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I.  L'utilisation de la lumiere pour I’'étude des neurones

Les neurones sont des cellules que I'on retrouve dans le systeme nerveux, organisées
en réseaux complexes ayant chacun une fonction précise. Ces réseaux neuronaux appelés
également circuits neuronaux peuvent, par exemple, avoir pour fonction la réalisation d’un
mouvement ou une modification comportementale chez un individu. De nombreuses
maladies neurodégénératives, telles que la maladie de Parkinson, impliquent un
dysfonctionnement de ces réseaux neuronaux. Ainsi, la compréhension de la fonction et de la
régulation des différents circuits neuronaux est un réel enjeu en neurosciences afin de mieux
comprendre les pathologies associées au dysfonctionnement de ces derniers et ainsi de

pouvoir développer de nouvelles thérapies pour ces maladies.

Cependant, les neurones sont régulés de maniere extrémement fine et, pour pouvoir
les étudier, il est nécessaire de controler leurs activités (excitation, inhibition) avec un controle
spatio-temporel précis. Dans ce contexte, de nouveaux outils ont rapidement fait leur
apparition permettant de controler I'activité neuronale par l'intermédiaire de stimuli
lumineux. En effet, I'utilisation de la lumiére est trés attractive pour controler les phénomeénes
biologiques puisqu’elle est orthogonale aux processus s’effectuant au sein des cellules, a
I’exception de certaines cellules trés spécialisées, exprimant des photorécepteurs. De plus, la
lumiére peut étre dirigée avec une grande précision grace a des lasers et dans des gammes de
temps variables, allant de la nanoseconde a des journées entiéres. Enfin, a des longueurs

d’onde adaptées, elle présente peu de danger pour les cellules.

Dans cette introduction, nous allons nous intéresser au fonctionnement des neurones
ainsi qu’aux différents outils photochimiques qui ont été développés pour étudier les

phénomeénes liés a la neurotransmission, c’est-a-dire, a la communication inter-neurones.



1. Les neurones : morphologie et fonctionnement

Les neurones sont des cellules se situant dans les tissus nerveux et permettant la
propagation d’une information sous forme d’un courant électrique. Il existe différents types
de neurones (moteurs, senseurs ...) avec chacun une morphologie qui lui est spécifique.
Cependant, tous sont composés de quatre parties ayant leur propre fonction : le soma,

I’axone, les dendrites et les terminaisons neuronales (cf. Figure 1)*.

Axone

Terminaisons N7
neuronales

/
A

&

<
Figure 1: Schéma d'un neurone ol sont représentés le soma, I’axone, les dendrites et les terminaisons neuronales.

Dans le soma, on retrouve le noyau et les autres organelles. L’axone est entouré de la gaine de myéline composée de cellules
de Schwann.

Ainsi, dans le soma (appelé également corps cellulaire) du neurone se retrouvent le
noyau et toutes les organelles nécessaires au maintien a la vie de la cellule (cf. Figure 1).

L'axone, quant a lui, est spécialisé dans la conduction de courants électriques appelés
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potentiels d’action. Ceux-ci se propagent du soma jusqu’a I'extrémité de I'axone pour étre
ensuite convertis en messages chimiques sous la forme de petites molécules, appelées
neurotransmetteurs. L’axone est entouré par la gaine de myéline qui lui permet d’acquérir
une meilleure isolation électrique et donc une meilleure conduction des potentiels d’action
(cf. Figure 1). Ensuite, le message est transmis a un autre neurone par le biais des terminaisons
neuronales. Des neurotransmetteurs sont ainsi libérés dans les synapses, espace reliant
I'extrémité terminale d’un axone avec les dendrites d’autres neurones, qui permettent
I’échange inter-neurones de I'information. Pour finir, les dendrites sont spécialisées dans la
réception et la conversion de ces messagers chimiques en courant électrique vers le corps
cellulaire. Nous verrons par la suite le fonctionnement de la génération et propagation de ces

courants électriques.

1.1 Les courants électriques au sein d’un neurone

Il peut paraitre étrange de parler d’électricité et de biologie dans la méme phrase.
Cependant, de la méme maniéere qu’un électron se déplace dans un fil électrique, les ions
chargés positivement ou négativement peuvent se déplacer dans les neurones. Ainsi, ce
mouvement de charges électriques génere des courants électriques qui peuvent étre conduits

a travers les neurones.

Il existe deux forces qui permettent le mouvement d’ions de part et d’autre de la
membrane d’un neurone. La premiére, appelée gradient chimique, est due au gradient de
concentration de chacun des ions entre les milieux intra- et extra-cellulaire. En effet, les
concentrations en ions sodium, calcium, potassium et chlorure (ions les plus présents dans un
neurone) sont différentes entre I'intérieur et I'extérieur du neurone (cf. Figure 2). De ce fait,
les ions vont se déplacer spontanément de I’endroit le plus concentré vers le moins concentré.
Ainsi, le gradient de concentration va pousser les ions sodium, calcium et chlore a rentrer dans
le neurone tandis que le potassium va en sortir (cf. Figure 2). Les ions ne pouvant pas diffuser
a travers la membrane plasmique, ils doivent donc passer par I'intermédiaire de protéines

transmembranaires appelées canaux ioniques. Ces derniers peuvent s’ouvrir, formant ainsi un
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canal permettant le passage des ions. Il est important de noter que ce flux d’ions est régulé
de maniére trés fine. En effet, il existe des pompes a sodium et a potassium permettant la
sortie de trois ions sodium et I'entrée de deux ions potassium a l'intérieur du neurone.
Toutefois, pour s’opposer au potentiel chimique des ions, ces pompes ont besoin d’énergie,
apportée par I'hydrolyse de molécules d’ATP par exemple?. Des pompes similaires existent
pour les autres ions3, entrainant des concentrations en ions intra- et extra-neuronales

constantes.

W

= 4
Cl
146 mM + K*
14 mM - 3mM
-+
_ 00001 mmMm Na* _8
14 mM /
CaZ+ \b -
1.5 mM Na*
,,,,, 140 mM

Figure 2: Représentation des gradients ioniques et électriques induisant le mouvement des ions calcium (Ca?*),
sodium (Na*), potassium (K*) et chlorure (Cl') de part et d'autre de la membrane du neurone. Les fleches orange représentent
le gradient électrique et les fleches bleues représentent le gradient de concentrations.

Quant a la seconde force mise en jeu, appelée potentiel électrique, elle est due a la
différence de potentiel entre les parois internes et externes de la membrane plasmique. En
effet, il y a plus de charges négatives présentent sur la paroi interne que sur la paroi externe
(cf. Figure 2). La membrane devient donc un dipble ayant un potentiel s’exprimant par la

différence de potentiel entre les faces internes et externes de la membrane (cf.



Equation 1). Au repos, la membrane d’un neurone a un potentiel de -60 mV.



Equation 1: Représentation du potentiel de la membrane (Vm) qui est déterminé a partir de la différence entre le
potentiel de la paroi interne (Vi) et le potentiel de la paroi externe (Ve). Ces potentiels sont exprimés en mV.

Vm=Vi—-Ve

De cette facon, les ions chargés positivement vont rentrer a I'intérieur du neurone et,
a l'inverse, les ions chargés négativement vont tendre a en sortir. Pour les ions sodium et
calcium, cela n’occasionne aucune complication, car les deux forces en présence les poussent
a entrer dans le neurone. Dans le cas du chlorure et du potassium, les deux forces s’opposent.
Ainsi, il est nécessaire de calculer le potentiel d’équilibre afin de déterminer le sens de
circulation des ions, ce qui revient a déterminer les conditions dans lesquelles le gradient
électrique et le gradient chimique de ces ions s’annulent. Le calcul du potentiel d’équilibre de

chacun des ions est réalisé a I'aide de I'équation de Nernst (cf. Equation 2).

Equation 2 : Equation de Nernst ol R est la constante des gaz parfaits (8,314 462 1 J mol-* K-2), T la température
absolue en Kelvin, z la valence de I'ion, F la constante de Faraday (96 485 C mol-1), [ion]e la concentration en ion a I'extérieur
de la membrane, [ion]i la concentration en ion a l'intérieur de la membrane.

RT [ion]e
Eion = ﬁ X In [—

A noter que les concentrations étant maintenues constantes, il en va de méme pour le
gradient de concentration. Ainsi, seul le gradient électrique est variable, car le déplacement
d’ions va dépolariser (réduction du potentiel membranaire) ou hyperpolariser (augmentation
du potentiel membranaire) la membrane plasmique. Par exemple, lorsque du sodium, chargé
positivement, entre dans un neurone, le nombre de charges positives augmente, entrainant

une augmentation du potentiel de la paroi interne (cf.



Equation 1). Tant que le potentiel d’équilibre n’est pas atteint, I'ion va suivre le
gradient de concentration. Une fois le potentiel d’équilibre atteint, le mouvement d’ions
s’arréte. Enfin, lorsque celui-ci est dépassé, le sens de déplacement s’inverse pour suivre le
gradient électrique. Dans le cas de I'ion potassium, le potentiel d’équilibre est de -97 mV. Or,
la gamme de potentiel que peut prendre la membrane plasmique d’'un neurone est de -80 a
+50 mV. De ce fait, dans les conditions physiologiques, les ions potassium se dirigeront
toujours de l'intérieur vers I'extérieur du neurone. Avec des potentiels d’équilibre respectifs
de +58 et +121 mV, les ions sodium et calcium, quant a eux, vont toujours entrer dans le
neurone. Pour ce qui est du chlorure, la situation est plus compliquée puisque son potentiel
d’équilibre de -59 mV lui donne la possibilité d’entrer ou de sortir du neurone. Les

phénoménes associés étant complexes, cette introduction ne les mentionnera pas.

1.2 L"électrophysiologie patch-clamp

Le mouvement d’un ion a travers les canaux ioniques d’un neurone génere un courant
électrique proportionnel a la quantité d’ions déplacés. Ainsi, la loi d’Ohm permet de décrire
le potentiel de la membrane comme étant proportionnel a la résistance électrique et au

courant électrique (cf. Equation 3).

Equation 3 : Loi d'Ohm avec U la tension exprimée en V, R la résistance exprimée en (2 et | 'intensité du courant
électrique exprimée en A.

U=RXI

Cependant, pour appliquer cette loi a I'étude des neurones, quelques modifications
sont nécessaires. En effet, les électrophysiologistes qui étudient les phénomeénes électriques
et électrochimiques se produisant au sein d’une cellule préférent utiliser la conductance qui
est inversement proportionnelle a la résistance. De ce fait, au lieu de quantifier la difficulté du
courant a passer la membrane, on quantifie plutot la facilité avec laquelle il la traverse (cf.

Equation 4).



Equation 4: Loi d’Ohm adaptée a I'étude de courants ioniques unitaires. Avec i, le courant unitaire exprimé en pA,
y la conductance a travers un canal ionique exprimé en siemens (S), r la résistance électrique d’un canal ionique et U le
potentiel membranaire exprimé en mV.

lion =y XU 01‘17/=l

r
Néanmoins, les termes employés varient en fonction de ce que I'on observe. En effet,
si I'on enregistre un courant unitaire (passant par un canal ionique uniquement), alors le
courant sera noté iion et la conductivité y (cf. Equation 4). En revanche, si I'on observe les
courants qui passent a travers tous les canaux ioniques de la cellule, le courant sera noté lion
et la conductance G. La variation de ces termes permet de prendre en compte le nombre de
canaux ioniques présents dans le systeme étudié et le fait qu’ils ne soient pas forcément tous
ouverts en méme temps. Ainsi I’'Equation 4 peut étre redéfinie pour I'observation de courants

totaux (cf. Equation 5).

Equation 5: Loi d’Ohm adaptée a I'étude de courants ioniques totaux. Avec I le courant ionique exprimé en pA, G la
conductance a travers tous les canaux ioniques exprimée en siemens (S), U le potentiel membranaire exprimé en mV, N le
nombre de canaux ionique d’un ion présents sur la membrane du neurone, Po la probabilité d’ouverture du canal ionique.

lipn = G XU oul,, = N.Po.ij,,et G = N.Po.y

Afin de pouvoir étudier les neurones, il a été nécessaire de développer une technique
permettant de mesurer le courant (la quantité d’ions) qui passe au travers des canaux
ioniques. Dans ce but, en 1981, Neher et Sackmann ont modernisé I'électrophysiologie patch-
clamp, ce qui leur a valu le prix Nobel de physiologie et médecine dix ans plus tard®. Il s’agit
d’une technique basée sur I'utilisation d’'une électrode en verre (nommée également pipette)
manceuvrée a l'aide d’un micromanipulateur. Cette derniére peut se coller a une membrane
et former un compartiment ayant une trés forte résistance (appelée « gigaseal » en anglais)
qui isole électriquement la partie de la membrane sous la pipette. Cette électrode va alors
permettre de capter les variations de potentiel de la membrane ainsi que le courant qui passe
a travers la membrane. De plus, grace a cette électrode, il est possible d’'imposer un potentiel
membranaire et d’enregistrer les courants qui passent au travers de la membrane. Ce mode

d’enregistrement est appelé « voltage imposé ». A l'inverse, le mode « courant imposé »



permet de générer des courants électriques et d’enregistrer les changements de potentiel de

la membrane.

