.18 (s, 3H), 2.12 (s,

3H), 2.06 (s, 3H), 2.01 (s, 3H), 1.71–1.38 (br, m, 6H).

LCMS : ESI : [M+H]+ m/z found 670.3, calc. 670.3.

According to general procedure D and using the amine 71 (17 mg, 0.025 mmol,

1.0 eq.), ELF-97 (7.8 mg, 0.025 mmol, 1.0 eq.), triphosgene (23 mg, 0.076 mmol, 3.0 eq.)

and DIPEA (22 µL, 0.127 mmol, 5.0 eq.) in DCM (2 x 1 mL), the protected probe 72
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60 %
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72

(15 mg, 0.015 mmol, 60 %) was obtained as a yellow oil.

NMR : 1H-NMR (300 MHz, CDCl3) : δ (ppm) = 8.29–8.09 (m, 2H), 7.89–7.62 (m,

3H), 7.56–7.31 (m, 3H), 7.31–7.16 (m, 1H), 5.58–5.45 (m, 2H), 5.15–4.96 (m, 3H),

4.92–4.70 (m, 2H), 4.31–3.98 (m, 5H), 3.87–3.70 (m, 3H), 3.52 (br, d, J = 14 Hz, 1H),

3.09–2.88 (br, m, 1H), 2.20 (s, 3H), 2.12 (s, 3H), 2.08 (s, 3H), 2.03 (s, 3H), 1.72–1.30

(br, m, 6H).

LCMS : ESI : [M+H]+ m/z found 1002.2, calc. 1002.2.

O

AcO

AcO

OAc

O

OAc

O

NO
N

O

O

Cl

N

N
H

O

Cl

NO2 OMe

O

HO

HO

OH

O

OH

O

NO
N

O

O

Cl

N

N
H

O

Cl

NO2 OMe

MeONa

MeOH, 0 °C, 1 h

95 %
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57

According to general procedure E and using the protected probe 72 (8.0 mg,

0.0080 mmol, 1.0 eq.), sodium methoxide (1,5 mg, 0.028 mmol, 3.5 eq.) in MeOH

(1.5 mL), the probe 57 (6.3 mg, 0.0076 mmol, 95 %) was obtained as a white powder.

LCMS : ESI : [M+H]+ m/z found 834.2, calc. 834.2.
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Partie expérimentale du chapitre 2

Synthesis of probes

Synthesis of β-lac probe 73

N

S

O

OAc

+H3N

COO-

N

S

O

OH

+H3N

COO-
H2O/acetone

- 10 °C, 30 min
86 %

NaOH

7-ACA
75

A solution of 7-aminocephalosporanic acid (7-ACA) (2.000 g, 7.345 mmol, 1.0 eq.)

in H2O/MeOH (20 mL, 1/1 v/v) was cooled to -20 °C, then a solution of 10 M NaOH

was added and the resulting mixture was stirred at this temperature for 30 min. The

pH was then adjusted to 3 by adding concentrated HCl. The temperature was increased

to 0 °C and the precipitated light yellow solid was filtered, and washed with MeOH,

acetone, and ether before drying. The desired alcohol 75 (1.451 mg, 6.302 mmol, 86 %)

was obtained as an off white powder.

NMR : 1H-NMR (300 MHz, DMSO) : δ (ppm) = 4.83 (AB system, ∆µ = 59 Hz, J

= 5 Hz, 2H), 4.21 (AB system, ∆µ = 17 Hz, J = 13 Hz, 2H), 3.52 (AB system, ∆µ =

26 Hz, J = 18 Hz, 2H).

Spectral data were in accordance with literature. [448]

N
NH2

N2

Pentane, r.t.

6h

94 %

HgO

77 78

To a solution of benzophenone hydrazone (4.906 g, 25.00 mmol, 1.0 eq.) in PE

(30 mL) was added mercury oxide (II) (25.469 g, 25.25 mmol, 1.01 eq.) and the re-

sulting mixture was stirred, protected from light, for 6 h at room temperature. The

purple mixture was filtered to remove mercury residues and the resulting solution was

evaporated under reduced pressure. The purple liquid obtained was dissolved in EtOAc

(15 mL) to reduce its instability. Diazodiphenylmethane 78 (4.570 g, 23.53 mmol, 94 %)

solution in EtOAc was used quickly and without further purification.
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DMAC, 0 °C to r.t.
2 h

BSA

EtOAc, r.t.
1 h

35 % (2 steps)
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Cl

O
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To a solution of compound 75 (5.000 g, 21.72 mmol, 1.0 eq.) in dimethylace-

tamide (DMAC) (80 mL) was added bis(trimethylsilyl)acetamide (BSA) (13.3 mL,

54.29 mmol, 2.5 eq.) and the resulting mixture was stirred for 30 min at room tem-

perature. Then the clear solution was cooled to -30 °C and 2-thiopheneacetyl chloride

(3.48 mL, 28.23 mmol, 1.3 eq.) was added dropwise, the mixture was stirred for 2 h at

-20 °C, poored into icy water and extracted with EtOAc. The combined organic solu-

tion was washed with brine, dried over Na2SO4 and the volume of solvent was adjusted

to 80 mL by evaporation under reduced pressure. Then, the solution was cooled to 0 °C

and diazodiphenylmethane (4.429 g, 22.80 mmol, 1.05 eq.) in solution in EtOAc was

added until persistence of the purple color. The solvent was almost completely eva-

porated under reduced pressure and the remaining concentrated solution was added

dropwise to a solution of pentane (300 mL), a yellow solid then separated. Filtration

of the mixture provided the double protected product 79 (3.957 g, 7.601 mmol, 35 %

over two steps) as a light yellow solid.

NMR : 1H-NMR (300 MHz, CDCl3) : δ (ppm) = 9.23–9.12 (m, 1H), 7.54–7.46 (m,

11H), 7.01–6.88 (m, 3H), 5.89–5.67 (m, 1H), 5.20–5.02 (m, 2H), 4.21 (d, J = 4 Hz,

1H), 3.78 (s, 2H), 3.62 (s, 1H), 2.95 (s, 1H), 2.79 (s, 1H).

Spectral data were in accordance with literature. [448]
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To an ice-cold solution of alcohol 79 (1.000 g, 1.921 mmol, 1.0 eq.) in DCM (50 mL)

was added 4-nitrophenyl chloroformate (775 mg, 3.842 mmol, 2.0 eq.), pyridine (155 µL,

1.921 mmol, 1.0 eq.) and 4-dimethylaminopyridine (DMAP) (24 mg, 0.192 mmol,

0.1 eq.). The resulting mixture was stirred for 2 h at room temperature, then wa-

shed with water, dried over Na2SO4 and concentrated under reduced pressure. The

crude residue was purified by flash column chromatography on silica gel (PE/EtOAc

70/30) to provide the desired carbonate 80 (685 g, 0.999 mmol, 52 %) as a light yellow

solid.

NMR : 1H-NMR (300 MHz, CDCl3) : δ (ppm) = 8.26 (d, J = 9 Hz, 2H), 7.43 (d, J

= 7 Hz, 2H), 7.40–7.23 (m, 11H), 7.03–6.98 (m, 1H), 6.96 (d, J = 11 Hz, 2H), 6.65 (d,

J = 9 Hz, 1H), 5.89 (dd, J = 9 Hz, J = 5 Hz, 1H), 5.26 (d, J = 13 Hz, 1H), 5.04–4.95

(m, 2H), 3.84 (s, 2H), 3.52 (AB system, ∆µ = 55 Hz, J = 19 Hz, 2H).

Spectral data were in accordance with literature. [448]
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According to general procedure B and using the carbonate 80 (100 mg, 0.146 mmol,

1.0 eq.), protected spacer 26 (25 mg, 0.160 mmol, 1.2 eq.) and DIPEA (127 µL,

0.729 mmol, 5.0 eq.) in DCM (2 mL), the secondary amine 81 (39 mg, 0.056 mmol,

38%) was obtained as a yellow oil.

NMR : 1H-NMR (300 MHz, CDCl3) : δ (ppm) = 7.57–7.48 (m, 1H), 7.42–7.22 (m,

11H), 7.09–6.84 (m, 3H), 5.94–5.75 (m, 1H), 5.25–4.94 (m, 3H), 3.94–3.63 (m, 2H),

3.49–3.12 (m, 4H), 3.04–2.74 (m, 2H), 2.53–1.98 (m, 4H), 1.81–1.37 (m, 6H).

LCMS : ESI : [M+H]+ m/z found 701.2, calc. 701.2.

According to general procedure C and using the tertiary amine 81 (39 mg, 0.056 mmol,

1.0 eq.), DMBA (43 mg, 0.278 mmol, 5.0 eq.) and Pd(PPh3)4 (1 mg, 0.0006 mmol,

0.01 eq.) in DCM (1.5 mL), the secondary amine 82 (15 mg, 0.023 mmol, 41 %) was

obtained as a yellow oil.
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DMBA
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41 %

N

S

O

O

H
N

S

OO

Ph

H
N

O

NH

Ph

O
N

S

O

O

H
N

O
S

OO

H
N

O

N

PhPh 81 82

NMR : 1H-NMR (300 MHz, CDCl3) : δ (ppm) = 7.46–7.17 (m, 10H), 7.04–6.84

(m, 2H), 5.53–5.32 (m, 1H), 5.08–4.92 (m, 1H), 4.30–4.03 (m, 1H), 4.00–3.88 (m, 2H),

3.79–3.71 (m, 2H), 3.55–3.40 (m, 2H), 3.40–2.85 (m, 4H), 2.85–2.59 (m, 1H), 1.88–1.45

(m, 6H).

LCMS : ESI : [M+H]+ m/z found 661.2, calc. 661.2.
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ELF-97

Triphosgene

DIPEA

DCM, 0 °C 

to r.t., o/n

53 %

According to general procedure D and using the amine 82 (15 mg, 0.023 mmol,

1.0 eq.), ELF-97 (7 mg, 0.023 mmol, 1.0 eq.), triphosgene (20 mg, 0.068 mmol, 3.0 eq.)

and DIPEA (20 µL, 0.113 mmol, 5.0 eq.) in DCM (2 x 1.0 mL), the protected probe

83 (12 mg, 0.012 mmol, 53 %) was obtained as an off white solid.

The NMR spectra were too complicated to be attributed.

LCMS : ESI : [M+H]+ m/z found 992.0, calc. 992.3.

According to general procedure F and using the protected probe 83 (12 mg, 0.012 mmol,

1.0 eq.), TFA (500 µL, excess) and anisole (7.2 µg, 0.66 mmol, 5.5 eq.) in DCM (1.0 mL),

the probe 73 (1.5 mg, 0.0018 mmol, 15 %) was obtained as a white powder.

The NMR spectra were too complicated to be attributed.

LCMS : ESI : [M+H]+ m/z found 826.3, calc. 826.1.
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Synthesis of tripartite spacer 90
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DIPEA

Acetone, r.t.

o/n

70 %
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HO
NH

N
O

Boc

AllO
N

N
O

Boc

All

To a solution of 4-Boc-piperazine-2-carboxylic acid (86) (2.514 g, 10.918 mmol,

1.0 eq.) in acetone (25 mL) was added DIPEA (8.000 mL, 45.930 mmol, 4.21 eq.) and

allyl bromide (4.000 mL, 46.223 mmol, 4.23 eq.) and the resulting mixture was stirred

overnight at room temperature. Then the mixture was filtered and the solvent was eva-

porated under reduced pressure. The crude was solubilised in ethyl acetate and washed

with aqeous saturated solution of NaHCO3, dried over Na2SO4 and concentrated un-

der reduced pressure. The crude product was purified by flash column chromatography

on silica gel (cyclohexane/EtOAc 90/10 to 80/20 v/v) to provide the double allylated

product 87 (2.372 g, 7.643 mmol, 70 %) as a colorless oil.

NMR : 1H-NMR (300 MHz, CDCl3) : δ (ppm) = 6.00–5.75 (m, 2H), 5.38–5.12 (m,

4H), 4.61 (d, J = 6 Hz, 2H), 3.83–3.67 (br, m, 1H), 3.67–3.46 (br, m, 2H), 3.45–3.35

(br, s, 1H), 3.35–3.23 (m, 2H), 3.16–3.01 (m, 2H), 2.43–2.26 (br, s, 1H), 1.44 (s, 9H).

LCMS : ESI : [M+H]+ m/z found 310.9, calc. 311.2.

87
THF, 0 °C

5 min

89 %
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To an ice-cold solution of allyl ester 87 (700 mg, 2.255 mmol, 1.0 eq.) in tetrahydro-

furan (THF) under argon atmosphere was added dropwise a 1 M solution of LiAlH4 in

THF (4.500 mL, 4.500 mmol, 2.0 eq.). After 5 min of stirring, the reaction mixture was

quenched using the Fieser method (water, NaOH, and water again) and filtered over a

pad of Celite, which was rinsed with DCM. The crude solution was evaporated under

reduced pressure and the resulting oil was purified by flash column chromatography on

silica gel (PE/EtOAc 30/70 to 0/100 v/v) to provide the desired alcohol 88 (517 mg,

2.017 mmol, 89 %) as a colorless oil.

NMR : 1H-NMR (300 MHz, CDCl3) : δ (ppm) = 5.92–5.77 (m, 1H), 5.31–5.14 (m,

2H), 3.79 (dd, J = 11 Hz, J = 5 Hz, 1H), 3.72 (m, 2H), 3.51 (dd, J = 11 Hz, J =

4 Hz, 1H), 3.43 (dd, J = 14 Hz, J = 5 Hz, 1H), 3.34–3.10 (br, m, 2H), 3.04 (dd, J =

14 Hz, J = 7 Hz, 1H), 2.91–2.79 (br, m, 1H), 2.52 (br, s, 1H), 2.41–2.30 (m, 1H), 1.46

(s, 9H).

LCMS : ESI : [M+H]+ m/z found 257.0, calc. 257.2.

DBAD, PPh3
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to r.t., o/n

82 %
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To an ice-cold solution of alcohol 88 (278 mg, 1.084 mmol, 1.0 eq.) in toluene

(1.5 mL) was added phtalimide (239 mg, 1.624 mmol, 1.5 eq.), triphenylphosphine

(426 mg, 1.624 mmol, 1.5 eq.) and Di-tert-butyl azodicarboxylate (DBAD) (375 mg,

1.629 mmol, 1.5 eq.), the resulting mixture was stirred ovenight at room temperature.

Then magnesium chloride (hexahydrate) was added with PE (3 mL) and the mixture

stirrred for 2 h at 60 °C. The resulting mixture was cooled to 0 °C and filtered, the

filter was rinsed with EtOAc and the combined organic solutions were evaporated

under reduced pressure. The resulting crude mixture was purified by flash column

chromatography on silica gel (PE/acetone) 95/5 to 85/15 v/v) to provide the desired

phtalimide derivative 89 (345 mg, 0.895 mmol, 82 %) as a light yellow solid.

NMR : 1H-NMR (300 MHz, CDCl3) : δ (ppm) = 7.90–7.80 (m, 2H), 7.77–7.66 (m,

2H), 5.90–5.72 (m, 1H), 5.25–5.08 (m, 2H), 4.01–3.82 (br, m, 1H), 3.82–3.64 (br, m,

1H), 3.64–3.28 (br, m, 4H), 3.28–3.12 (m, 2H), 3.01–2.83 (m, 2H), 2.42 (br, s, 1H), 1.41
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(s, 9H).