En plus de ces deux modes d’enregistrement, plusieurs configurations
d’électrophysiologie patch-clamp existent. En effet, en fonction de ce que I'on veut étudier, la
partie de la membrane (appelée « patch » en anglais) que I'on va observer est différente.
Premiérement, la configuration nommeée « cellule attachée » consiste a approcher la pipette
(contenant un milieu extracellulaire) de la membrane et a appliquer une légere pression
négative pour sceller la pipette sur celle-ci sans toutefois la rompre (cf. Figure 3). Cette
technique ne permet pas d’induire un courant au travers de la membrane, mais peut étre
utilisée en mode « potentiel imposé ». On utilise alors cette technique lorsque I'on veut
étudier plusieurs canaux ioniques simultanément. Ensuite, si une pression négative plus forte
est appliquée, la membrane se rompt et la pipette (cette fois-ci préalablement remplie de
milieu intracellulaire) se retrouve connectée a la cellule entiere, permettant d’obtenir la
configuration « cellule entiére ». En mode « voltage imposé », on pourra alors enregistrer tous
les courants qui passent par les canaux ioniques de la cellule tandis qu’en mode « courant
imposé », on pourra enregistrer les changements de potentiel membranaire de la cellule
entiére. Enfin, lorsque I'on souhaite observer le courant qui passe au travers d’un unique
canal, il est alors nécessaire d’utiliser le mode « out-side out » ou littéralement « extérieur a
I’extérieur ». Celui-ci est obtenu en étirant la membrane en configuration « cellule attachée »
afin de la rompre et qu’un petit morceau de cette derniere vienne se refermer sur |I’électrode.
En mode « voltage imposé », on pourra observer des courants unitaires. Egalement, cette
configuration permet de modifier le milieu intra-cellulaire a I'aide la solution se trouvant a

I'intérieur de I'électrode.
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Cellule attachée Cellule entiere Out-side out

Figure 3 : Représentation des différentes configurations d'électrophysiologie patch-clamp. L’électrode est
représentée en bleu, la cellule en rose, les canaux ioniques sont représentés par deux traits paralléles bleus et la solution
intra-pipette en vert. Cette derniére est généralement un tampon proche de la composition du milieu extracellulaire en
configuration cellule attachée, proche de la composition du milieu intracellulaire en configuration cellule entiére et peut étre
modifié en configuration « Out-side out ». Figure tirée de la littérature®.

Ainsi, I’électrophysiologie patch-clamp est devenue une technique de référence dans
I’étude des récepteurs canaux ce qui a permis d’étudier de nombreux phénomeénes en
neurosciences®’”® Dans la partie suivante, nous allons voir que des progrés non négligeables

ont été faits grace a une meilleure compréhension du fonctionnement des canaux sodiques.

1.3 La propagation des potentiels d’action

Les travaux d’Alan Hodgkin et d’Andrew Huxley ont permis d’enregistrer pour la
premiére fois un potentiel d’action sur un axone géant de calamar®. Grace aux résultats

10-12 Ce dernier

obtenus, ils ont pu établir un modeéle appelé modéle d’Hodgkin et Huxley
décrit les potentiels d’action comme des courants intenses et brefs (de l'ordre de la
milliseconde) se réalisant en plusieurs étapes (cf. Figure 4, étapes 1-4). Ainsi, si I'on observe
par électrophysiologie patch-clamp un potentiel d’action qui se propage le long d’un axone,
on s’apercoit que le potentiel de la membrane va, dans un premier temps, augmenter
légerement. Puis, entre -50 et -40 mV, la membrane va se dépolariser (son potentiel devient
plus élevé) de maniere soudaine et rapide (cf. Figure 4, étape 1) jusqu’a atteindre des valeurs
positives (cf. Figure 4, étape 2). La rapidité de ce phénomeéne s’explique de deux fagons.
Premierement, l'ouverture des canaux sodiques est voltage-dépendante, c’est-a-dire que

I'ouverture se déclenche au-deld d’un certain potentiel’3. Deuxiémement, les gradients de

potentiels chimiques et électriques sont tous deux dans le méme sens pour l'ion sodium
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permettant I'entrée d’un nombre conséquent de charges. Le potentiel va ensuite atteindre un
maximum aux alentours de +50 mV (proche du potentiel d’équilibre de I'ion sodium) et
redescendre rapidement (cf. Figure 4, étape 3). Cette diminution est causée par deux
phénomeénes. Le premier est I'inactivation des récepteurs canaux du sodium apres un certain
temps d’ouverture!®. A noter que I'inactivation d’un récepteur est un état temporaire dans
lequel le récepteur ne peut plus s’ouvrir. Le second est di a l'ouverture des canaux
potassiques, eux aussi voltage dépendants. Ces derniers s’ouvrent lorsque la membrane
atteint un potentiel entre -50 et -40 mV et laissent sortir des ions potassium?*®. L’activation de
ces canaux ioniques s’effectue au méme potentiel que pour les canaux du sodium. Cependant,
I’ouverture des canaux potassiques est beaucoup plus lente que celle des canaux du sodium.
Par conséquent, ils ne contrebalancent pas la dépolarisation induite par les canaux sodiques
et ne s’ouvrent qu’a une période ou ces derniers sont inactivés. C'est grace a ce mécanisme
d’ouverture temporellement décalée des canaux sodiques et potassiques que les potentiels

d’action sont intenses et brefs.

Membrane voltage (mV)

-10 -5 0 5 10 15 20 25
Time (ms)

Figure 4: Trace d'électrophysiologie représentant le potentiel de la membrane d’un neurone en fonction du temps
lors d’un potentiel d’action suivant le modéle d’Hodkin et Huxley. Figure extraite de la littérature®.

Les potentiels d’action sont générés a la base de I'axone, ce dernier présentant de

nombreux canaux sodium voltage-dépendants'’8 (cf. Figure 5) qui s’ouvrent lors d’une faible
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dépolarisation du soma. L'ouverture de ces canaux déclenche le potentiel d’action qui va se
propager le long de I'axone. La gaine de myéline est constituée de cellules gliales (autre type
de cellules nerveuses) qui vont isoler électriquement |’axone et ainsi empécher une perte du
signal'®. Cette gaine ne recouvre pas la totalité de I’axone : il existe en effet des petits espaces
non couverts que l'on appelle nceuds de Ranvier. Le nombre de canaux sodiques et
potassiques est tres important au niveau de ces nceuds. De ce fait, des que le potentiel
d’action atteint un nceud de Ranvier, il peut étre renouvelé et propagé vers un autre noeud.
L’inactivation temporaire des canaux sodium permet d’empécher tout retour en arriere du
potentiel d’action. Ainsi, ce dernier peut se propager jusqu’aux ramifications terminales du

neurone et provoquer la libération de neurotransmetteurs.

mv temps t mv temps t + At
50 50
0 0
-70 _
Axone ol . L s . ' ' 9 ‘ . . . . .
\ 1 2 3 4 5 6 1 5 3 . : .

\ distance le long de I'axone (mm) distance le long de I'axone (mm)

Gaine de Myéline

F

L"‘\ | 0] ,"/
z  g— - L A g
—_—
B S N ; 1 )
Sl 1 . 2 »

N AN /
N N\, v
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N \ /
Neeuds de Ranvier Nceuds de Ranvier

Figure 5: Propagation d'un potentiel d'action le long d'un axone. La lettre O signifie que les canaux du sodium sont
ouverts, F que les canaux sont fermés et | que les canaux sont inactivés. Figure extraite de « la formation Neurophysiologie
Cellulaire 1 : comment les neurones communiquent » par Constance Hammond.

1.4 La libération de neurotransmetteurs

La libération de neurotransmetteurs s’effectue a la jonction entre deux neurones,
cette jonction étant appelée synapse. Le neurone qui libére les neurotransmetteurs est appelé
neurone pré-synaptique tandis que le second neurone, qui recoit les messagers chimiques,
est nommé neurone post-synaptique. La synapse est donc |'espace de séparation entre la

partie terminale de I'axone du neurone pré-synaptique et les dendrites du neurone post-
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synaptique (cf. Figure 1). Ainsi, lorsque le potentiel d’action arrive a la partie terminale de
I’axone (cf. Figure 6, étape 1), il déclenche I'ouverture des canaux du calcium qui sont voltage-
dépendants?%?! (cf. Figure 6, étape 2). Ensuite, I'entrée des ions calcium dans le neurone pré-
synaptique va entrainer la fusion des vésicules synaptiques avec la membrane du neurone
pré-synaptique entrainant leur exocytose???* (cf. Figure 6, étape 3). Cela permet alors de
libérer les neurotransmetteurs qu’elles contiennent dans la fente synaptique?>2®. Pour finir,
ces messagers chimiques vont pouvoir activer des récepteurs situés sur la membrane du
neurone post-synaptique et qui sont spécifiques a chague messager. L'activation de ces
récepteurs va déclencher de nombreux phénomeénes tels que l'activation de récepteurs
couplés aux protéines G2”?® ou 'ouverture de canaux ioniques?®=3! permettant le passage
d’ions dans le neurone post-synaptique (cf. Figure 6, étape 4). Par conséquent, le flux d’ions
va dépolariser la membrane dans le cas d’une excitation ou I’hyperpolariser dans le cas d’une
inhibition. En effet, chaque récepteur va entrainer différents passages d’ions, ce qui peut
conduire a une entrée d’ions positifs comme dans le cas des récepteurs ionotropiques du
glutamate (K* et Na*) ou une entrée d’ions négativement chargés comme dans le cas des
récepteurs ionotropiques du GABA (CI'). Cette variation du potentiel de la membrane va étre
ensuite transmise au soma puis a I'axone qui peut a son tour déclencher un potentiel d’action

qui se propage le long de son axone.
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Figure 6: Schéma d'une libération de neurotransmetteur induite par I'arrivée d’un potentiel d’action dans le
neurone pré-synaptique. Les boules rouges représentent des neurotransmetteurs, le canal ionique représenté en jaune est,
un canal perméable aux ions calcium, activé par une dépolarisation de la membrane et les canaux ioniques en rouge

représentent des canaux ioniques pouvant s’ouvrir lorsque des neurotransmetteurs se lient a ces récepteurs.

Par ces procédés un neurone peut communiquer avec plusieurs neurones et former
des circuits neuronaux impliqués dans la gestion des mouvements, du comportement ou
encore de I'apprentissage. Pour comprendre les mécanismes qui régulent I'activité des circuits
neuronaux, des outils ont été développés afin de pouvoir étudier sélectivement une famille

de récepteurs ou des populations de neurones spécifiques a I'aide d’impulsions lumineuses.

2. L'approche optopharmacologique

Nous avons vu précédemment que l'activité d’un neurone était dépendante de
nombreux canaux ioniques s’ouvrant en fonction du potentiel de la membrane ou de la
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présence d’'un ligand a leur proximité. De nombreux travaux d’électrophysiologie, biologie
moléculaire, génie génétique et de biologie structurale ont permis d’élucider certains
mystéres autour de leur fonctionnement. Cependant, beaucoup de leurs mécanismes restent
encore méconnus. Cela peut étre expliqué par le manque de précision des techniques
employées qui ne permettent pas d’étudier un seul type de récepteurs ou une sous-

population de neurone précise.

Afin, de pouvoir mieux les étudier, de nouvelles techniques ont vu le jour grace au
développement d’outils sensibles a la lumiére. En effet, en combinant I'utilisation d’ondes
lumineuses au génie génétique ou a des molécules exogenes photoactivables, il est possible
de contrdler avec précision I'activité d’un récepteur. Ces techniques sont regroupées sous le
terme d’optopharmacologie et ont mené a de grandes avancées dans la compréhension des

processus liés a la neurotransmission.

2.1. Optogénétique : La combinaison du génie génétique et de la lumiere

L’utilisation de la lumiére en combinaison avec des techniques de génie génétique est
appelée optogénétique. Cette technique repose sur I'expression d’une protéine exogene
photoactivable qui va permettre de contrdler I'activité d’un neurone. En effet, grace a des
travaux de génie génétique, il est possible d’exprimer certains canaux ioniques capables de

s’ouvrir lorsqu’ils sont éclairés avec de la lumiere (cf. Figure 7).
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Déclenchement d’un potentiel
d’action sous l'effet de la lumiére

Pas d’effet

Figure 7: Illlustration du principe de I'optogénétique : on rend sensible a la lumiére un neurone qui n'était
préalablement pas sensible aux impulsions lumineuses. Cela se fait par I'expression d’une protéine photosensible exogéne.
Ici une protéine (ChR2) est représentée par un canal ionique en jaune, permettant I’entrée des ions sodium et calcium
déclenchant ainsi un potentiel d’action.

2.1.1 Utilisations des protéines de la famille des Rhodopsines

La premiére famille de protéines a avoir été utilisée en optogénétique est la famille des
Rhodopsines de type |, exprimées par des algues vertes unicellulaires (Chlamydomonas
reinhardtii). Dans cette famille, on retrouve les protéines ChannelRhodopsine | (ChR1) et
ChannelRhodopsine Il (ChR2) qui se sont révélées étre des canaux ioniques pouvant s’ouvrir
sous I'impulsion de la lumiere. Ainsi, la protéine ChR1 est un canal sélectif des protons tandis
que ChR2 est perméable aux ions sodium et calcium3%33, ’ouverture réversible de ces canaux
ioniques est due a un chromophore, le rétinal (une des formes actives de la vitamine A) lié de
maniere covalente a la protéine et pouvant s’isomériser sous I'influence de la lumiere bleue.
En effet, lorsque ce composé est irradié a 470 nm, il s'isomérise de la forme « tout trans » ala
forme « 13-cis » (cf. Figure 8). Cette isomérisation va induire un changement conformationnel
de protéine ChR2 provoquant I'ouverture d’un canal de 6 A permettant le passage d’ions. En

absence de lumiere, le rétinal retourne a la configuration « tout-trans » et le canal se referme.
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Figure 8: Isomérisation du rétinal lié a un résidu lysine d’une protéine ChR de la forme « tout trans » a la forme
« 13-cis » a la suite d’une irradiation lumineuse a 470 nm.

Ainsi, la protéine ChR2 est trés intéressante en neurosciences puisqu’elle permet
d’induire une dépolarisation de la membrane d’'un neurone a l'aide d’une impulsion
lumineuse. Cela a été démontré en 2005 par le groupe de Karl Deisseroth qui a exprimé cette
protéine dans des neurones de rat en culture et a pu enregistrer des courants excitateurs
induits par des stimuli lumineux avec une résolution de I'ordre de la milliseconde3*. D’autres
groupes ont également montré que cet outil pouvait permettre de contrbler le circuit
neuronal responsable de la nociception chez la drosophile3> ou encore de cartographier la

connectivité neuronale sur tranches de cerveau de souris3®.