LCMS : ESI : [M+H]+ m/z found 386.4, calc. 386.2.

89

MeOH, rfx.
4 h

86 %
90

N
N

N
Boc

All

O

O

H2N N

N
Boc

AllMeNH2

To a solution of phtalimide derivative 89 (50 mg, 0.124 mmol, 1.0 eq.) in ethanol

(2 mL) was added a solution of 33 % (v/v) ethanolic solution of methylamine (2 mL,

excess). The resulting solution was refluxed for 4 h. Then the solution was cooled

to room temperature and the solvant was evaporated under reduced pressure. The

resulting crude was put in water and the solution was acidified with 1 M HCl to pH

= 3, washed with diethyl ether, basified to pH = 12 with 2 M NaOH, extracted with

EtOAc, dried over Na2SO4 and evaporated under reduced pressure. The protected

tripartite spacer 90 (23 mg, 0.091 mmol, 86 %) was obtained as light yellow oil.

NMR : 1H-NMR (300 MHz, CDCl3) : δ (ppm) = 6.40 (br, s, 2H, -NH2), 5.93–5.76

(m, 1H), 5.28–5.10 (m, 2H), 3.71–3.54 (m, 2H), 3.37 (dd, J = 14 Hz, J = 6 Hz, 1H),

3.32–3.16 (m, 2H), 3.08–2.83 (m, 2H), 2.83–2.72 (m, 2H), 2.41–2.26 (m, 2H), 1.46 (s,

9H).

LCMS : ESI : [M+H]+ m/z found 256.3, calc. 256.2.

Synthesis of tripartite analogue probe 94

DIPEA

DCM, 35 °C, 

o/n

62 %

N

S

O

O

H
N

O
S

OO

O

O
NO2

PhPh

N

S

O

O

H
N

O
S

OO

H
N

O

N

N

PhPh 9181

90

H2N N

N
Boc

Boc

According to general procedure B and using the carbonate 80 (300 mg, 0.437 mmol,

1.0 eq.), protected spacer 90 (134 mg, 0.525 mmol, 1.2 eq.) and DIPEA (381 µL,
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2.19 mmol, 5.0 eq.) in DCM (7.0 mL), the tertiary amine 91 (220 mg, 0.274 mmol,

62%) was obtained as a yellow oil.

NMR : 1H-NMR (300 MHz, CDCl3) : δ (ppm) = 7.43–7.27 (m, 10H), 7.04–6.91 (m,

2H), 6.47–6.31 (m, 1H), 5.90–5.75 (m, 1H), 5.24–5.05 (m, 3H), 4.63–4.47 (m, 1H), 3.86

(s, 2H), 3.71–3.47 (m, 2H), 3.39–2.97 (m, 5H), 2.84–2.67 (br, s, 1H), 2.62–2.45 (br, s,

1H), 2.38–2.26 (br, s, 1H), 1.45 (s, 9H).

LCMS : ESI : [M+H]+ m/z found 802.3, calc. 802.3.

DMBA
Pd(PPh3)4 (cat)

DCM, r.t.
53 %

N

S

O

O

H
N

S

OO

Ph

H
N

O

NH

N

Ph

O
N

S

O

O

H
N

O
S

OO

H
N

O

N

N

PhPh 91 92

Boc Boc

According to general procedure C and using the tertiary amine 91 (100 mg, 0.125 mmol,

1.0 eq.), DMBA (98 mg, 0.628 mmol, 5.0 eq.) and Pd(PPh3)4 (1 mg, 0.0011 mmol,

0.01 eq.) in DCM (3 mL), the secondary amine 92 (50 mg, 0.066 mmol, 53 %) was

obtained as a light yellow oil.

NMR : 1H-NMR (300 MHz, CDCl3) : δ (ppm) = 7.43–7.28 (m, 10H), 7.02–6.95 (m,

2H), 6.90–6.86 (m, 1H), 6.44–6.35 (m, 1H), 5.22–5.05 (m, 1H), 4.60–4.51 (m, 1H), 3.84

(s, 2H), 3.41–3.17 (m, 1H), 3.17–2.80 (m, 4H), 2.76–2.65 (m, 2H), 1.46 (s, 9H).

LCMS : ESI : [M+H]+ m/z found 762.3, calc. 762.3.

O

O

Cl

N

N
H

O

Cl

N

S

O

O

H
N

O
S

OO

PhPh

H
N

O

N

N

N

S

O

O

H
N

S

OO

Ph

H
N

O

NH

N

Ph

O

92
93

ELF-97

Triphosgene

DIPEA

DCM, 0 °C 

to r.t., o/n

46 %

Boc
Boc

According to general procedure D and using the amine 92 (50 mg, 0.066 mmol,

1.0 eq.), ELF-97 (20 mg, 0.066 mmol, 1.0 eq.), triphosgene (58 mg, 0.197 mmol, 3.0 eq.)

and DIPEA (57 µL, 0.328 mmol, 5.0 eq.) in DCM (2 x 1.5 mL), the protected probe

93 (33 mg, 0.030 mmol, 46 %) was obtained as a light yellow solid.

NMR : 1H-NMR (300 MHz, CDCl3) : δ (ppm) = 8.29–7.92 (m, 1H), 7.73 (s, 2HH),
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7.53–7.39 (m, 1H), 7.39–7.27 (m, 10H), 7.18–7.05 (m, 2H), 6.98 (s, 2H), 6.83 (s, 1H),

6.42–6.15 (m, 1H), 5.87–5.40 (m, 1H), 5.24–5.07 (m, 1H), 4.06–3.89 (m, 2H), 3.85 (s,

2H), 3.58–2.80 (m, 5H), 1.47 (s, 9H).

LCMS : ESI : [M+H]+ m/z found 1094.1, calc. 1094.2.

O

O

Cl

N

N
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Cl
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PhPh
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N

O
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O

Cl

N

N
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O

Cl

N

S

O

O

H
N

O
S

OHO

H
N

O

N

+H2N

93

94

TFA

DCM, 0 °C, 1 h
35 %

Boc

TFA-

According to general procedure F and using the protected probe 93 (20 mg, 0.018 mmol,

1.0 eq.), TFA (200 µL, excess) and anisole (11 µL, 0.101 mmol, 5.5 eq.) in DCM

(2.0 mL), the probe 94 (0.8 mg, 0.001 mmol, 5 %) was obtained as a white powder.

The NMR spectra were too complicated to be attributed.

LCMS : ESI : [M+H]+ m/z found 828.1, calc. 828.1.

Partie expérimentale du chapitre 3

Synthesis of fluorophores

Synthese du fluorophore "Stefani"

HO

NH2
N

S

HO

NH2

NH2

SH

HOOC

PPA

180 °C, 3 h

79 %

104 105

To a solution of p-aminosalicylic acid (3.829 g, 25.0 mmol, 1 eq.) in polyphosphoric

acid (12.5 mL) was added 2-aminothiophenol (2.698 mL, 25.0 mmol, 1 eq.), the resulted
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mixture was stirred for 3 h at 180 °C. The reaction mixture was poured into distilled

water and the pH was adjusted to 7 with 30 % NaOH solution. The precipitate green

solid was collected by filtration and washed with water till colorless. After drying

under high vacuum, 2-(5-amino-2-hydroxyphenyl)benzothiazole (HBT) 105 (4.785 g,

19.75 mmol, 79 %) was obtained as a light green powder.

NMR : 1H-NMR (300 MHz, DMSO) : δ (ppm) = 10.67 (br, s, 1H), 8.12 (d, J =

8 Hz, 1H), 8.01 (d, J = 8 Hz, 1H), 7.53 (t, J = 8 Hz, 1H), 7.43 (t, J = 8 Hz, 1H), 7.37

(d, J = 3 Hz, 1H), 6.81 (d, J = 9 Hz, 1H), 6.71 (dd, J = 9 Hz, J = 3 Hz, 1H), 4.83

(br, s, 2H).

Spectral data were in accordance with literature. [424]

HO

NH2
N

S

OEt

COOEt

COOEt

EtOH
rfx, 4 h
78 %

105

HO

N
H

N

S COOEt

COOEt

106

An equimolar solution of compound 105 (1.212 g, 5.00 mmol, 1 eq.) and diethyl

ethoxymethylenemalonate (1.081 g, 5.00 mmol, 1 eq.) in ethanol (15 ml) was refluxed

for 4 h, the reaction mixture was evaporated under reduced pressure and the separa-

ted solid was crystallised from ethanol to provide the desired product 106 (1.606 g,

3.89 mmol, 78 %) as a dark green solid.

NMR : 1H-NMR (300 MHz, DMSO) : δ (ppm) = 11.55 (br, s, 1H), 10.76 (d, J

= 14 Hz, 1H), 8.37 (d, J = 14 Hz, 1H), 8.21–8.13 (m, 2H), 8.09 (d, J = 8 Hz, 1H),

7.60–7.52 (m, 1H), 7.51–7.42 (m, 2H), 7.10 (d, J = 8 Hz, 1H), 4.22 (q, J = 7 Hz, 2H),

4.14 (q, J = 7 Hz, 2H), 1.26 (q, J = 7 Hz, 6H).

Spectral data were in accordance with literature. [425]

HO

N
H

N

S

HO

N

S
COOEt

COOEt

N
H

O

COOEt

Ph2O

rfx, 1 h

61 %

106
103

A solution of compound 106 (412 mg, 1.00 mmol, 1 eq.) in diphenyl ether (5 ml)

was refluxed for 1 h, cooled to room temperature, diluted with Et2O (100 ml) and
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filtered. The obtained precipitate was washed with PE and DMF, then dried under

high vacuum to provide the desired fluorophore 104 (252 mg, 0.61 mmol, 61 %) as a

light green solid.

NMR : 1H-NMR (300 MHz, DMSO) : δ (ppm) = 12.10 (br, s, 1H), 8.67 (s, 1H),

8.52 (s, 1H), 8.18 (d, J = 8 Hz, 1H), 8.09 (d, J = 8 Hz, 1H), 7.71 (s, 1H), 7.57 (t, J =

8 Hz, 1H), 7.47 (t, J = 8 Hz, 1H), 4.20 (q, J = 7 Hz, 2H), 1.28 (t, J = 7 Hz, 3H).

Spectral data were in accordance with literature. [425]

Synthèses des fluorophores de la famille des chalcones

OH O

OH O

O

OH O

ou

R1

R2

R3

2-hydroxyacétophénone

1-hydroxy-2-acétonaphtone

Pyrrolidine

EtOH, r.t.
o/n

OH O

104 - 119

R1

R2

R3

R4 R4

R4

General protocol G To a solution of methylcetone (1 eq.) in EtOH was added

the benzaldehyde (1 eq) and pyrrolidine (1 eq). The resulting mixture was stirred at

room temperature overnigth. The precipitated solid was filtered and washed with cold

EtOH and PE to obtain the desired condensed product. If necessary, crystallization

from minimum DCM solution in MeOH give the purified product.

OH

125

OH

126

O

H2O/ACN

120 °C, o/n

42 %

Pd(OAc)2
DMSO

MsOH

Synthesis of precursors To a solution of phenol 125 (608 mg, 4.00 mmol, 1.0 eq.) in

acetonitrile (10 mL) was added Pd(OAc)2 (88 mg, 0.4 mmol, 0.1 eq.), DMSO (568 µL,

8.0 mmol, 2.0 eq.), MsOH (2.5 mL) and H2O (2.0 mL), the resulting mixture was

stirred at 120 °C for 24 h. The mixture was then concentrated under reduced pressure.
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The residue was purified by flash column chromatography on a silica gel (PE/EtOAc

4/1 v/v) to provide the desired cetone 126 (323 mg, 1.68 mmol, 42 %) as a yellow

solid.

NMR : 1H-NMR (300 MHz, CDCl3) : δ (ppm) = 12.12 (s, 1H), 7.68 (d, J = 2 Hz,

1H), 7.54 (dd, J = 9 Hz, J = 2 Hz, 1H), 6.93 (d, J = 9 Hz, 1H), 2.65 (s, 3H), 1.32 (s,

9H).

Spectral data were in accordance with literature. [449]

O

N

128

O

F

127

Pyrrolidine
K2CO3

DMSO, 100 °C
ultrasound

30 min
73 %

To a solution of pyrrolidine (882 µL, 10.0 mmol, 1.0 eq.) in DMSO (10 mL) was

added 4-fluorobenzaldehyde (1.073 mL, 10.0 mmol, 1.0 eq.) and K2CO3 (1.520 g,

11.0 mmol, 1.1 eq.). The resulting mixture was sonicated for 30 min, the temperature

of the reaction mixture raised to approximately 100 °C at the end of the sonication.

The reaction mixture was cooled down to 60 °C and then poured into distilled water

(200 mL). The emulsion formed was extracted with diethyl ether. The ether solution

was washed with water, dried over Na2SO4 and concentrated under reduced pressure.

Repetitive filtration of this ether solution provided several batches of the pure aldehyde

128 (1.281 mg, 7.31 mmol, 73 %) as a pale orange solid.

NMR : 1H-NMR (300 MHz, CDCl3) : δ (ppm) = 9.72 (s, 1H), 7.73 (d, J = 9 Hz,

2H), 6.57 (d, J = 9 Hz, 2H), 3.44–3.35 (m, 4H), 2.09–2.02 (m, 4H).

Spectral data were in accordance with literature. [450]

O

N

130

O

F

129

 

K2CO3

DMSO, 100 °C

ultrasound

30 min

51 %

Cl-.+H2N

To a solution of aztidine hydrochloride (468 mg, 5.0 mmol, 1.0 eq.) in DMSO (5 mL)

was added 4-fluorobenzaldehyde (536 µL, 5.0 mmol, 1.0 eq.) and K2CO3 (1.520 g,

11.0 mmol, 2.2 eq.). The resulting mixture was sonicated for 30 min, the temperature
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of the reaction mixture raised to approximately 100 °C at the end of the sonication.

The reaction mixture was cooled down to 60 °C and then poured into distilled water

(200 mL). The emulsion formed was extracted with diethyl ether. The ether solution

was washed with water, dried over Na2SO4 and concentrated under reduced pressure.

The resulting yellow oil was further purified by column chromatography on silica gel

(PE/EtOAc, 10/0 to 8/2 v/v) to provide the pure aldehyde 130 (410 mg, 2.54 mmol,

51 %) as a yellow solid.

NMR : 1H-NMR (300 MHz, CDCl3) : δ (ppm) = 9.70 (s, 1H), 7.68 (d, J = 9 Hz,

2H), 6.36 (d, J = 9 Hz, 2H), 4.00 (t, J = 7 Hz, 4H), 2.42 (quintuplet, J = 7 Hz, 2H).

Spectral data were in accordance with literature. [450]

OH

131

OH

132

O

TfOH, 0°C
to r.t., 6 h

77 %

Cl

O

To a solution of 2,4-di-tert-butylphenol 131 (385 mg, 1.87 mmol, 1.0 eq.) in TfOH

(10 mL) at 0 °C was added acetyl chloride (139 µL, 1.87 mmol, 1.0 eq.). The reaction

mixture was warmed to room temperature and stirred for 6 h, then poured into cold

water and EtOAc. The organic layer was washed with 1 M HCl, saturated aqueous

NaHCO3, and brine, dried over Na2SO4, then filtrated. The filtrate was concentrated

under reduced pressure and the residue was subjected silica column chromatography

(PE/EtOAc, 8/2 v/v) to provide the cetone 132 (358 mg, 1.43 mmol, 77 %) as a yellow

oil.