Plus tard, la halorhodopsine (NpHR), une autre protéine de la famille des Rhodopsines
de type |, s’est révélée étre une pompe a ions chlorures pouvant étre activée par irradiation a
580 nm. De ce fait, cette protéine est également tres intéressante pour induire de maniere
contrblée, une hyperpolarisation de la membrane d’un neurone. Ainsi, le groupe de Karl
Deisseroth a montré qu’il était possible d’inhiber 'activité d’un neurone exprimant cette
protéine a I'aide d’'une impulsion lumineuse®’. De plus, les protéines ChR2 et NpHR, ayant des
longueurs d’onde d’absorption maximale différentes, elles peuvent étre utilisées de maniére

sélective permettant respectivement d’exciter et d’inhiber le méme neurone?’.

Bien que les protéines ChR2 et NpHR permettent de moduler I'activité neuronale, leurs
photosensibilités restent faibles a des longueurs d’onde haute en énergie, ce qui est
problématique pour une utilisation sur culture de neurones et encore plus sur tranche de
cerveau. En effet, I'utilisation continue de telles longueurs d’onde induit des photo-dommages
sur les neurones. De plus, ces radiations sont absorbées par les composants tissulaires ce qui
contribue aux dégats liés a la lumiére et réduit la profondeur dans le tissu a laquelle il est

possible d’irradier efficacement. De ce fait, de nouveaux variants de la protéine ChR2, plus
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sensibles a la lumiére et absorbant a des longueurs d’onde moins hautes en énergie ont fait
leur apparition, ce qui permet de limiter les dégats causés par les stimulations lumineuses. Par
exemple, la protéine VChR1 a été découverte chez la chlorophyte Volvox carteri et permet de
déclencher des potentiels d’action par impulsion lumineuse entre 500 et 550 nm32, D’autres
canaux ioniques sensibles a la lumiére ont pu étre obtenus par ingénierie génétique telle que
la protéine ReaChR, un canal ionique perméable aux cations lorsqu’elle est excitée entre 590
et 630 nm*. De méme, la protéine iC1C2 obtenue en combinant les protéines ChR1 et ChR2

présente une perméabilité aux ions chlorures induite par une excitation entre 450 et 500 nm“°,

A noter qu’il existe également des protéines de la famille des Rhodopsines présentent
chez les cellules eucaryotes. Cependant elles sont appelées Rhodopsines de type Il. En effet,
ces protéines s’activent également par une isomérisation du rétinal, mais cette fois-ci, il s’agit
d’une isomérisation de la forme « 11-cis » en « tout trans » qui déclenche son hydrolyse (cf.
Figure 9)*L. La protéine change alors de configuration et ne retourne a son état initial qu’en
recrutant de nouveau une molécule de rétinal, ce qui est beaucoup plus long (de I'ordre de la
dizaine de millisecondes) que pour les Rhodopsines de types |. Par conséquent, leur utilisation
pour étudier les neurones n’est pas judicieuse, car le manque de résolution temporel conduit
a 'apparition d’artefacts. De plus, les Rhodopsines de type Il ne sont pas des canaux ioniques,
mais des récepteurs couplés aux protéines G (RCPG). Ces derniéres sont un type de protéines
transmembranaires qui induisent une cascade signalétique lorsque le récepteur est activé,

permettant le transfert rapide d’une information*2.

500 nm .
—_— N e e Ua Ua YWt
Recrutement d'une molécule 11 N
" 12
de rétinal
Configuration 11-cis Y Configuration tout trans

Figure 9: Isomérisation du rétinal, fixé a une Rhodopsines de type Il par la formation d’une imine avec un résidu
lysine, de la forme « 11-Cis » a la forme « tout trans » a la suite d’une irradiation lumineuse. Le changement de
configuration entraine I’hydrolyse de I'imine induisant un changement de configuration de la protéine.
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De nombreux RCPG sont présents a la surface des neurones tels que les récepteurs
métabotropiques du glutamate ou encore les récepteurs muscariniques de I'acétylcholine. Par
conséquent, des outils ont également été développés pour les étudier. Ainsi, en fusionnant
les domaines extra et transmembranaire d’'une Rhodopsine de type Il au domaine
intracellulaire d’un RCPG, il est possible d’obtenir une protéine chimérique. Cette derniére
garde donc la voie de signalisation que le RCPG déclenche, tout en devenant activable par la
lumiére. Ces récepteurs chimeéres sont appelés « opto-XR » et ont permis de contréler par la
lumiére la voie de signalisation des récepteurs adrénergiques®, récepteurs adénosines** ou

encore des récepteurs de la sérotonine®.

2.1.2 [’utilisation des flavoprotéines

Les flavoprotéines sont une famille de protéines sensibles a la lumiére utilisant toute
la flavine comme chromophore. Ce dernier, peut étre lié a de I'adénine mononucléotide
(formant le Flavine Mono Nucléotide (FMN)) ou a de I'adénine dinucléotide (formant le Flavine
Adénine Dinucléotide (FAD)). Parmi ces protéines, trois se sont révélées étre sensibles a la
lumiere bleue : la protéine LOV (Light-Oxygen-Voltage), la protéine CRY2 (Cryptochrome 2) et

la protéine BLUF (Blue Light-Utilizing-Flavin).

En effet, ces protéines peuvent changer de structure lorsqu’elles sont irradiées avec
chacune un mécanisme distinct (cf. Figure 10). Ainsi, une photostimulation de la protéine LOV
va induire un dépliement de son hélice a. en partie C-terminal, modifiant ainsi la structure
tertiaire de la protéine®®. Ce dépliement permet ensuite, par exemple, une interaction avec
un seconde protéine ou une restauration de son activité. De maniére similaire, une excitation
de la protéine BLUF va provoquer le dépliement de I’hélice a en C-terminal de la protéine®.
Quant a la protéine CRY2, son activation par de la lumiére bleue va induire un changement
structural lui permettant de former des homo-oligomeéres ou des diméres avec la protéine

CIB1 (Cryptochrome-Intéraction-Basique-hélice-boucle-hélice)*.
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Figure 10: Représentation des protéines photoactivable LOV, BLUF et CRY2 ainsi que de leurs mécanismes
d’activation. A : Structure du domaine de la protéine BLUF de klebsielle pneumonia BIrP1 (PDB ID : 2KB2). La structure est
représentée en ruban et la molécule de flavine en modéle batonnet. B : Mécanisme de photoactivation du domaine BLUF

s’effectuant par un transfert d’électron du résidu tyrosine vers la flavine menant a un réarrangement des liaisons
hydrogénes N5 et O4. C : Structure du domaine de la protéine LOV de avena Avena sativa photl (PDB ID : 2VOU). La
structure est représentée en ruban et la molécule de flavine en modéle batonnet. D : Mécanisme de photoactivation du
domaine LOV s’effectuant par formation d’un adduit entre une cystéine et la position 4 de la flavine. E : Structure du
domaine de la protéine CRY2 de Arabidopsis thaliana. La structure est représentée en ruban et la molécule de flavine en
modele batonnet. F : Mécanisme de photoactivation du domaine CRY2 par échange d’électron entre un résidu Tryptophane
et la flavine. Figure extraite d’une thése*s.

Ainsi, grace a des travaux de génie génétique, ces flavoprotéines ont été fusionnées a
d’autres protéines pour contrbler des interactions protéines-protéines ou encore leur
localisation avec un fort contréle spatio-temporel®. Les protéines LOV et CRY2 ont
particulierement été utilisées en neurosciences. En effet, la protéine LOV a permis de
contréler I'activité de canaux ioniques tels que les canaux potassiques® et calciques®'>? tandis
que la protéine CRY2 a permis d’inhiber des récepteurs couplés aux protéines G> ou de

contrdler la libération de neurotransmetteurs®.
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Pour conclure, I'optogénétique est un formidable outil d’étude permettant de
controler des processus biologiques avec un fort controle spatiotemporel. Cependant, ces
techniques reposent sur I'expression de protéines exogenes et ne permettent pas d’étudier

des systemes biologiques dans des conditions natives.

2.2 Utilisation de sondes chimiques

L'utilisation de sondes chimiques photoactivables est une alternative a
I'optogénétique. En effet, au lieu de rendre le récepteur sensible a la lumiere par le biais de
modifications génétiques, on utilise un ligand rendu photosensible par I'intermédiaire de
chromophores synthétiques. Cela permet donc d’étudier des systemes biologiques en
conditions natives. Ainsi de nombreux travaux ont été réalisés pour élaborer des sondes

chimiques permettant I'étude des phénomeénes de neurotransmission.

2.2.1 Le marquage par photo-affinité

Le marquage par photo-affinité repose sur l'utilisation d’une fonction chimique
photosensible pouvant former un intermédiaire extrémement réactif lors d’une irradiation
lumineuse. Celui-ci va permettre de réaliser une alkylation irréversible avec des fonctions
chimiques présentes dans I'entourage de la sonde et, en particulier, avec une protéine
interagissant avec la sonde. Ainsi, en réalisant un dérivé d’un ligand arborant ce type de
fonctionnalité, il est possible d’ancrer un ligand de maniere irréversible au site de liaison de
son récepteur. En effet, le ligand peut se lier de maniére réversible (en fonction de son affinité)
a son récepteur dans I'obscurité et donc lors d’'une stimulation lumineuse, la probabilité que
ce dernier soit lié au récepteur est importante. De plus, ce type de fonctionnalité permet
également de sonder I'environnement chimique autour d’une protéine afin de détecter de
possibles interactions protéines-protéines®. Le marquage par photoaffinité a été développé

par le groupe de Westheimer en 1962 qui a montré qu’en ajoutant un groupement
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diazoacetate sur la partie C-terminal de la chymotrypsine il était possible d’obtenir la
chymotrypsine acétylée aprés irradiation lumineuse. Depuis d’autres groupements
permettant ce type de réactivité ont été utilisés, tels que des dérivés benzophénones, azoture

d’aryles, diazirines et diazoniums (Cf. Figure 11).

oachaivge

Benzophénone Dialkyl radical
Ns N:
O X O
N2
Azoture d'aryle Nitréne

N=N
hv ..
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Figure 11: Représentation des différentes fonctions chimiques permettant de réaliser du marquage par photo-
affinité ainsi que leurs mécanismes d’activation photoinduit.

Ainsi, il a été décrit dans la littérature de nombreux ligands pouvant se lier de maniere
irréversible a des récepteurs canaux et les forcer a rester dans un état ouvert permanent (ou
fermé définitivement). Parmi eux, on retrouve les récepteurs du GABA>®, de ’AMPA>’ ou de la
nicotine®®>°, ’utilisation de ce type de sonde photochimique a donc permis de cartographier
les sites de liaisons des ligands avec une résolution atomique. De plus, la nature irréversible
de la liaison permet de piéger une protéine dans un état conformationnel actif permettant de

mieux interpréter les relations récepteurs-ligands.
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2.2.2 l'utilisation de composés « photo-isomérisables »

D’autres sondes permettent, quant a elles, d’activer de maniére contrélée et réversible
des récepteurs. En effet, a I'instar du rétinal pouvant réaliser une isomérisation réversible,
certaines fonctions chimiques peuvent également s’isomériser de maniére réversible
lorsqu’elles sont irradiées. Cette propriété a permis de réaliser un nouveau type de sonde
chimique : les ligands photo-isomérisables (« photoswitch ligand » en anglais). A noter que
dans la littérature ces composés s’appellent également ligands photochromes, ce qui désigne
un composé pouvant subir de maniere photoinduite une transition réversible entre deux
isoméres présentant des propriétés spectrales différentes®. Ainsi, en utilisant ce type de
chromophore, il est possible de moduler la disponibilité d’un ligand de maniére controlée. En
effet, en liant un ligand a une fonction isomérisable, il est possible de le rendre inactif (en

I’encombrant ou en I'éloignant d’un récepteur) et de restaurer son activité grace a la lumiere.

Il existe quelques fonctions permettant I’élaboration de ligands photochromes. La plus
connue et utilisée est la fonction azobenzene qui a I'instar du photochrome hemithioindigo
effectue une isomérisation cis/trans lorsqu’il est irradié®® (cf. Figure 12). D’autres composés
comme les spiropyranes rompent une liaison a I'état excité, résultant en une ouverture de
cycle et la formation d’un chromophore de type merocyanine. Ce dernier présente des
propriétés de fluorescence ce qui rend son utilisation trés attractive en biologie®?. Pour finir,
les diaryléthénes se sont également révélés étre intéressants en biologie®® puisque ces
derniers peuvent subir une électrocyclisation réversible lorsqu’ils sont irradiés avec des
radiations dans le domaine des UV. A noter, que tous ces photochromes reviennent a leur état
le plus stable par relaxation thermique, mais également par excitation avec de la lumiére dans

le domaine du visible (vers 500 nm).
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Figure 12: Différents photochromes ayant été utilisés en biologie.

Bien que ces différents photochromes soient intéressants pour des applications en
biologie, les photochromes de type azobenzéne ont principalement été utilisés. En effet, ces
derniers sont facilement modifiables, s’isomérisent de la forme « trans » la plus stable a la
forme « cis » par irradiation dans les UV et reviennent a leur forme « trans » par irradiation
dans le vert ou par relaxation thermique dans I'obscurité. De plus, ces composés présentent
des rendements quantiques d’isomérisation importants et ne se dégradent pas, méme aprés

de nombreux cycles d’isomérisation.

Il existe deux types de sondes photoisomérisables, les ligands photochromes solubles
(LPS) et les ligands photochromes attachés (LPA). Les premiers sont simples a utiliser et
permettent d’étudier des récepteurs endogeénes. Ces ligands sont composés d’une partie

photochrome et d’une partie agoniste, antagoniste ou bloqueur de canaux ioniques dont la
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fonction biologique est inactivée quand le photochrome est en conformation « trans » (ou
« cis » en fonction de I'application). L'activité du ligand est ensuite restaurée lors d’une
isomérisation photoinduite permettant de passer a la conformation opposée (cf. Figure 13).
Ainsi, le premier ligand photochrome soluble a avoir été développé est un dérivé azobenzéne
arborant un motif carbamoycholine permettant de contrdler I'activité des récepteurs
nicotiniques®. S’en est suivi le développement de nombreux ligands photochromes
permettant de moduler I'activité de différentes protéines telles que les canaux ioniques du
potassium®, du calcium® et les récepteurs ionotropes®”®® et métabotropiques du
glutamate®. Cependant, ces composés présentent souvent une spécificité limitée, car
beaucoup de récepteurs présentent des sites de liaisons de ligands tres similaires. De plus, les
spectres d’absorption des formes « cis » et « trans » des azobenzénes (représentant la plupart
des LPA et LPS) se recouvrent légérement ce qui empéche d’obtenir une isomérisation
compléte impliquant une présence constante de molécules activées quand elles ne devraient

pas I'étre (ou inversement)’®.