NMR : 1H-NMR (300 MHz, CDCl3) : δ (ppm) = 12.96 (s, 1H), 7.59–7.55 (m, 2H),

2.61 (s, 3H), 1.41 (s, 9H), 1.32 (s, 9H).

Spectral data were in accordance with literature. [451]

OH O

O

N
OH O

N107EtOH, r.t.

o/n

88 %

Pyrrolidine
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Synthesis of fluorophores According to general procedure G and using 2’-hydroxyacetophenone

(602 µL, 5.00 mmol, 1.0 eq.), dimethylaminobenzaldehyde (748 mg, 5.00 mmol, 1.0 eq.)

and pyrrolidine (441 µL, 5.00 mmol, 1.0 eq.) in EtOH (15 mL), the fluorophore 107

(1176 mg, 4.40 mmol, 88 %) was obtained as a red powder.

NMR : 1H-NMR (300 MHz, CDCl3) : δ (ppm) = 13.19 (s, 1H), 7.97–7.88 (m, 2H),

7.58 (d, J = 9 Hz, 2H), 7.50–7.41 (m, 2H), 7.03–6.88 (m, 2H), 6.70 (d, J = 9 Hz, 2H),

3.10 (s, 6H).

Spectral data were in accordance with literature. [200]

OH O

O

N

OH O

N108EtOH, r.t.
o/n
84 %

Pyrrolidine

According to general procedure G and using 2’-hydroxyacetophenone (602 µL,

5.00 mmol, 1.0 eq.), diethylaminobenzaldehyde (886 mg, 5.00 mmol, 1.0 eq.) and pyr-

rolidine (441 µL, 5.00 mmol, 1.0 eq.) in EtOH (15 mL), the fluorophore 108 (1235 mg,

4.18 mmol, 84 %) was obtained as a red powder.

NMR : 1H-NMR (300 MHz, CDCl3) : δ (ppm) = 13.23 (s, 1H), 7.97–7.87 (m, 2H),

7.56 (d, J = 9 Hz, 2H), 7.50–7.39 (m, 2H), 7.01 (d, J = 8 Hz, 1H), 6.92 (t, J = 8 Hz,

1H), 6.67 (d, J = 9 Hz, 2H), 3.43 (q, J = 7 Hz, 4H), 1.22 (t, J = 7 Hz, 6H).

Spectral data were in accordance with literature. [452]

OH O

O

OMe

OH O

OMe109EtOH, r.t.

o/n

63 %

Pyrrolidine

According to general procedure G and using 2’-hydroxyacetophenone (120 µL,

1.00 mmol, 1.0 eq.), 4-methoxybenzaldehyde (121 µL, 1.00 mmol, 1.0 eq.) and pyr-

rolidine (88 µL, 1.00 mmol, 1.0 eq.) in EtOH (3 mL), the fluorophore 109 (159 mg,

0.63 mmol, 63 %) was obtained as a yellow powder.
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NMR : 1H-NMR (300 MHz, CDCl3) : δ (ppm) = 7.96–7.88 (m, 2H), 7.64 (d, J =

8 Hz, 2H), 7.59–7.46 (m, 2H), 7.07–6.91 (m, 4H), 3.87 (s, 3H).

13C-NMR (100 MHz, CDCl3) : δ (ppm) =193.84, 163.71, 162.19, 145.51, 136.30,

130.70, 128.68, 127.51, 120.28, 118.90, 118.75, 117.77, 114.68, 55.61.

OH O

O

OMe

OH O

OMe110EtOH, r.t.
o/n
76 %

Pyrrolidine

According to general procedure G and using 1’-hydroxy-2’-acetonaphtone (186 mg,

1.00 mmol, 1.0 eq.), 4-methoxybenzaldehyde (121 µL, 1.00 mmol, 1.0 eq.) and pyr-

rolidine (88 µL, 1.00 mmol, 1.0 eq.) in EtOH (3 mL), the fluorophore 110 (232 mg,

0.76 mmol, 76 %) was obtained as an orange powder.

NMR : 1H-NMR (300 MHz, CDCl3) : δ (ppm) = 8.50 (d, J = 8 Hz, 1H), 7.96 (d,

J = 15 Hz, 1H), 7.85 (d, J = 9 Hz, 1H), 7.77 (d, J = 8 Hz, 1H), 7.69–7.59 (m, 4H),

7.54 (t, J = 8 Hz, 1H), 7.30 (d, J = 9 Hz, 1H), 6.96 (d, J = 9 Hz, 2H), 3.87 (s, 3H).

13C-NMR (100 MHz, CDCl3) : δ (ppm) = 193.23, 164.29, 161.99, 144.99, 137.32,

130.57, 130.07, 127.55, 127.39, 125.88, 125.57, 124.49, 123.97, 118.11, 117.97, 114.54,

113.54, 55.47.

OH O

O

OMe

OH O

OMe

111

EtOH, r.t.

o/n

87 %

Pyrrolidine

MeO

OMe

OMe

MeO

According to general procedure G and using 2’-hydroxyacetophenone (120 µL,

1.00 mmol, 1.0 eq.), 2,4,6-trimethoxybenzaldehyde (196 mg, 1.00 mmol, 1.0 eq.) and

pyrrolidine (88 µL, 1.00 mmol, 1.0 eq.) in EtOH (3 mL), the fluorophore 111 (273 mg,

0.87 mmol, 87 %) was obtained as a yellow powder.

NMR : 1H-NMR (300 MHz, CDCl3) : δ (ppm) = 8.39 (d, J = 16 Hz, 1H), 8.02 (d,

J = 16 Hz, 1H), 7.91 (d, J = 8 Hz, 1H), 7.45 (t, J = 8 Hz, 1H), 7.00 (d, J = 8 Hz,

1H), 6.91 (t, J = 8 Hz, 1H), 6.15 (s, 2H), 3.94 (s, 6H), 3.87 (s, 3H).
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13C-NMR (100 MHz, CDCl3) : δ (ppm) = 195.32, 163.67, 163.51, 162.05, 136.79,

135.52, 129.64, 120.66, 119.50, 118.49, 118.38, 106.53, 90.58, 55.91, 55.46.

OH O

O

N

OH O

N

112

EtOH, r.t.
o/n
85 %

Pyrrolidine
128

According to general procedure G and using 2’-hydroxyacetophenone (120 µL,

1.00 mmol, 1.0 eq.), 4-(1-pyrrolidinyl)benzaldehyde 128 (175 mg, 1.00 mmol, 1.0 eq.)

and pyrrolidine (88 µL, 1.00 mmol, 1.0 eq.) in EtOH (3 mL), fluorophore 112 (249 mg,

0.85 mmol, 85 %) was obtained as a red powder.

NMR : 1H-NMR (300 MHz, CDCl3) : δ (ppm) = 13.23 (s, 1H), 7.99–7.87 (m, 2H),

7.57 (d, J = 9 Hz, 2H), 7.49–7.39 (m, 2H), 7.00 (d, J = 8 Hz, 1H), 6.92 (t, J = 8 Hz,

1H), 6.57 (d, J = 9 Hz, 2H), 3.44–3.31 (m, 4H), 2.11-1.99 (m, 4H).

Spectral data were in accordance with literature. [434]

OH O

O

N

OH O

N

113

EtOH, r.t.

o/n

79 %

Pyrrolidine

128

According to general procedure G and using 1’-hydroxy-2’-acetonaphtone (136 mg,

1.00 mmol, 1.0 eq.), 4-(1-pyrrolidinyl)benzaldehyde 128 (175 mg, 1.00 mmol, 1.0 eq.)

and pyrrolidine (88 µL, 1.00 mmol, 1.0 eq.) in EtOH (3 mL), fluorophore 113 (271 mg,

0.79 mmol, 79 %) was obtained as a purple powder.