Les ligands photochromes attachés, quant a eux, permettent d’améliorer la sélectivité
de la sonde. En effet, ces ligands se différencient des LPS par I'ajout d’une fonction chimique
réactive permettant de se lier de maniére irréversible a un acide aminé proche du site de
liaison (cf. Figure 13). De cette maniere, lors de I'activation du photochrome par la lumiere, il
est possible de rapprocher le ligand du site de liaison et contréler son activation de cette
maniére. L'affinité du ligand étant trés forte pour son récepteur, la fonction réactive réagira
préférentiellement avec la protéine cible permettant de limiter les effets indésirables
(activations ou inhibitions d’autres récepteurs par exemple) que I'on peut retrouver avec les
LPS. Cependant, cette stratégie implique bien souvent lintroduction d’un acide aminé
(nécessaire a I'ancrage) par mutageneése dirigée, ce qui ne permet pas toujours d’étudier des
récepteurs en conditions natives. Le plus souvent, c’est une cystéine qui est introduite proche
d’un site de liaison permettant de réaliser une liaison covalente avec un électrophile (un
maléimide dans la plupart des cas). A noter que dans de tres rares cas, il est possible qu’un
acide aminé endogéene soit déja bien positionné sur une protéine et donc ne nécessite pas le
recourt a la modification génétique’’2. Toutefois, de nombreux ligands photochromes

attachés ont été utilisés pour controler des récepteurs modifiés grace aux techniques de
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mutageneése dirigée. Parmi ces récepteurs, on retrouve les récepteurs canaux du potassium?’3,
les récepteurs nicotinique’?, les récepteurs P2X”° et les récepteurs du GABA’®. L’utilisation de
LPA permet d’augmenter la cinétique d’activation des récepteurs grace a la proximité du

ligand avec le site de liaison.

Une derniére stratégie repose sur I'utilisation d’un photochrome lié de part et d’autre
a deux cystéines introduites sur le récepteur permettant de former une pince isomérisable
(« optical tweezer » en anglais) pouvant forcer l'ouverture d’un récepteur a l'aide de

stimulation lumineuse (cf. Figure 13). Cette technique a particulierement été utilisée pour
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étudier les récepteurs P2X77-7°,
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Figure 13: Présentation des deux méthodes principales lors de I'utilisation de ligands photo-isomérisables. A :
Utilisation de ligands photochromes solubles qui sont présents dans le milieu biologique sous forme inactives et
s’isomérisent sous forme active lors d’une stimulation lumineuse permettant au composé de se lier de maniere réversible au
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récepteur. Ensuite, le chromophore revient dans sa configuration initiale par relaxation thermiques ou par irradiation
lumineuse. B : Utilisation de ligands photochromes attachés par une liaison covalente entre une entité réactive présente sur
le composé et un acide aminé naturel ou non-naturel (représenté par un point jaune). Lors d’une stimulation lumineuse, le
changement de configuration permet de rapprocher le ligand du récepteur entrainant son activation. Ensuite, le
chromophore revient dans sa configuration initiale par relaxation thermique ou par irradiation. C : Utilisation d’une pince
isomérisable liée par deux entités réactives sur le récepteur permettant de forcer I'ouverture d’un canal ionique lors de
stimulation lumineuse.

Pour étudier les phénoménes de neurotransmission nous avons vu qu’il était possible
d’utiliser des canaux photosensibles ou encore de rendre un récepteur photoactivable en le
fusionnant a des protéines sensibles a la lumiéere. Ces outils sont efficaces et, une fois les
travaux de génie génétique effectués, ils sont simples a mettre en place. Cependant, ils ne

permettent pas d’étudier des systéemes dans des conditions physiologiques.

L'utilisation de sondes synthétiques permettant de moduler I'activité des neurones est
également intéressante. En effet, des interactions protéines-protéines ont pu étre détectées
grace au marquage par photo-affinité. Aussi, |'utilisation de ligands photochromes solubles a
permis de contréler l'activation de récepteurs en conditions natives par la lumiere.
Néanmoins, ces composés présentent un manque de sélectivité et tendent a interagir avec
d’autres récepteurs. Ce manque de sélectivité peut étre évité grace a I'utilisation de ligands
photochromes attachés qui nécessitent pour la plupart I'introduction d’un acide aminé réactif,

par mutagenese dirigée, ne permettant plus d’étudier la protéine sous forme native.

De plus, la plupart de ces outils ne permettent pas de reproduire exactement
I'activation d’un récepteur, car ils utilisent soit une protéine exogene, soit un ligand modifié.
Ainsi, un autre type de sonde chimique a été utilisé pour tenter de mimer une activation d’un

neurone par un neurotransmetteur : les groupements protecteurs photolabiles.

3. Utilisation de groupements protecteurs photolabiles

Les groupements protecteurs photolabiles (GPP) sont des molécules présentant une
liaison qui peut se rompre lors d’irradiations lumineuses. En effet, a |’état excité, ces composés

peuvent subir une réaction intramoléculaire, qui conduit a la rupture d’une liaison spécifique.
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Ainsi, si une biomolécule est liée de maniere covalente a un GPP, cela forme un précurseur
photolabile de la biomolécule (cf. Figure 14). Idéalement, |'effecteur biologique est couplé par
une fonction chimique nécessaire a la reconnaissance récepteur-ligand, ce qui masque son
activité biologique. La biomolécule peut ensuite étre libérée de maniere contrdélée en irradiant
le composé. De ce fait, les précurseurs photolabiles d’effecteurs biologiques ont tres vite
intéressé les biologistes puisqu’ils offrent la possibilité de réaliser des sauts de concentration

d’une molécule bioactive avec un fort contréle spatio-temporel.

Il est important de préciser que les précurseurs photolabiles de biomolécules sont
appelés « molécule cagées » par les biologistes. Cependant, en chimie ce terme désigne déja
des structures moléculaires tridimensionnelles permettant de piéger en leurs seins des entités

chimiques et donc, ne peut pas étre employé, en frangais du moins.

GPP Sous-produit

Precurseur photolabile

. ) Biomolécule sous forme active
de biomolécule

Figure 14: Principe de I'utilisation de GPP pour libérer une biomolécule reposant sur la rupture de la liaison entre le
GPP et la biomolécule (représentée en rouge) initiée par un stimulus lumineux.

3.1 Caractéristiques idéales pour un précurseur photolabile de biomolécule

Le développement d’un nouveau précurseur photolabile de biomolécule doit prendre
en compte de nombreux critéres. En effet, la synthése doit étre efficiente et les propriétés
photochimiques, physico-chimiques et pharmacologiques doivent étre en adéquation avec
I'application biologique que I'on souhaite réaliser. Ainsi, chaque application nécessite de

répondre a des besoins bien spécifiques. Toutefois, en regle générale les GPPs doivent :
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(i)

(ii)

(iif)

(iv)

Avoir une absorbance maximale aux longueurs d’onde les plus biocompatibles, c’est-
a-dire déplacées vers le rouge. De plus, la réaction de photolyse doit étre la plus
efficace possible (cf. Equation 6). Cette derniére est proportionnelle au coefficient
d’extinction molaire de la molécule, décrivant sa facilité a atteindre |’état excité, et au
rendement quantique de photolyse exprimant le taux de molécule a I'état excité
réalisant une réaction de photolyse. Pour finir, le composé doit libérer I'effecteur

biologique avec une cinétique plus rapide que le phénomeéne biologique a étudier.

Equation 6: Formule permettant de déterminer I'efficacité de photolyse & un photon. Avec ¢ le coefficient
d’extinction molaire exprimé en molL.L.cm™ et @, le rendement quantique de photolyse (sans unité).

Efficacité de photolyse = € X @,

Etre soluble dans des milieux aqueux complexes contenant des sels a hautes
concentrations. Le composé doit également étre stable en solution aqueuse dans le
noir. En effet, la plupart des liaisons covalentes entre un GPP et une biomolécule sont
des liaisons ester, phosphate ou carbamate pouvant s’hydrolyser et ainsi dégrader en

fonction du temps la molécule.

Etre inerte vis-a-vis du systéme biologique étudié. En effet, le GPP doit masquer le plus
possible I'activité de la biomolécule. Cela n’est pas évident, car mémes protégées,
certaines molécules gardent de I'affinité pour leurs récepteurs ou deviennent

antagonistes d’autres récepteurs.

Avoir un sous-produit de photolyse n’absorbant idéalement pas aux mémes longueurs
d’onde que le GPP afin d’éviter une compétition d’absorption des photons entre les
deux composés. De plus le sous-produit de photolyse doit également ne pas étre

toxique.
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3.2 Les différentes familles de groupements protecteurs photolabiles

De nombreuses familles de groupements protecteurs photolabiles existent, ayant
chacune leurs mécanismes de photolyse, leurs avantages et leurs inconvénients®®22, Cette

introduction ne présentera que les familles les plus utilisées.

3.2.1 Les groupements ortho-nitrobenzyles

Les ortho-nitrobenzyles (0-NB) sont de loin la famille de GPP la plus utilisée (cf. Figure
15). En effet, ce sont les premiers groupements protecteurs photolabiles a avoir été employés
en synthese organique. lls ont notamment permis de protéger des fonctions d’acides aminés
telles que I'amine d’une histidine® ou encore la fonction phénol d’une tyrosine®*. En 1978, les
premiers biologistes se sont intéressés a I'utilisation de ces groupements protecteurs pour
étudier les phénomenes du vivant. Ainsi, les premiers précurseurs photolabiles
d’adénosines cycliques®® ont été synthétisés par I'équipe de Juergen Schlaeger tandis que
I’équipe de Kaplan a réalisé le premier précurseur photolabile d’adénosine triphosphate®®. Par
la suite, ces composés ont été largement utilisés par les biologistes pour libérer de nombreux

effecteurs biologiques tels du calcium®’, de I'inositol®® ou encore de I’ARN®°,
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Figure 15: Mécanisme de photolyse des groupements o-NB d’un groupement partant noté X pouvant étre lié par
une fonction acide carboxylique, phosphate, amine ou carbamate.

a) 3.2.2 Les groupements ortho-nitrophénétyles

Dans les années 1990, I'équipe de Kenneth R. Isham a élaboré le premier groupement
protecteur photolabile de type ortho-nitrophénétyle (NPE). Ces derniers, sont
structurellement proches des groupements o-NB, mais présentent un mécanisme de
photolyse différent (cf. Figure 16)°°. Ces groupements ont généralement des cinétiques de
réactions photolytiques plus rapides avec des rendements quantiques de photolyse plus
importants que ceux de groupements o-NB similaires. Ainsi, cette famille de composés a
également été utilisée dans de nombreux travaux permettant de libérer des biomolécules

telles que I'acide gibbelerique®!, du GABA®? et du glutamate®3.
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Figure 16: Mécanisme de photolyse des groupements de type ortho-nitrophénétyle d’un groupement partant noté
X, pouvant étre lié par une fonction acide carboxylique, phosphate, amine ou carbamate.

3.2.3 Les groupements coumarinyles

Les coumarines ont été utilisées pour la premiere fois comme groupement protecteur
photolabile par I'équipe de Richard Givens. Ceux-ci ont montré que des dérivés 7-
méthoxycoumarinyl-4-méthyle pouvaient réaliser des réactions photolytiques permettant de
libérer des alkyles phosphates (cf. Figure 17)%4. L'intérét pour cette famille de GPP n’a fait que
croitre au fil des années. En effet, ces composés absorbent a des longueurs d’onde plus
élevées avec des coefficients d’extinction molaire plus conséquents que ceux des autres GPPs
cités ci-dessus. Par conséquent, cela leur permet d’avoir des efficacités de photolyse
importantes malgré leurs rendements quantiques souvent plus faibles (cf. Equation 6). De
plus, ces derniéres sont fluorescentes ce qui permet, sous certaines conditions, de suivre la
réaction de photolyse. Ainsi, ces composés ont été utilisés pour libérer de nombreux
96

effecteurs biologiques tels que de I'adénosine monophosphate cylique®, des anticancéreux

ou encore un bloqueur des transporteurs du glutamate®”.
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Figure 17: Mécanisme de photolyse des dérivés coumarinyles dans I'eau, d’un groupement partant noté X, pouvant
étre lié par une fonction acide carboxylique, phosphate ou carbamate.

3.2.4 Les groupements nitroindolines

La premiére équipe a avoir montré que les groupements 7-Nitroindoline (NI) pouvaient
libérer des acides carboxyliques est celle de Patchornik (cf. Figure 18)°8. Cependant, ces
composés ne seront que trés peu utilisés et il faudra attendre vingt ans que I'équipe de
Papageorgiou développe des modifications structurales permettant de rendre les
groupements NI trés intéressants®. En effet, I'introduction d’une fonction méthoxy en
position para du nitro sur la structure d’'un groupement NI a permis d’obtenir un GPP
relarguant efficacement des acides carboxyliques. De plus, contrairement aux o-NB, ces
composés sont trés peu sensibles a I'hydrolyse dans des solutions aqueuses, les rendant
attractifs pour des applications en biologie. Ainsi, ces groupements seront particulierement

utilisés pour libérer des neurotransmetteurs tels que le glutamate09.101,
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Figure 18: Mécanisme de photolyse des groupements 7-nitroindoline dans I'eau, d’un groupement partant noté X,
pouvant étre lié par une fonction acide carboxylique, phosphate ou carbamate.

3.2.5 Les complexes de ruthénium-bipyridine

Des composés inorganiques peuvent également étre utilisés comme groupements
protecteurs photolabiles. C'est le cas des complexes de ruthénium-bipyridine (RuBi) qui
peuvent rompre une liaison ligand-métal lorsqu’ils sont a I'état excité (cf. Figure 19). Ces
derniers sont tres intéressants, car ils absorbent des radiations aux environs de 470 nm. Leur
utilisation implique donc moins de phototoxicité que celle des GPPs classiques excitables dans
le domaine des UV. De plus, ces composés peuvent également libérer des fonctions amines
beaucoup plus facilement que les GPPs organiques, ce qui a permis de développer des
précurseurs photolabiles de molécules aminées telles que la 4-aminopyridine!®?, Ila

103

sérotonine!® ou encore du glutamate!® ou du GABA%>,
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Figure 19 : Libération de molécules aminées déclenchée par stimulation lumineuse des complexes RuBi.

3.3 Utilisation des groupements protecteurs photolabiles en neurosciences

Les GPPs permettent donc de déclencher, grace a la lumiére, un saut de concentration
d’un effecteur biologique avec un fort controle spatio-temporel. lls ont par conséquent suscité
beaucoup d’intérét auprés des neurobiologistes menant au développement de nombreux
précurseurs photolabiles de neurotransmetteurs. Ainsi, la premiére molécule a avoir été
couplée a un GPP est la carbamoycholine, un agoniste des récepteurs nicotiniques de
I’acéthylcholine!®. Cela a marqué le début de I'utilisation des GPPs en neurosciences. En effet,
peu de temps apres, la collaboration entre Barry Carpenter et George Hess, un chimiste et un
biologiste, a permis le développement de nombreux précurseurs photolabiles de
neurotransmetteurs tels que le glutamate!?’, la sérotonine'®®, le GABA!® ou encore la
glycine!®. Ainsi, ces composés ont été employés afin d’étudier de nombreux phénoménes liés
a la neurotransmission. Par exemple, I’équipe de W. Zieglgansberger a pu cartographier la
répartition des récepteurs NMDA et AMPA sur cultures de neurones en utilisant un précurseur
photolabile du glutamate!!!12, De nombreux mécanismes ont ainsi pu étre élucidés grace aux

précurseurs photolabiles de neurotransmetteurs!!3114,

Cependant, la réaction de photolyse des premiers précurseurs photolabiles de
neurotransmetteurs nécessitait une irradiation dans le domaine des UV. L'utilisation de cette
région du spectre lumineux est problématique. En effet, le recourt a des radiations aussi
énergétiques peut induire une toxicité cellulaire. De plus, ces rayonnements sont fortement

absorbés par de nombreux composants cellulaires (acides aminés, nucléotides), empéchant
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ainsi la lumiére de pénétrer profondément dans les tissus*>1%, D’autre part, cette irradiation
classique, appelée « a un photon » montre ses limites lors de travaux requérant une haute
résolution spatiale. En effet, lors de l'irradiation, le neurotransmetteur est libéré sur tout le
trajet du rayon lumineux, ne permettant pas un contréle spatial fin. Ces deux derniéres
décennies, les photochimistes se sont donc intéressés a développer des groupements
protecteurs photolabiles sensibles a I’excitation bi-photonique. Ce mode d’excitation est basé
sur I'absorption simultanée de deux photons pour exciter un chromophore. Cela permet de
pallier certains des probléemes évoqués ci-dessus, en utilisant des longueurs d’onde dans le
domaine du rouge et proche infrarouge, pour exciter des zones extrémement petites (de

I'ordre de grandeur d’un fL) avec une haute résolution spatiale et temporelle.

4. |’excitation bi-photonique

4.1 Théorie

L'interaction entre le champ électrique d’une onde lumineuse et la matiére entraine
une polarisation de cette derniére qui est dépendante de I'amplitude du champ. Ainsi, la

polarisation d’un matériau peut &tre exprimée par I’Equation 7

Equation 7 : Formule exprimant la polarisation d'un matériau (Pi) en fonction du champ électrique de 'onde
lumineuse (E). Py représente la polarisation permanente du matériau et x') représente les susceptibilités électriques d’ordre

(i).
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P,= Py +xM.E + x@®. E2 + x®_ E3 ..,

Si le matériau polarisé est une molécule, I'expression de sa polarisation en fonction du
champ électrique est Iégerement différente. En effet, a I'échelle moléculaire, I'interaction de

la lumiére induit un moment dipolaire qui peut étre exprimé par I'Equation 8.

Equation 8: Formule exprimant le moment dipolaire (u;) d'une molécule polarisée par la lumiére, en fonction du
champ électrique (E). uo représente le moment dipolaire permanent de la molécule, a est la polarisabilité, 8
I’hyperpolarisabilité quadratique et y I’hyperpolarisabilité cubique.

W=y +ta.E+p.E*+y. E3..

Ainsi, lorsque le champ électrique de I'onde lumineuse est faible, les termes d’ordre
supérieur a 1 ne sont pas pris en compte, car négligeables. En effet, sile champ électrique est
faible, alors les termes dépendant du carré ou du cube de ce dernier seront forcément
minimes. Les sources lumineuses communes ne permettent pas d’obtenir des champs

électriques élevés. Par conséquent, 'Equation 8 peut étre simplifiée de la maniére suivante.

Equation 9: Formule exprimant le moment dipolaire (ui) d'une molécule induit par un champ électrique E faible.
Avec u0 le moment dipolaire permanent de la molécule et a est la polarisabilité.

pwi = p0 +a.E

Dans ce cas, la polarisation du matériau sera proportionnelle au champ électrique
appliqué. Il s’agit alors du domaine de I'optique linéaire (cf. Figure 20) a la base de nombreux
phénoménes tels que la réfraction ou I'absorption mono-photonique. Cependant, avec le
développement de sources lumineuses plus puissantes, telles que des lasers, le champ
électrique appligué au matériau peut étre beaucoup plus important. Ainsi, les termes d’ordres
supérieurs a 1 ne sont plus négligeables et la polarisation du matériau éclairé n’est plus
proportionnelle a I'intensité du champ excitateur, il s’agit la du domaine de I'optique non

linéaire (cf. Figure 20). Les termes du second ordre B pour une molécule et x!2 pour un
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matériau, caractérisent les phénomenes d’optiques non linéaires quadratiques dont le plus

connu est la génération d’une seconde harmonique®?’. L’excitation a deux photons est, quant

a elle, un phénomeéne d’optique non linéaire cubique, caractérisée par les termes du troisieme

ordre y pour une molécule et x*® pour un matériau.

*
*

non-linéaire

linéaire

>

Figure 20: Représentation de la polarisation d'un matériau en fonction du champ électrique de I’'onde lumineuse.

4.2 L'excitation multi-photonique

Le passage de |'état fondamental a I'état excité d’'une molécule est atteint

lorsque la molécule absorbe de I'énergie correspondant a la différence d’énergie entre

les deux états. Cela peut étre atteint grace a de I'énergie thermique, mécanique,

électrique ou encore lumineuse. Dans ce dernier cas, la molécule absorbe un photon

possédant une énergie E= hv (cf. Figure 21). Dans ce contexte, il s’agit d’'un phénomene

d’optique linéaire. Néanmoins, le passage a I'état excité peut aussi s’effectuer en

absorbant deux photons (d’énergies égales ou non) par un processus relevant de

I'optique non linéaire. Cependant, les deux photons doivent arriver quasi

simultanément (phénomene de I'ordre de la femtoseconde). A noter qu’il est possible

d’absorber plus de deux photons, on parle alors d’absorption multi-photonique. Ce

phénoméne a été prédit théoriquement par Maria Goeppert-Mayer

118 en 1931, mais il
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faudra attendre le développement des lasers pulsés pour qu’expérimentalement

I’absorption a deux photons puisse étre observée pour la premiére fois!'®,

S
A A A
hv .
2
hv hv
hV _A" AE = hv= :7 =N T
hv A -
2
So

Figure 21: Diagramme de Jablonsky représentant une excitation a un photon (en bleu), a deux photons de méme
énergie (en rouge), a deux photons ayant des énergies différentes (en jaune) et une excitation multi-photonique (en gris).

Pour la suite, seul le cas de figure ou une molécule absorbe des photons de méme
énergie sera considéré. Ainsi, pour une irradiation avec une seule source lumineuse, la

probabilité d’absorption multi-photonique (P) peut étre calculée avec I'Equation 10.

Equation 10 : Formule représentant la probabilité d'absorption multi-photonique (P) en fonction du nombre de
photons absorbés (n), o, la section efficace d’absorption a n photons et | I'intensité lumineuse.

1 1
P=£><on x " pourn=2,P=EXO'2 x I?

Ainsi, dans le cas ou la molécule absorbe deux photons, o est appelé section efficace
d’absorption a deux photons (noté également &8.) et représente I'efficacité par laquelle la
molécule va passer a I'état excité par ce mode d’excitation. Elle est exprimée en Goeppert-

Mayer noté GM (1 GM= 10°° cm*s photons™).
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4.3 L’excitation a deux photons

L’excitation a deux photons ne s’effectue qu’au point focal du systéeme optique,
c’est ce qui permet un meilleur controle spatio-temporel de la zone d’irradiation. Cela est
dd ala relation quadratique entre la probabilité d’excitation a deux photons P et I'intensité
lumineuse | (cf. Equation 10). En effet, pour que ce phénoméne se réalise, il est nécessaire
que les deux photons arrivent simultanément. Cela ne peut se produire que si la densité
de photons arrivant sur la molécule est importante. Les excitations a deux photons sont
habituellement faites a I'aide de lasers pulsés (le plus souvent des lasers titane : saphir)
qui permettent une compression temporelle en envoyant une forte densité de photons
pendant des pulses de 100 fs a une fréquence de 80 MHz. A cela, s’ajoute une compression
spatiale grace a I'utilisation de lentilles optiques permettant de concentrer les photons sur
une zone d’irradiation plus restreinte (cf. Figure 22). Ainsi, la densité est suffisante pour

gue la probabilité d’excitation ne soit pas nulle.

Excitationa Laser ese o0 efes ¢ ™
une photon classique & %° eoeee%’, %0, 7
Photons Lentille
Excitation 2 | gser —
deux photons pulsé ]
g% &8
¥ X
.... s
."." -‘ :
100 fs
I
80 MHz

Figure 22: Comparaison des modes d’excitation a un photon et a deux photons d’une cuve contenant un
fluorophore. Lors d’une excitation a un photon a I'aide d’un laser classique tout le trajet optique fluoresce contrairement a
une excitation a deux photons a I'aide d’un laser pulsé ol seul le point focal du systéme optique fluoresce.
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L’excitation a deux photons présente un second avantage pour des applications en
biologie. En effet, pour exciter une molécule il est nécessaire qu’elle absorbe une quantité
d’énergie E= hv. De ce fait, lors d’une excitation bi-photonique, chaque photon posséde une
énergie E= % . Si 'on représente I'énergie de ces photons en fonction de la longueur d’onde,

on s’apercoit que la longueur d’onde des deux photons est doublée lorsque I’énergie d’un

photon est divisée par deux. (cf. Equation 11).

Equation 11 : Représentation de I’énergie d’un photon (E) lors d’une excitation & deux photons. Avec A la longueur
d’onde (en nm), c la vitesse de la lumiére (299 792 458 en m.s™1), h la constante de Planck 6,62607004 x 1034 m2.kg.s%, v la
fréquence de I'onde (Hz).

£ h& 2 hc c
= — & = -_— = -
e 3 avec v 7

Par conséquent, les chromophores des GPPs s’excitant pour la plupart entre 350 et 450
nm, leur excitation a deux photons nécessite donc des longueurs d’onde d’excitation
comprises entre 700 et 900 nm. Cette gamme de rayonnement est beaucoup moins absorbée
gue les rayonnements ultra-violets (cf. Figure 23). Par conséquent, leur utilisation va entrainer

beaucoup moins de phototoxicité et va permettre d’exciter en profondeur dans les tissus.
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Figure 23: Représentation de I'absorbance d'une cellule en fonction de la longueur d'onde.

L’excitation bi-photonique est donc une méthode de choix pour des applications
nécessitant |'utilisation d’outils photochimiques avec une forte résolution spatiale tout en
employant des gammes de radiations plus compatibles pour I’étude du vivant. A noter que
tous les chromophores excitables a deux photons sont également excitables a un photon, mais
ce n’est pas réciproque. En effet, I'élaboration de chromophores sensibles a deux photons
nécessite de suivre quelques parameétres. Pour ce faire, différents modeles décrivant les effets
non linéaires d’interaction lumiere-matiére ont permis d’établir des regles pouvant conduire
au développement de nouveaux chromophores optimisés et extrémement sensibles a

120-122

I’excitation a deux photons Des travaux expérimentaux ont ensuite permis de

démontrer la validité de ces regles.
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4.4 Ingénierie moléculaire des chromophores

Un des facteurs déterminants lors de I'ingénierie d’'un chromophore est le transfert de
charge intramoléculaire. Ce dernier peut étre influencé par I'ajout ou la modification d’un
couple de groupements donneur et attracteur d’électrons, séparés par un « pont » de liaisons
7T conjuguées qui permet la délocalisation de ces électrons sur la structure du chromophore.
Ainsi, sil’on considére I'exemple d’'un chromophore simple de type stilbéene, on s’apergoit que
la section efficace d’absorption a deux photons maximale (0,™*) augmente lorsque I'on
introduit des groupements électrodonneurs sur celui-ci (cf. Figure 24, molécule 1-3). En effet,
I'ajout de dibutylamine permet d’obtenir une valeur de 0,™** de 110 GM tandis que I'ajout de

diphénylamine augmente sa section efficace d’absorption a deux photons jusqu’a 340 GM 23,

4 R_Q_ - O_R \Conjugaison

N
% L)
\ = =
o O A7 = Lo
J Nori Nan NoriNon
1 | R=H | iy =514nm 4 | R= Agpa™ =725 nm 7 | R= Aapa™ = 730 nm 6a | R= Agpa™ = 705 nm 8 | R= Agpa™ =740 nm
o™ =12 GM NBu, | o, ™*=635GM NHex, | o,™=1000 GM SO,CF; | o,™=83 GM NHex, | o,™*=1300 GM
1ol 2 [r= | rwm=620mm \/" \_/' 6 | R= Agea™ = 705 nm
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Figure 24: a) Figure retragant les modifications structurales apportées au stilbéne et leurs effets sur la 0, du
chromophore en fonction du transfert de charge interne et de la longueur de la conjugaison ainsi que de sa rigidité. b)
Comparaison entre a,m% et les longueurs d’onde maximales d’excitation a un (A1pa™%) et deux photons (Azpa™%*). Figure

adaptée de la littératurel?2,

Un second facteur mis en avant pour |’élaboration de chromophores sensibles a
I’excitation a deux photons est la longueur de la conjugaison. En effet, en augmentant la
conjugaison d’un chromophore sa section efficace d’absorption a deux photons augmente.
Ainsi, si 'on garde I'exemple du stilbéne, I'extension de sa conjugaison par I'ajout d’un
groupement phényle permet d’obtenir un chromophore possédant une sensibilité a deux

photons de 635 GM (cf. Figure 24, molécule 4). De méme, une section efficace d’absorption a
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deux photons de 1000 GM peut étre atteinte par I'ajout d’un groupement biphényle comme
« pont » de liaisons T (Cf Figure 24, molécule 7). A noter qu’un meilleur transfert de charge et
une augmentation de la longueur de la conjugaison déplacent I'absorbance maximale du

chromophore vers le rouge ce qui est tres intéressant pour une application en biologie.