NMR : 1H-NMR (300 MHz, CDCl3) : δ (ppm) = 8.49 (d, J = 8 Hz, 1H), 7.99 (d,

J = 15 Hz, 1H), 7.87 (d, J = 9 Hz, 1H), 7.77 (d, J = 8 Hz, 1H), 7.65–7.57 (m, 3H),

7.57–7.48 (m, 2H), 7.29 (d, J = 9 Hz, 1H), 6.58 (d, J = 9 Hz, 2H), 3.44–3.34 (m, 4H),

2.10–2.02 (m, 4H).

Spectral data were in accordance with literature. [453]

According to general procedure G and using cetone 126 (192 mg, 1.00 mmol,

1.0 eq.), dimethylaminobenzaldehyde (149 mg, 1.00 mmol, 1.0 eq.) and pyrrolidine
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OH O

O

N

OH O

N

114

EtOH, r.t.
o/n
53 %

Pyrrolidine

126

(88 µL, 1.00 mmol, 1.0 eq.) in EtOH (3 mL), fluorophore 114 (171 mg, 52.8 mmol,

53 %) was obtained as a red powder.

NMR : 1H-NMR (300 MHz, CDCl3) : δ (ppm) = 7.92 (d, J = 15 Hz, 1H), 7.87 (d,

J = 2 Hz, 1H), 7.59 (d, J = 9 Hz, 2H), 7.53 (dd, J = 9 Hz, J = 2 Hz, 1H), 7.46 (d,

J = 15 Hz, 1H), 6.96 (d, J = 9 Hz, 1H), 6.72 (d, J = 9 Hz, 2H), 3.07 (s, 3H), 1.36 (s,

9H).

13C-NMR (100 MHz, CDCl3) : δ (ppm) = 193.87, 161.44, 152.45, 146.41, 141.88,

141,23, 133.55, 130.92, 125,33, 122.62, 119.80, 118.17, 114.72, 111.99, 40.28, 34.32,

31.57.

OH O

O

N

OH O

N

115

EtOH, r.t.

o/n

89 %

Pyrrolidine

MeO
MeO

According to general procedure G and using 2’-hydroxy-4-methoxy-acetophenone

(166 mg, 1.00 mmol, 1.0 eq.), dimethylaminobenzaldehyde (149 mg, 1.00 mmol, 1.0 eq.)

and pyrrolidine (88 µL, 1.00 mmol, 1.0 eq.) in EtOH (3 mL), fluorophore 115 (265 mg,

0.89 mmol, 89 %) was obtained as a red powder.

NMR : 1H-NMR (300 MHz, CDCl3) : δ (ppm) = 7.92–7.81 (m, 2H), 7.56 (d, J =

9 Hz, 2H), 7.38 (d, J = 15 Hz, 1H), 6.70 (d, J = 9 Hz, 2H), 6.50–6.44 (m, 2H), 3.85

(s, 3H), 3.05 (s, 6H).

13C-NMR (100 MHz, CDCl3) : δ (ppm) = 192.04, 166.62, 165.81, 152.30, 145.57,

131.08, 130.75, 122.68, 114.72, 114.49, 111.96, 107.48, 101.18, 55.67, 40.26.

According to general procedure G and using 2’-hydroxyacetophenone (120 µL,

1.00 mmol, 1.0 eq.), 4-(azetidin-1-yl)benzaldehyde 130 (161 mg, 1.00 mmol, 1.0 eq.)

and pyrrolidine (88 µL, 1.00 mmol, 1.0 eq.) in EtOH (3 mL), fluorophore 116 (158 mg,
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OH O

O

N

OH O

N

116

EtOH, r.t.
o/n
57 %

Pyrrolidine

130

0.57 mmol, 57 %) was obtained as a red powder.

NMR : 1H-NMR (300 MHz, CDCl3) : δ (ppm) = 7.96–7.87 (m, 2H), 7.54 (d, J =

8 Hz, 2H), 7.50–7.41 (m, 2H), 7.01 (d, J = 8 Hz, 1H), 6.92 (t, J = 8 Hz, 1H), 6.40 (d,

J = 8 Hz, 2H), 4.00 (t, J = 7 Hz, 4H), 2.43 (quintuplet, J = 7 Hz, 2H).

NMR : 1H-NMR (300 MHz, CDCl3) : δ (ppm) = 193.65, 163.63, 153.55, 146.81,

135.82, 130.83, 129.51, 123.21, 120.53, 118.71, 118.63, 114.59, 110.84.

OH O

O

N

OH O

N

117

EtOH, r.t.

o/n

31 %

Pyrrolidine

F
F

According to general procedure G and using 2’-hydroxy-4-fluoro-acetophenone (154 mg,

1.00 mmol, 1.0 eq.), dimethylaminobenzaldehyde (149 mg, 1.00 mmol, 1.0 eq.) and

pyrrolidine (88 µL, 1.00 mmol, 1.0 eq.) in EtOH (3 mL), fluorophore 117 (89 mg,

0.31 mmol, 31 %) was obtained as a red powder.

NMR : 1H-NMR (300 MHz, CDCl3) : δ (ppm) = 7.92 (d, J = 15 Hz, 2H), 7.57 (d,

J = 8 Hz, 2H), 7.36 (d, J = 15 Hz, 1H), 6.74–6.59 (m, 4H), 3.07 (s, 6H).

13C-NMR (100 MHz, CDCl3) : δ (ppm) = 192.49, 168.43, 166.24, 166.18, 165.89,

152.55, 146.92, 131.70, 131.05, 122.34, 117.54, 114.10, 111.94, 106.83, 105.12, 40.24.

OH O

O

N

OH O

N

118

EtOH, r.t.

o/n

11 %

Pyrrolidine

MeO
MeO

According to general procedure G and using 2’-hydroxy-4-methoxy-acetophenone

(166 mg, 1.00 mmol, 1.0 eq.), 4-(1-pyrrolidinyl)benzaldehyde 128 (175 mg, 1.00 mmol,
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1.0 eq.) and pyrrolidine (88 µL, 1.00 mmol, 1.0 eq.) in EtOH (3 mL), fluorophore 118

(35 mg, 0.11 mmol, 11 %) was obtained as a red powder.

NMR : 1H-NMR (300 MHz, CDCl3) : δ (ppm) = 7.92–7.81 (m, 2H), 7.55 (d, J =

9 Hz, 2H), 7.35 (d, J = 15 Hz, 1H), 6.56–6.53 (m, 2H), 6.49–6.43 (m, 2H), 3.85 (s, 3H),

3.41–3.33 (m, 4H), 2.07–1.99 (m, 4H).

13C-NMR (100 MHz, CDCl3) : δ (ppm) = 192.01, 166.59, 165.73, 152.11, 145.94,

132.31, 131.01, 124.99, 122.11, 114.54, 113.98, 111.34, 107.42, 101.17, 47.75, 25.58.

OH O

O

N

OH O

N

119

EtOH, r.t.
o/n
27 %

Pyrrolidine

Br
Br

According to general procedure G and using 2’-hydroxy-4-bromo-acetophenone (215 mg,

1.00 mmol, 1.0 eq.), dimethylaminobenzaldehyde (149 mg, 1.00 mmol, 1.0 eq.) and

pyrrolidine (88 µL, 1.00 mmol, 1.0 eq.) in EtOH (3 mL), fluorophore 119 (95 mg,

0.27 mmol, 27 %) was obtained as a red powder.

NMR : 1H-NMR (300 MHz, CDCl3) : δ (ppm) = 7.93 (d, J = 15 Hz, 1H), 7.76 (d,

J = 8 Hz, 1H), 7.57 (d, J = 9 Hz, 2H), 7.36 (d, J = 15 Hz, 1H), 7.05 (dd, J = 9 Hz,

J = 2 Hz, 1H), 6.70 (d, J = 9 Hz, 2H), 3.07 (s, 6H).