Cependant, une trop grande extension de la conjugaison est généralement
accompagnée d’une perte de la coplanarité du chromophore, induisant un moins bon
recouvrement des orbitales . Cela entraine une baisse de la section efficace d’absorption a
deux photons du chromophore. En effet, la coplanarité est un point clé lors de I’élaboration
de chromophores sensibles a I’excitation bi-photonique. Ainsi, I'introduction d’un « pont » de
liaisons 1 contraint dans I'espace permet d’empécher toute rotation et d’optimiser le
recouvrement des orbitales m. Par exemple, le remplacement du motif diphényle du
chromophore 7 de la Figure 24 par un motif 2,7-fluoréne permet d’augmenter la section
efficace d’absorption a deux photons jusqu’a 1300 GM (cf. Figure 24, molécule 8). Il est
d’ailleurs plus efficace de placer des groupements électrodonneurs de part et d’autre du coeur
du chromophore. En effet, la molécule 6a de la figure 24 présente deux extrémités triflates et
montre une section efficace d’absorption a deux photons de 83 GM, contre 1200 GM lorsque

des groupements amines sont placés sur les extrémités (cf. Figure 24, molécules 6a-6c).

Un troisieme facteur important est la symétrie du chromophore qui peut influencer
grandement la sensibilité a deux photons de la molécule. En effet, les chromophores
centrosymétriques possédent de plus grandes sections efficaces d’absorption a deux photons.
Cela est d{ au fait que I'état d’excitation virtuel atteint lors de I'absorption du premier photon
est proche en énergie de I'état excité le plus faible en énergie autorisé par excitation a un
photon (cf. Figure 25). Il en résulte ainsi une augmentation du temps de vie de I'état excité
virtuel permettant d’augmenter les chances d’absorption du deuxieme photon et augmentant
par conséquent la section efficace d’absorption du chromophore. Ainsi, le chromophore 9 de
la Figure 24 ayant une structure dipolaire D-m-A (D= donneur d’électrons, A=accepteur
d’électrons) possede une sensibilité a deux photons sept fois moins importante que son dérivé
quadrupolaire D-rt-A-ri-D (cf. Figure 24, molécule 10). Cependant, le niveau d’énergie
d’excitation atteint par excitation a deux photons de chromophores centrosymétriques est
plus haut en énergie que lors d’excitation a un photon. Cela explique que ces composés ont
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une longueur d’onde d’absorption maximale a deux photons plus basse que le double de la

longueur d’onde d’absorbance maximale a un photon.
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Figure 25: Diagramme de Jablonsky présentant les différents états excités atteints en fonction de la symétrie du
chromophore.
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5. Le projet de these

Lors de cette introduction, nous avons vu le fonctionnement d’un neurone et des
mécanismes leur permettant de transmettre une information. Puis, |'utilisation de protéines
photoactivables telles que les protéines ChR2 ou encore les protéines LOV afin d’étudier les
phénoménes de la neurotransmission a été introduite. Ensuite, nous avons vu que |'utilisation
de sondes chimiques photoactivables telles que les LPS ou les GPP pouvait également

permettre de les étudier dans des conditions plus physiologiques.

Nous pouvons a présent aborder ce travail de thése qui a consisté au développement
de nouveaux groupements protecteurs photolabiles pour libérer des molécules bioactives en
neurosciences. Ainsi, dans le premier chapitre seront décrits le développement et I'utilisation
sur tranches de cervelets de deux précurseurs du glutamate sensibles a I'excitation bi-
photonique. Le second chapitre présentera la conception d’un précurseur photolabile de la
nicotine pouvant étre excité dans le vert. Pour finir, un travail d’ingénierie moléculaire a

permis d’aboutir a de nouvelles coumarines présentant d’excellentes propriétés a deux

photons a été réalisé et sera exposé dans une troisieme partie.
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Chapitre I
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II. Développement de précurseurs photolabiles du glutamate pour la cartographie

des micro-circuits neuronaux

Le projet principal de cette thése a été le développement de nouveaux précurseurs
photolabiles du glutamate sensibles a I'excitation bi-photonique. Ce projet est le fruit d’une
collaboration avec I’équipe du Dr. Philippe Isope située a l'Institut des Neurosciences
Cellulaires et Intégratives (INCI) de Strasbourg. Ces derniers souhaitent étudier les
mécanismes du traitement temporel de I'information dans le cortex cérébelleux. Cette partie
du cervelet, jouant un rdle important dans la coordination et I'apprentissage des
mouvements, est constituée de modules stéréotypés'?* (c’est-a-dire que I'on retrouve chez
tous les animaux d’une méme espéce) qui sont capables de traiter paralléelement diverses
informations. Les phénomeénes a I'origine de |'organisation et de la coordination temporelle
du traitement de I'information par ces différents modules restent encore inconnus. Pour
mieux comprendre ces processus complexes, nos collaborateurs doivent réaliser une carte des
entrées excitatrices des différents modules du cortex cérébelleux, qui peut étre obtenue en
utilisant un précurseur photolabile du glutamate. Cependant, le cahier des charges que doit
respecter ce type de composé est trés précis. Tout d’abord, cette application requiert un fort
contrble tridimensionnel de la zone d’excitation. Ainsi, un composé idéal pour cette
application doit étre sensible a I'excitation bi-photonique. De plus, le composé doit étre
pharmacologiquement inerte, c’est-a-dire qu’il ne doit pas interagir avec la tranche de
cervelet avant irradiation. Ce second point reste problématique puisque tous les précurseurs
photolabiles du glutamate connus présentent un tres fort antagonisme aux récepteurs du
GABAA. Cela entraine leur désactivation, empéchant un usage de ces précurseurs en conditions
physiologiques. Notre rdéle dans ce projet consiste donc a designer, synthétiser et caractériser
de nouveaux précurseurs photolabiles du glutamate présentant une forte sensibilité a
I’excitation bi-photonique et des propriétés pharmacologiques satisfaisantes (peu ou pas

d’antagonisme envers les récepteurs du GABAa par exemple).
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1. Lesrécepteurs du glutamate

Les récepteurs du glutamate sont les récepteurs de neurotransmetteurs excitateurs les
plus abondants dans le cerveau. Ces derniers sont impliqués dans de nombreux circuits
neuronaux, mais aussi dans de nombreuses pathologies telles que la maladie de Parkinson ou
la schizophrénie'?>. Il existe deux types de récepteurs du glutamate : les récepteurs

ionotropiques (notés iGIuRs) et les récepteurs métabotropiques (notés mGIuRs).

Les récepteurs ionotropiques sont responsables de la transmission synaptique
excitatrice rapide. Ce sont des tétraméres composés de quatre sous-unités formant un canal
ionique permettant le passage des ions sodium, potassium et dans certains cas, calcium. On
ne dénombre pas moins de vingt sous-unités différentes permettant de former trois familles
de récepteurs iGluRs, chacune nommeée en fonction de leur agoniste exogene principal : les
récepteurs kainates, les récepteurs AMPA (a-amino-3-hydroxy-5-méthylisoxazol-4-
propionate) et les récepteurs NMDA (N-méthyl-D-Aspartate). Bien que ces récepteurs aient
tous des propriétés pharmacologiques différentes, leurs structures restent néanmoins
similaires. Ainsi, les iGluRs sont composés de quatre sous-unités présentant chacune un
domaine N-terminal extracellulaire, deux domaines de liaison a I’agoniste S1 et S2, quatre
domaines transmembranaires M1 a M4 et, pour finir, un domaine C-terminal. Les iGluRs
peuvent soit étre des homomeéres ou des hétéromeres, a I'exception des récepteurs NMDA
composés obligatoirement de deux sous-unités GIuN1 (pouvant lier une molécule de glycine
ou de D-sérine) et deux sous-unités GIuN2 (pouvant lier une molécule de glutamate). Lorsque
les sous-unités composant un iGluR se lient a un agoniste, un changement de conformation
s’opére résultant en un repliement du domaine transmembranaire M2 et en |'ouverture du

canal (cf. Figure 26).
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Figure 26: Structure des sous-unités des récepteurs ionotropiques du glutamate formant les iGIuRs. Figure extraite
d’un manuscrit de thése'?e.

Les récepteurs kainates sont généralement localisés sur les neurones présynaptiques
et jouent un role dans la modulation des phénomenes de neurotransmission synaptique. Les
récepteurs NMDA et AMPA sont, quant a eux, le plus souvent localisés sur les neurones post-
synaptiques. Les récepteurs AMPA sont responsables des courants excitateurs rapides en
étant activés et inactivés dans des gammes de temps inférieures a la milliseconde. A l'inverse,
les courants générés par |'activation des récepteurs NMDA sont lents et intenses. Cependant,
méme si un récepteur NMDA est activé par le glutamate, aucun ion ne peut le traverser, car
le canal est bloqué par la présence d’un ion magnésium qui ne se dissociera que si le potentiel
de la membrane devient positif. Ainsi, I'activation des récepteurs NMDA dépend de

I'activation des autres récepteurs glutamatergiques.

Les récepteurs métabotropiques sont, de leur c6té, des récepteurs couplés aux
protéines G. Ces derniers sont composés d’'un domaine N-terminal extracellulaire, de sept
hélices-a transmembranaires et d’'un domaine C-terminal intracellulaire. Il existe huit sous-
types mGIuRs (numérotés de 1 a 8), regroupés en trois groupes en fonction de leurs
pharmacologies et des protéines G auxquelles ils sont couplés. Ainsi, le groupe | (mGIuR1 et
5) contient les récepteurs couplés a la phospholipase C tandis que les groupes Il (mGIuR2 et

3) et IIl (mGIluR4,6,7 et 8) inhibent I'activité de I'adénylyle cyclase®?’.
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2. Etatdel'art

Les premiers précurseurs photolabiles du glutamate furent développés dans les années
1990. Ces derniers sont, pour la plupart, des dérivés o-nitrophénylesi?®1%7 ou des
nitroindolines®12° (cf. Figure 27). Ces groupements protecteurs sont principalement sensibles
a une excitation classique a un photon dans le domaine des UV (250-380 nm) ce qui n’est pas
idéal pour une application biologique. Néanmoins, ils ont été utilisés sur tranches de cerveaux
dés 199314 et ont permis d’étudier les connectivités neuronales, bien qu’avec une résolution
limitée.

Ainsi, la nécessité d’améliorer la résolution de la zone de photolyse a amené les
chimistes et les neurobiologistes a utiliser I'excitation bi-photonique. Une des premieres
utilisations de I’excitation bi-photonique en neurosciences a été la libération de la carbamoy-
choline, un agoniste des récepteurs canaux de I'acétylcholine, pour I'étude de la distribution
des récepteurs nicotiniques sur culture de neurones en 199413, || 3 ensuite fallu attendre cing
ans pour voir se développer les premiers précurseurs photolabiles du glutamate présentant
une sensibilité a I'excitation bi-photonique suffisante pour étre utilisés in vitro ou ex vivo. En
effet, le développement du 4-Méthoxy-7-Nitrolndolynile (MNI) a permis une utilisation
efficace a un photon, mais également a deux photons avec une sensibilité a I'excitation bi-
photonique de 0.6 GM a 740 nm. De plus, contrairement aux autres précurseurs, ce composé
ne s’hydrolyse pas en milieux aqueux a pH physiologique®®'. La méme année, le dérivé
coumariniqgue Bromo-7-hydroxycoumarin-4-ylemethyle (Bhc) (cf. Figure 27) a permis de
libérer le glutamate par excitation a deux photons sur tranches de cerveau'3?. Cependant, le
glutamate est fixé au dérivé coumarinique par une liaison carbamate. Sous |'action de la
lumiére, la rupture du carbamate est rapide, mais la décarboxylation permettant de libérer
I’amine du glutamate est plus lente, de I'ordre d’une dizaine de millisecondes?®3. La cinétique
d’ouverture des récepteurs canaux du glutamate étant de I'ordre de la milliseconde, ce
composé n’est pas idéal pour étudier les phénoménes de neurotransmission avec un bon

controble spatio-temporel.
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Figure 27: Structures des principaux précurseurs photolabiles du glutamate développés dans les années 2000.