Spectral data were in accordance with literature. [454]

OH O

O

N

OH O

N

120

EtOH, r.t.

o/n

37 %

Pyrrolidine

Br
Br

According to general procedure G and using 2’-hydroxy-5-bromo-acetophenone (215 mg,

1.00 mmol, 1.0 eq.), dimethylaminobenzaldehyde (149 mg, 1.00 mmol, 1.0 eq.) and

pyrrolidine (88 µL, 1.00 mmol, 1.0 eq.) in EtOH (3 mL), fluorophore 120 (127 mg,

0.37 mmol, 37 %) was obtained as a red powder.

NMR : 1H-NMR (300 MHz, CDCl3) : δ (ppm) = 8.02–7.97 (m, 1H), 7.93 (d, J =
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15 Hz, 1H), 7.58 (d, J = 9 Hz, 2H), 7.52 (dd, J = 9 Hz, J = 2 Hz, 1H), 7.33 (d, J =

15 Hz, 1H), 6.91 (d, J = 9 Hz, 1H), 6.69 (d, J = 9 Hz, 2H), 3.07 (s, 6H).

Spectral data were in accordance with literature. [454]

OH O

O

N

OH O

N

121

EtOH, r.t.
o/n
13 %

Pyrrolidine

According to general procedure G and using cetone 132 (248 mg, 1.00 mmol,

1.0 eq.), dimethylaminobenzaldehyde (149 mg, 1.00 mmol, 1.0 eq.) and pyrrolidine

(88 µL, 1.00 mmol, 1.0 eq.) in EtOH (3 mL), fluorophore 121 (51 mg, 0.13 mmol,

13 %) was obtained as a red powder.

NMR : 1H-NMR (300 MHz, CDCl3) : δ (ppm) = 7.89 (d, J = 15 Hz, 1H), 7.74 (d,

J = 2 Hz, 1H), 7.61–7.53 (m, 3H), 7.48 (d, J = 15 Hz, 1H), 6.72 (d, J = 9 Hz, 2H),

3.06 (s, 6H), 1.45 (s, 9H), 1.36 (s, 9H).

13C-NMR (100 MHz, CDCl3) : δ (ppm) = 194.64, 161.23, 152.32, 145.86, 139.68,

138.04, 130.77, 123.25, 122.78, 119.51, 115.59, 111.99, 40.28, 35.32, 34.48, 31.62, 29.55.

OH O

O

N

OH O

N

122

EtOH, r.t.

o/n

7 %

Pyrrolidine

F
F

128

According to general procedure G and using 2’-hydroxy-4-fluoro-acetophenone (154 mg,

1.00 mmol, 1.0 eq.), 4-(1-pyrrolidinyl)benzaldehyde 128 (175 mg, 1.00 mmol, 1.0 eq.)

and pyrrolidine (88 µL, 1.00 mmol, 1.0 eq.) in EtOH (3 mL), fluorophore 122 (23 mg,

0.07 mmol, 7 %) was obtained as a red powder.

NMR : 1H-NMR (300 MHz, CDCl3) : δ (ppm) = 7.98–7.87 (m, 2H), 7.56 (d, J =

8 Hz, 2H), 7.33 (d, J = 15 Hz, 2H), 6.72–6.50 (m, 4H), 3.38 (br, s, 4H), 2.05 (br, s,

4H).

13C-NMR (100 MHz, CDCl3) : δ (ppm) = 192.42, 190.40, 168.37, 166.18, 165.84,
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152.11, 150.19, 147.27, 131.63, 131.30, 124.99, 121.82, 117.59, 113.37, 111.98, 111.34,

106.80, 105.09, 99.85, 47.76, 25.59.

Synthèses des fluorophores de la famille "Akutagawa"

OMe

OH

OMe

OH

OO

N

N

N

N

TFA, rfx,
o/n
7 % 137

To a solution of 4-methoxyphenol (3.000 g, 24.2 mmol, 1.0 eq.) in TFA (15 mL)

under argon was added hexamethylenetetramine (6.790 g, 48.4 mmol, 2.0 eq.) in one

portion. The yellow solution was refluxed until full convertion of started material (20 h).

The reaction mixture was then cooled to room temperature and poured into 4 M HCl

solution (100 mL) and stirred for 15 min. The product was then extracted with DCM

and the combined organic extracts were washed with 4 M HCl, brine, dried over Na2SO4

and concentrated under reduced pressure. The yellow residue was purified by column

chromatography on silica gel (PE/EtOAc 100/0 to 40/60 v/v) to provide the desired

bis-formylated product 137 (308 mg, 1.71 mmol, 7 %) as a yellow solid.

NMR : 1H-NMR (300 MHz, DMSO) : δ (ppm) = 11.12 (s, 1H), 10.22 (s, 1H), 7.51

(s, 2H), 3.86 (s, 3H).

Spectral data were in accordance with literature. [455]

OMe

OH

OO

OMe

OH

S

NN

S

NH2

SH

DMSO, rfx,

3 h

51 %
97137

To a solution of di-aldehyde 137 (250 mg, 1.39 mmol, 1.0 eq.) in DMSO (8 mL)

was added 2-aminothiophenol (348 mg, 2.78 mmol, 2.0 eq.), the resulting mixture was

heated until the temperature of the vapours reached 180 °C (about 2 h). The reaction

mixture was then cooled and the precipitate was filtered and dried to provide the

desired fluorophore 97 (277 mg, 0.71 mmol, 51 %) as a green powder.

NMR : 1H-NMR (300 MHz, DMSO) : δ (ppm) = 13.67 (s, 1H), 8.22 (d, J = 8 Hz,
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2H), 8.18 (d, J = 8 Hz, 2H), 7.61 (t, J = 8 Hz, 2H), 7.89 (s, 2H), 7.53 (t, J = 8 Hz,

2H), 3.94 (s, 3H).

Spectral data were in accordance with literature. [439]

OMe

OH

O

NH2

SH

OMe

OHN

S

DMSO, rfx,
1 h

24 %
138 139

To a solution of 2-hydroxy-5-methoxybenzaldehyde (820 µL, 6.58 mmol, 1.0 eq.)

in DMSO (30 mL) was added 2-aminothiophenol (710 µL, 6.58 mmol, 1.0 eq.), the

resulting mixture was refluxed for 1 h, cooled to room temperatuer and water was

added, the resulting precipitate was filtered and washed with cold methanol to provide

the desired compound 139 (415 mg, 1.61 mmol, 24 %) as a yellow powder.

NMR : 1H-NMR (300 MHz, CDCl3) : δ (ppm) = 12.10 (s, 1H), 8.00 (d, J = 8 Hz,

1H), 7.91 (d, J = 8 Hz, 1H), 7.52 (t, J = 8 Hz, 1H), 7.42 (t, J = 8 Hz, 1H), 7.17 (d,

J = 2 Hz, 1H), 7.08–6.97 (m, 2H), 3.85 (s, 3H).

OMe

OHN

S

OMe

OH

O

N

S

N

N

N

N

TFA, rfx,

o/n

99 %

139 140

To a solution of product 139 (200 mg, 0.78 mmol, 1.0 eq.) in TFA (1.5 mL) under

argon was added hexamethylenetetramine (109 mg, 0.78 mmol, 1.0 eq.) in one portion.

The resulting mixture was refluxed overnight, cooled to room temperature, poored

into 1 M HCl solution (25 mL) et stirred for 10 min. The resulting mixture was then

extracted with DCM and the combined organic extracts were washed with 1 M HCl,

brine, dried over Na2SO4 and concentrated under reduced pressure to provide the

desired formylated product 140 (220 mg, 0.77 mmol, 99 %) as an orange solid.

NMR : 1H-NMR (300 MHz, CDCl3) : δ (ppm) = 12.79 (s, 1H), 10.55 (s, 1H), 8.04

(d, J = 8 Hz, 1H), 7.95 (d, J = 8 Hz, 1H), 7.64 (br, d, J = 2 Hz, 1H), 7.55 (t, J =

8 Hz, 1H), 7.50–7.43 (m, 2H), 3.89 (s, 3H).

To a solution of aldehyde 140 (50 mg, 0.18 mmol, 1.0 eq.) in EtOH (1 mL) was
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OMe

OH

O

N

S

N

SNC

EtOH, 100 °C 
MW, 30 min

54 %

piperidine

OMe

OHN

S
S

N

CN

140 142

added benzothiazole-2-acetonitrile (37 g, 0.21 mmol, 1.15 eq.) and piperidine (2 drops).

The resulting brown mixture was stirred at 100 °C by microwave irradiation in a sealed-

tube, for 30 min. The purple reaction mixture was cooled to room temperature and

filtered to provide the desired fluorophore 142 (43 mg, 0.097 mmol, 54 %) as a green

powder.

Product was not soluble enough in any solvent (or mixture of solvents tested) to be

analysed by NMR.

LCMS : ESI : [M+H]+ m/z found 441.6, calc. 442.1.

Synthese du fluorophore "Pradeep"

OMe

OH NN

SMeMeS

144OMe

OH OO

137

NH2

MeS

143

EtOH, rfx,

o/n

84 %

AcOH (cat.)

A solution of 2,6-diformyl-4-methoxyphenol 137 (180 mg, 1.0 mmol, 1.0 eq.) in

ethanol (5 mL) was heated at 60 °C until becoming clear, cooled down to room tempe-

rature and put under argon atmosphere. A solution of 4-(methylthio)aniline (279 mg,

2.0 mmol, 2.0 eq.) in ethanol (5 mL) was added dropwise, followed by the addition

of two drops of acetic acid (catalytic). The resulting mixture was refluxed overnight.

Upon cooling to room temperature, a solid precipitated and was filtered off, washed

with cold ethanol and dried under high vacuum to provide the desired fluorophore 144

(353 mg, 0.835 mmol, 84 %) as a golden powder. Crystallization from ethanol gave

golden yellow crystals.

NMR : 1H-NMR (300 MHz, CDCl3) : δ (ppm) = 13.53 (s, 1H), 8.83 (br, s, 2H), 7.32

(d, J = 9 Hz, 1H), 7.25 (d, J = 9 Hz, 1H), 3.89 (s, 3H), 2.52 (s, 6H).
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Spectral data were in accordance with literature. [440]

Synthese du fluorophore 6-hydroxy-11H -benzo[c]fluoren-11-one (6-HBCF)

OO

O

O
O

Cl

OO

O

n-BuLi, DIPEA

THF
-78 °C, 30 min

25 %
145 146

To a stirred solution of DIPEA (6.968 mL, 40.0 mmol, 2.0 eq.) in THF (40 mL) at

-78 °C was added 1.6 M in hexane solution of n-buLi (25.0 mL, 40.0 mmol, 2.0 eq.).

The resulting mixture was heated to 0 °C and stirred for 30 min before it was cooled to

–78 °C and 2,2,6-trimethyl- 2,4-dihydro-1,3-dioxin-4-one (2.657 mL, 20.0 mmol, 1.0 eq.)

was added. The resulting mixture was stirred at -78 °C for 30 min before benzyl chloride

(2.324 mL, 20.0 mmol, 1.0 eq. was added. The resulting mixture was warmed to -40 °C

and stirred for 2 h before it was quenched at 0 °C with 1 M HCl. The layers were sepa-

rated and the aqueous layer was extracted with EtOAc. The combined organic layers

were dried over Na2SO4 and concentrated under reduced pressure. Precipitation in a

mixture of Et2O/pentane (1/10 v/v) gave a solid wich was further purified by column

chromatography on silica gel (PE/EtOAc 8/2 v/v) to provide the desired dioxinone

146 (1.248 g, 5.06 mmol, 25 %) as an off white solid.

NMR : 1H-NMR (300 MHz, CDCl3) : δ (ppm) = 7.94 (d, J = 7 Hz, 2H), 7.63 (t, J

= 7 Hz, 1H), 7.51 (t, J = 7 Hz, 2H), 5.42 (s, 1H), 3.90 (s, 2H), 1.70 (s, 6H).

Spectral data were in accordance with literature. [456]

OO

O

OO

O

O

TMS

OTf

Cs2CO3, 18-c-6

THF

r.t., o/n

61 %

146

147

A flame-dried two-necked flask charged with 18-crown-6 (1.654 g, 6.257 mmol,

3.1 eq.) was evacuated under high vacuum at room temperature for 1 h, to which

were added o-silylaryl triflate (909 mg, 3.046 mmol, 1.5 eq.), dioxinone 146 (500 mg,
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2.030 mmol, 1.0 mmol), and THF (100 mL). To this mixture was added Cs2CO3

(1.997 g, 6.130 mmol, 3.0 eq.) and stirred overnight at room temperature. The reaction

was quenched by adding saturated aqueous NH4Cl and the mixture was extracted with

EtOAc. The combined organic layers were washed with brine, dried over Na2SO4, and

concentrated under reduced pressure. The residue was purified by column chromato-

graphy on silica gel (PE/DCM 1/1 v/v) to afford the desired dioxinone 147 (377 mg,

1.238 mmol, 61 %) as a light yellow solid.

NMR : 1H-NMR (300 MHz, CDCl3) : δ (ppm) = 7.78 (d, J = 8 Hz, 1H), 7.58–7.45

(m, 5H), 7.42 (s, 1H), 7.34–7.27 (m, 2H), 7.26–7.24 (m, 1H), 1.77 (s, 6H).

Spectral data were in accordance with literature. [457]

OO

O

THF, r.t.
93 %

OOH

OMe

Cs2CO3

 MeOH

147
148

To a solution of compound 147 (100 mg, 0.329 mmol, 1.0 eq.) in MeOH (3.3 mL)

and THF (3.3 mL) was added Cs2CO3 (321 mg, 0.986 mmol, 3.0 eq.). After stirring

for 2 h at room temperature, the reaction was quenched by adding saturated aqueous

NH4Cl, and the mixture was extracted with EtOAc. The combined organic layer was

washed with brine, dried over Na2SO4, and concentrated under reduced pressure. The

residue was purified by column chromatography on silica gel (PE/EtOAc 2/1 v/v) to

afford the desired phenol 148 (85 mg, 0.305 mmol, 93 %) as a yellow solid.

NMR : 1H-NMR (300 MHz, CDCl3) : δ (ppm) = 7.71 (d, J = 8 Hz, 1H), 7.51 (m,

6H), 7.26–7.14 (m, 3H), 3.46 (s, 3H).

OOH

0°C, 1 h 

44%

H2SO4

OOH

OMe

148
149

To the ester 148 (40 mg, 0.14 mmol, 1.0 eq.)) at 0 °C was added dropwise concen-

trated H2SO4 (2 mL) at 0 °C and the mixture was stirred for 1 h until the conversion

was complete (TLC control). The mixture was poured into icy water and extracted

with DCM. The combined organic layers were dried over Na2SO4, and concentrated
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Φ =
Ec − Ea

α(La − Lc)
(III.1)

With

— Ea is the integrated fluorescence measured with the sphere empty without any

sample (background).

— Ec is the integrated fluorescence of the sample.

— La is the integrated excitation profile of the empty sphere (detection between λex

- 10 and λex + 10).

— Lc is the integrated excitation profile of the sample (detection between λex - 10

and λex + 10).

— α is the inverse of the density filter (≈ 0.5 %) used to reduce the amount of light

sent to the detector (to avoid saturation) without changing the excitation profile.

All spectra were recorded using the same instrument configuration (excitation and

emission slits opening and range of detection, integration time).
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