A noter qu’en 2005, un autre dérivé coumarinique, le 7-DiEthylAmino Coumarine
(DEAC) a été utilisé pour libérer du glutamate directement via la fonction acide
carboxylique®3#13> et non a I'aide d’un lien carbamate. Cependant, aucune utilisation de ce
composé pour la libération du glutamate par excitation a deux photons n’a été décrite dans la
littérature. La méme année, l'introduction d’un groupement nitro sur la structure du
chromophore MNI a permis d’obtenir I'analogue photolabile du glutamate 4-Méthoxy-5,7-
dinitroindolynile (MDNI) ayant un rendement quantique de photolyse de 0.53°. La solubilité
de ce composé a ensuite été améliorée en remplagant le groupement méthoxy par un
groupement carboxylate afin d’obtenir le composé 4-Carboxyméthoxy-5,7-dinitroindolynil
(CDNI)*3’, Contrairement a la série des o-nitrobenzyles, la famille des nitroindolines est inerte
aux récepteurs NMDA?'38, en plus d’étre moins sujette a I’hydrolyse. Par conséquent, le MNI-
Glutamate étant disponible commercialement, stable et efficace, il a été tres utilisé en

neurosciencel39:140,141,142

Toutefois, ces composés ne sont pas idéaux, car ils présentent tous un antagonisme
aux récepteurs du GABA,, principaux responsables des courants inhibiteurs dans le systéeme
nerveux central. En effet, a I'instar des analogues photolabiles du GABAA*? les précurseurs

photolabiles du glutamate sont fortement antagonistes aux récepteurs gabaergiques'%+144, A
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noter que le Rubi-Glutamate présente un antagonisme plus faible que les autres analogues du

glutamate (cf. Tableau 1)

Tableau 1: Récapitulatif des propriétés photochimiques et physicochimiques des principaux précurseurs
photolabiles du glutamate. €(Amax) le coefficient d’extinction molaire a la longueur d’onde d’absorbance maximale, @, le
rendement quantique de photolyse, 6, I'efficacité de photolyse a deux photons exprimée en GM. ICsp la concentration
inhibitrice médiane exprimée en uM et déterminée sur des tranches de cerveaux avec une pipette de stimulation en présence
d’antagonistes des récepteurs AMPA et NMDA.

Analogue photolabile €(Amax) D, €(Amax) Du Su ICso
du glutamate
CBN 500 (350 nm) 0.14 20 NR NR
MNI 4500 (336nm) 0.065 293 0.06 (740 nm) 150
Bhc 17500 (368 nm) | 0.019 329 1 (740 nm) NR
Rubi 5600 (450 nm) 0.13 728 0.14 (800 nm) 7.3
CDNI 6400 (330 nm) 0.5 3200 0.06 (720 nm) 243
DEAC-450 43 000 (450 nm) | 0.39 16800 0.5 (900 nm) 33

A cause de leurs faibles efficacités de photolyse a deux photons, ces composés
s'utilisent a de trés fortes concentrations, augmentant ainsi en particulier les problemes
d’antagonisme. Afin de réduire les concentrations utilisées, de nouveaux précurseurs
photolabiles du glutamate ont fait leur apparition avec des systéemes m étendus. En effet,
lorsque I'on augmente la conjugaison d’'un chromophore, ses propriétés d’absorption a deux
photons augmentent également. Dans ce domaine, notre laboratoire a été pionnier en
développant en 2008 le PMNB-Glutamate (cf. Figure 28) présentant une efficacité de
photolyse a deux photons de 0.45 GM!*, Cependant, malgré sa bonne efficacité a deux
photons, il est nécessaire d’utiliser sur tranches de cerveau des concentrations de 5 mM pour
observer des courants physiologiques. La méme année, le laboratoire a développé le BNSF-
Glutamate qui permet la libération simultanée de deux molécules de glutamate avec une
efficacité a deux photons de 5 GM!#®. Cependant, sa trés faible solubilité dans I’eau ne permet

pas une utilisation en milieu biologique.
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L’année 2013 a vu l'apparition du DEAC-450 (cf. Figure 28), un dérivé coumarinique
ayant une absorbance maximale a 450 nm et permettant de libérer le glutamate a deux
photons a 900 nm avec une efficacité de 0.5 GM*4, La plupart des groupements protecteurs
photolabiles sont sensibles a deux photons entre 740 et 800 nm. Avec son absorbance
déplacée vers le rouge, le DEAC-450 a permis I'utilisation simultanée et sélective de DEAC-
450-GABA et MNI-Glutamate sur tranches de cerveaux!*’. Plus récemment, de nombreux
groupes de recherche ont tenté de coupler des antennes ou « sensitizers » qui, une fois I'état
excité atteint, vont transférer leur énergie au groupement protecteur photolabile pour
déclencher la photolyse'#8149.150 (cf, Figure 28). On peut citer I’ATTO 390-DEACM-Glu qui a
permis d’augmenter la section efficace d’absorption a deux photons (jusqu’a environ 5 GM a
800 nm) du GPP DEAC. Malheureusement, ce type de composé présente un rendement
guantiqgue de photolyse faible (@,-0.015) conduisant a une section efficace a deux photons

faible (environ 0.075 GM a 800 nm).

NO,

OGlu
©
5 C

Rubi-Glu PMNB-Glu DEAC-450

OGlu

NO, GluO H
=
O\J{ °
o” "0

=
BNSF-Glu K ATTO 390-DEACM-Glu

Figure 28: Précurseurs photolabiles développés, plus efficaces a deux photons.
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Un autre moyen de réduire I'antagonisme envers les récepteurs du GABAa est
d’introduire une géne stérique autour de la molécule de glutamate afin d’empécher toute
interaction avec les récepteurs gabaergiques. Le groupe d’Ellis-Davis s’est illustré ces
derniéres années dans ce domaine en développant des analogues photolabiles du glutamate
couplés a des dendriméres tels que le MNI-Glutamate et le BIST-Glutamate#”15!, Ces
composés n’induisent aucune réduction des courants inhibiteurs, indiquant une absence
d’inhibition des récepteurs du GABAa. Cependant, la taille de ces composés étant
conséquente, nous ne pensons pas qu’ils puissent diffuser correctement dans les tranches de

cerveaux.

3. Synthese et utilisation de GANBP pour la libération du Glutamate

Le composé GANBP provient d’un travail d’amélioration des groupements protecteurs
photolabiles de type (ortho-nitrophényl)éthyl effectué au laboratoire CAMB. En effet, le
laboratoire a développé le 3-(4,5-DiMéthoxy-2-NitroPhényl)-2-Butyl (DMNBP), un

groupement protecteur photolabile permettant de libérer efficacement le glutamate par

NO, irradiation & un photon a 350 nm?*>2. Cependant, ce composé présente une

o section efficace a deux photons de 0.17 GM a 720 nm ne permettant pas une

© o utilisation optimale de ce dernier pour des applications en neurosciences. Le
DMNPB laboratoire a donc effectué de I'ingénierie moléculaire sur cette famille de
}%“:3:23’1570(:3 GPP afin de développer de nouveaux dérivés possédant de meilleures

(720 nm) propriétés d’excitation a deux photons.
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3.1 Design du groupement protecteur photolabile GANBP

3.1.1 Développement d’une plateforme bi-phényle a haute efficacité a deux photons

Il est connu que, pour améliorer la sensibilité a I'excitation bi-photonique d’une
molécule, il est possible soit étendre son systéme m, soit modifier le couple m-donneur/mn-
accepteur du chromophore. Dans le cas des (ortho-nitrophényl)éthyles, on ne peut pas
déplacer ou enlever le groupement nitro, essentiel au phénomene de photolyse. Ainsi, on ne
peut modifier que le groupement électrodonneur du couple ou étendre la conjugaison du
chromophore. Des travaux d’ingénierie moléculaire ont permis de mettre en évidence que
I’élongation de la conjugaison des o-nitrobenzyle et o-nitrophénéthyle en position-4 méne a

de meilleures propriétés d’absorption a deux photons®>3,

C'est dans ce contexte qu’a été développé au laboratoire le composé p-Méthoxy-4-
nitro-[1,1'-biphenyl]-3-yl)propan-1-ol (PMNB) possédant une section efficace de photolyse a
deux photons d’acides carboxyliques de 3.2 GM a 740 nm et de 0.45 GM a 800 nm. Ce dernier
a permis de libérer efficacement du glutamate par excitation monophotonique!* et bi-
photonique a 740 nm?*>%, La substitution du groupement méthoxy par une amine secondaire
induit un déplacement bathochromique de I'absorbance maximale de 90 nm et augmente
grandement la section efficace d’absorption a deux photons a 800 nm. Ainsi, le groupement
4-nitro-[1,1'-biphényl]-3-yl)propan-1-ol (ANBP) présente une absorbance maximale de 398

nm et également une section efficace de photolyse a deux photons de 11 GM a 800 nm?2.
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NO, NO,

OH O OH
O\ N
PMNB ANBP
Amax= 317 nm Amax= 398 nm
8u=3.2 GM (740 nm) 8u= 11 GM (740 nm)

3.1.2 Ingénierie de ANBP en GANBP

Le composé ANBP ayant de bonnes propriétés photochimiques, son utilisation pour
relarguer un neurotransmetteur par excitation a deux photons est pertinente. Cependant,
pour cette application, il est nécessaire d’utiliser de fortes concentrations de précurseurs
photolabiles du glutamate, ce qui implique d’étre capable d’augmenter sa solubilité dans
I’eau. Un moyen d’y parvenir est de fonctionnaliser I'amine présente sur I’ANBP par des
groupements solubilisant. On peut par exemple citer la substitution des groupements
méthyles sur I'aniline par des groupements 2-(méthoxyéthoxy)éthyles ou des groupement
carboxyméthyles permettant d’augmenter grandement sa solubilité dans I'eau. Ainsi, les
dérivés solubles CANBP et 'EANBP ont été développés au laboratoire et utilisés pour libérer

I'ion phosphate®® ainsi que du GABA®®,

NO, NO,
! OH ! OH
J e
/Ov\o/\/N\/\o/\/o\ HO)J\/N\)J\OH
EANBP CANBP
Amax= 398 nm Amax= 398 nm
8u=11GM (740 nm) 8u=11 GM (740 nm)

Cependant, comme précisés précédemment, les précurseurs photolabiles du GABA et

du glutamate inhibent les récepteurs du GABAa. Les dérivés EANBP-GABA et CANBP-GABA
58



n’échappent pas a la regle. Pour pallier ce probleme, une stratégie innovante a été mise en
place pour le composé EANBP reposant sur l'introduction d’un groupement propyne en
position benzylique. Cela permet d’effectuer des réactions de cycloaddition alcyne-azoture
catalysées par du cuivre (que nous appellerons chimie « Click ») avec des groupements

solubilisant ou encombrant (cf. Figure 29).

N7 ON-R
. _
NO, NO, NO,
O OWNH? OWNH? O OWNH?
Y —— Y —— Y
A Jo 3 op Yo op

GANBP-GABA R=

SAMBP-GABA R=

NAMBP-GABA R= »{\/\/g\

AAMBP-GABA R= @

/

Figure 29: Utilisation de la chimie Click sur ANBP-GABA pour réduire son influence sur les courants inhibiteurs.

Cette approche permet d’augmenter la solubilité de la molécule tout en introduisant
un encombrement stérique trés important proche du neurotransmetteur protégé afin
d’empécher toute interaction avec les récepteurs responsables des courants inhibiteurs. De
plus, de nombreux groupements azotures sont commercialement disponibles ce qui permet
de tester une vaste librairie de composés. Ceci présente un grand avantage puisque |I'on ne
dispose pas de structure récepteur-ligand permettant le design d’une molécule inerte. Bien
que cette méthode ait déja été utilisée avec des dendriméres trés encombrants4”*1 nous
avons préféré I'élaboration de petites molécules que nous considérons plus prometteuses en
termes de simplicité de synthese et de diffusion dans les tranches de cerveau ou méme in

vivo.

Des résultats préliminaires a ce travail de thése ont été obtenus avec des dérivés de

I'EANBP-GABA auxquels ont été conjugués plusieurs groupements soit chargés positivement,
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soit chargés négativement ou encore encombrants (cf. Figure 29). Leurs effets sur les
récepteurs du GABAa ont été mesurés sur des cellules HEK-293 exprimant ces derniers. Il en
résulte que parmi les composés testés, le Glucose-4-nitro-[1,1"-biphényl]-3-yl)propan-1-ol
(GANBP-GABA) réduit significativement moins les courants inhibiteurs (cf. Figure 30). Nous

avons donc décidé d’utiliser ce composé pour libérer le glutamate par excitation bi-

photonique.

AANBP-GABA NANBP-GABA SANBP-GABA GANBP-GABA

-20+

Igaga (% of inhibition)

-100=

Figure 30: Effets antagonistes des précurseurs photolabiles sur les récepteurs du GABA, exprimés par des cellules
HEK-293.

3.1.3 Synthese de GANBP-Glutamate

La synthése du précurseur de GANBP-Glutamate est réalisée en deux parties (cf. Figure
31). Dans un premier temps le composé 2 est obtenu par une réaction de substitution
nucléophile aromatique indirecte a l'aide de t-Butyle chloroacétate sur du 4-bromo-
nitrobenzéne en milieu basique. Un groupement propyne est ensuite introduit en a de |'ester
t-butylique pour obtenir le composé 3 qui, apres réduction de I'ester par du DIBAL-H, conduit
a I'alcool 4. Dans un second temps, le composé 5 est iodé en position para de la fonction
I'amine a l'aide de N-lodosuccinimide pour conduire au composé 6. L'iode est ensuite

substitué par un ester boronique a I'aide d’une borylation pallado-catalysée pour former le
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composé 7. Le précurseur 8 est obtenu par couplage de Suzuki-Miyaura entre les synthons 4

et 7 suivis d’une déprotection du silane par traitement au TBAF.

\ \ /
P Si— Si—
Z4 Z4
NO, NO, NO, NO,
i 0. 1] (0} 11l OH
— — \[< e P
(o] o =z
NO,
Br Br Br Br OH
1 2 3 4

Q0 v, @ v, @ ST

;O/*/N\(\O); ;éo/\)\/N\k\ojg jo/ﬁ\/N\k\og
5 6 7

Figure 31: Synthese du groupement protecteur photolabile EANBP i : t-Butyl chloroacetate, t-BuOK, DMF, TA, 2 h,
96%, ii : 3-Bromo-1-(trimethylsilyl)-1-propyne, DBU, MeCN, TA, 48 h, 90%, iii : DIBAL-H, THF, 0 °C, 3 h, 56%, iv : NIS ; KOAc,
MeCN, 20 °C, 5 min, 99%, v : Bis(picolato)diboron, Pd(Cl),(PPhs), KOAc, DMSO, 80 °C, 12 h, 52%, vi : a) Pd(PPhs)s, K>COs3,
toluéne/EtOH/H,0 : 7/2/1, 80 °C, 45 min, b) TBAF, THF, TA, 1 h, 65%.

Le composé 8 est ensuite couplé a un dérivé protégé du glutamate pour donner le
composé 9 (cf. Figure 32). Ce dernier, apres une réaction de cycloaddition alcyne-azoture
catalysée par du cuivre et déprotection des groupements protecteurs par du TFA, permet

d’obtenir le GANBP-Glutamate 10.

NHBoc NO,
MOtBU
ii ‘

JW A ;W A JoT e,
8 9 10

Figure 32: Synthese du précurseur photolabile du glutamate GANBP-Glutamate. i : Acide 5-(t-butoxy)-4-((t-
butoxycarbonyl)amino)-5-oxopentanoique, DIC, DMAP, CH,Cl,, 20 °C, 12 h, 56%, ii a) 1-Azido-1-déoxy-B8-D-Glucopyranoside,
L-Proline, Acide ascorbique, Na;COs, CuSQO,, t-BuOH/DMF/H,0 : 9/1/1, 65 °C, 12 h b) TFA, CH2Cl;, 20 °C, 8 h, 74%.

4. Test de GANBP-Glutamate sur tranche de cervelet
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La molécule a ensuite été testée sur tranches de cervelet a I'Institut des Neurosciences

Cellulaires Intégratives (INCI) par I’équipe du Dr. Philippe Isope.

4.1 Effets de GANBP-Glutamate

Dans un premier temps, 'effet sur les courants inhibiteurs
)O\jj;\OH de GANBP non couplé au glutamate a été mesuré puisque nous
N
N N

supposons que les interactions indésirables proviennent de la

NO,
O OH molécule de glutamate protégée. Cependant, pour en étre sdr, il est
nécessaire de comparer les courants inhibiteurs induits sur un

O neurone avant, pendant et aprés introduction de GANBP dans le
;OA)V:%OE milieu. Les courants inhibiteurs sont, pour la plupart, générés par
GANBP les récepteurs du GABAa qui laissent passer au travers de la

membrane, des ions chlorures. Le potentiel électrochimique de ces
ions étant trés proche du potentiel de la membrane, les courants sont sortants et
généralement trés faibles. Pour pallier cela, on augmente la concentration intra-neuronale en
ion chlorure a I'aide d’une solution intra-pipette trés concentrée. Cela permet de modifier le
potentiel électrochimique de I'ion, I’éloignant du potentiel de la membrane. Ainsi, les courants
deviennent plus forts et donc plus simples a observer. Dans ces conditions, le chlore sort du
neurone au lieu de rentrer ce qui dépolarise la membrane. Les courants excitateurs sont
inhibés a 'aide d’inhibiteurs des récepteurs AMPA, NMDA et métabotropes du glutamate. La
micropipette d’enregistrement est posée sur le corps cellulaire d’une cellule de Purkinje et la

pipette de stimulation est posée sur un interneurone connecté a la cellule (cf. Figure 33).
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Figure 33 : Enregistrement des courants inhibiteurs d'une cellule de Purkinje par électrophysiologie patch-clamp

Il en résulte que la molécule seule n’interfere pas avec ces phénomenes. En effet, si
I’on compare les courants inhibiteurs induits par la pipette de stimulation, avant I'application
de GANBP, pendant, et aprés lavage (cf. Figure 34) aucune différence significative n’est
observée. On peut donc en conclure que le groupement protecteur photolabile ne présente

pas d’antagonisme envers les récepteurs gabaergiques lorsqu’il n’est pas couplé au glutamate.
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Effet du GANBP sur l'inhibition (2P)

Controle GANBP GANBP Wash out

250pA

20ms

Figure 34 : Effet du GANBP seul sur la transmission inhibitrice entre les interneurones de la couche moléculaire et
les cellules de Purkinje. Courants post-synaptiques inhibiteurs enregistrés dans une cellule de Purkinje en patch clamp
(voltage imposé a —60mV) induit par stimulation électrique d’un interneurone de la couche moléculaire en présence ou non
de GANBP dans la solution de perfusion. Exemple de traces obtenues pour une cellule. Les traces brutes sont représentées en
gris et la trace moyenne en rouge.

L’effet sur les courants inhibiteurs de GANBP-Glutamate
a ensuite été déterminé. Cette fois-ci, au lieu de déplacer le
potentiel électrochimique de l'ion chlore, I'expérimentateur
déplace le potentiel de la membrane a 0 mV. Cela permet ainsi

de déplacer I'écart entre le potentiel de la membrane et le

potentiel électrochimique de I'ion chlore. Par conséquent, les

Rubi-Glutamate

courants sont plus forts que dans des conditions physiologiques

)\max= 317 nm

et peuvent plus facilement étre observés. Les résultats ont
8u=3.2 GM (740 nm)

ensuite été comparés a une référence commerciale, le Rubi-
Glutamate!®, qui est un complexe de Ruthénium permettant la libération du glutamate par
excitation a un et deux photons. Ce dernier posseéde une certaine toxicité pour les cellules,
mais reste un des précurseurs photolabiles du glutamate induisant la moins grande

perturbation des courants inhibiteurs.
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Il résulte de ces expériences que le GANBP-Glutamate a 300 uM n’induit qu’une
réduction de 50% des courants inhibiteurs (cf. Figure 35). Cette valeur est similaire a celle
induite par Rubi-Glutamate. Au laboratoire, de précédents résultats montrent que 'EANBP-
GABA conduit a une réduction quasi totale des courants inhibiteurs. L'utilisation de la chimie
« Click » pour ajouter un encombrement proche du glutamate reste donc une méthode de

modification efficace.

Effet du GANBP-glutamate sur l'inhibition (2P)

Controle GANBP-glutamate

1000pA

20ms

Figure 35 : Effet du GANBP-Glutamate sur la transmission inhibitrice entre les interneurones de la couche
moléculaire et les cellules de Purkinje. Courants post-synaptiques inhibiteurs enregistrés dans une Cellule de Purkinje en
patch clamp (voltage imposé a 0mV) induit par stimulation électrique dans la couche moléculaire activant les interneurones
de la couche moléculaire via les fibres paralléles en présence ou non de GANBP-glutamate dans la solution de perfusion.

4.2 Excitation a deux photons sur tranches de cervelet

Une fois les propriétés pharmacologiques de GANBP-Glutamate déterminées, il a fallu
étudier sa capacité a libérer le glutamate sous irradiation a deux photons. Pour cela, la tranche
de cervelet est placée dans un bain de solution du composé dans du fluide cérébrospinal

artificiel (tampon aCSF) et une micropipette est placée sur le corps cellulaire d’une cellule de
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Purkinje. Le GANBP-GIu ou le RuBi-Glu est alors excité au voisinage des épines dendritiques

de la cellule a I'aide d’un laser pulsé Ti : Sapphire a 800 nm.

POINTSCAN LINESCAN

Fibres e X _ 1
paralleles ——f~———— -

POINTSCAN

Pipette
/d'enregistrement

Cellules de Purkinje

Couche P ’
moléculaire

Couche b N\ d
de Purkinje b

Couche Yoo
granulaire Vi

Cellules granulaires

Figure 36: : Schéma des différents modes d'excitation utilisés pour I’excitation a 2-photons du GANBP-Glutamate.

Lors de ces essais, plusieurs modes d’excitation ont été mis en place. Le premier est un
mode ou le laser balaye une zone rectangulaire deux fois, que I'on appelle « frame scan », le
second est un mode ou le laser va suivre une ligne, que I'on appelle « line scan » (cf. Figure
36). Le troisieme, quant a lui, est appelé « point scan » et consiste a irradier des petits points
placés pres des épines dendritiques de la cellule de Purkinje. Avec ces trois modes d’excitation,
les courants générés par GANBP-Glutamate sont malheureusement trés faibles et lents. En
effet, il est nécessaire d’utiliser une puissance de laser tres élevée et un temps d’irradiation
long pour observer des courants de faibles intensités et tres lents ce qui n’est pas

physiologique (cf. Figure 37).
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Figure 37 : Courant induit dans la cellule de Purkinje par le décageage du GANBP-glutamate au microscope
biphotonique. Exemple de réponses obtenues aprés illumination via deux séries successives de scans de point focal (2 x 6
points de 10ms). Les traces brutes sont représentées en gris et la trace moyenne en vert.

Bilan :

Le précurseur photolabile du glutamate GANBP-Glutamate est issu de l'ingénierie
moléculaire effectuée par le laboratoire avec pour ambition d’en faire un outil photochimique
performant. Cependant, le composé a été testé sur les tranches de cervelet et les résultats se
sont révélés peu concluants. En effet, bien que le composé n’induise qu’une faible inhibition
des courants inhibiteurs, les courants générés par excitation a deux photons sont lents et peu
intenses. Ce composé n’est donc pas utilisable sur tranches de cervelet. Une hypothése
pouvant expliquer ces résultats serait une faible pénétration de GANBP-Glu dans la tranche.
Cependant, le composé n’étant pas fluorescent, on ne peut pas déterminer sa localisation sur
la tranche. Ainsi, comme nous ne pouvons pas utiliser GANBP-Glutamate sur tranche de
cervelet, nous avons décidé d’utiliser un nouveau groupement protecteur photolabile pour

relarguer le glutamate.
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5. Choix d’un nouveau dérivé coumarinique

Suite aux problémes rencontrés lors de I'utilisation de GANBP-Glutamate, nous avons
décidé de nous orienter vers un second groupement protecteur photolabile. L'utilisation d’'un
dérivé coumarinique pour libérer le glutamate nous a paru pertinente. En effet, comme
énoncé dans l'introduction, leurs plus faibles rendements quantiques de libération sont
largement compensés par leurs cinétiques de photolyse ainsi que par leurs coefficients
d’extinction molaire élevés. De plus, ces composés possedent un avantage non négligeable,
car contrairement au groupement GANBP, les GPP de type coumarinique sont capables de
fluorescer®>”1>8, Cette propriété devrait nous permettre de visualiser la molécule lors de tests
biologiques, en particulier d’étudier sa localisation sur des tranches de cerveaux. De cette
maniere, on peut étudier I'effet des groupements conjugués par chimie « Click » sur le
comportement des précurseurs photolabiles de glutamate sur tranches de cervelet.
Contrairement aux résultats de GAMBP-Glutamate ol I'on ne peut expliquer ce qu’il se passe
sur tranches de cerveau, l'usage de composés fluorescent permet de rationaliser notre
approche et notre compréhension des résultats, en particulier ceux qui ne sont pas

concluants.

5.1 Des coumarines sensibles a I'excitation bi-photonique

Ces groupements ont largement été utilisés ces trois dernieres décennies pour libérer
des effecteurs biologiques!>®~1¢1 et de nombreuses études ont été réalisées dans le but
d’améliorer leurs propriétés photochimiques en apportant diverses modifications
structurales. En effet, des travaux ont montré que relier des groupements
électrodonneurs/électroaccepteurs a la position 3 par des « ponts» permettant la
délocalisation des électrons induit un déplacement bathochromique de I’'absorbance et
améliore considérablement les propriétés photochimiques. Des travaux similaires ont été
réalisés en substituant la position 7 de la coumarine'®?. Il en résulte que ces modifications

structurelles améliorent les propriétés a deux photons, mais contrairement aux substitutions
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en position 3, ne déplacent pas I'absorbance maximale vers le rouge. Ainsi, I'utilisation d’un
alcene comme « pont » entre la coumarine et des groupements électroattracteurs tels que
des N-méthylpyridinium ou des N-méthylbenzothiazole'®® permettent d’obtenir des
coumarines excitables dans le vert (> 500 nm). Cependant, le rendement quantique de
libération de ces composés est tres faible (@, < 0.01) ce qui les rend peu attractifs. Le
remplacement du groupement électroattracteur chargé par un groupement non chargé
(groupements benzothiazoles) ou par des groupements électrodonneurs tels que des N,N-

164

diméthyl-anilines'®* permettent d’obtenir des coumarines avec de tres bonnes propriétés a

deux photons.
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Le « pont » alcéne semble étre important, car, I'insertion seule d’un groupement N,N-
diméthyl-aniline'® ne semble augmenter que légérement les propriétés a deux photons sans
déplacer I'absorbance de ce composé. L'utilisation d’un « pont » fluoréne'®® a également

montré un impact positif sur I'efficacité de libération a deux photons.

Dans le cadre de ce projet, nous avons décidé d’utiliser la 7-DiEthylAminoCoumarine-
3-N,N-diméthylAminoStyrene (DEACAS), car elle posséde des propriétés photochimiques
adaptées a notre application. Bien que les structures présentées par Klausen et al. soient
également intéressantes , la structure de DEACAS a I'avantage d’étre facilement modifiable
sans ajouter de groupements hydrophobes. En effet, 'amine de la partie aniline peut étre bis-
alkylée par des groupements solubilisant, ce qui présente un fort intérét pour les applications
biologiques. Il s’agit d’'une chimie que nous maitrisons au laboratoire, car elle a déja été
utilisée pour les composés EANBP et GANBP. Il faut également noter que la présence d’'un
« pont » alcene entre la partie aniline et la coumarine présente un fort intérét. En effet, lors
de la photolyse de la coumarine, un réarrangement du sous-produit vient couper la
conjugaison entre l'aniline et la coumarine. Le composé retrouve ainsi les propriétés
spectroscopiques de la coumarine DEAC (cf. Figure 38). Tout comme la fluorescence du
composé avant photolyse, la fluorescence du sous-produit peut également étre utile pour

localiser et déterminer s’il y a eu libération de I'effecteur biologique.

+ OH

Figure 38 : Mécanisme de photolyse de la coumarine DEACAS.
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6. Stratégie et synthese

6.1 Stratégie de développement de DEACAS-Glutamate

Lors de la conception de ce groupement protecteur photolabile, nous avons décidé
d’étre plus méthodique. En effet, I'idée était dans un premier temps de simplifier au maximum
la structure de la DEACAS afin de montrer qu’elle fonctionne sur tranches de cervelet. Puis,
dans un second temps, au besoin, apporter des modifications permettant de la rendre plus
soluble et/ou moins antagoniste envers les récepteurs du GABAa. Cette stratégie permet de
mieux contréler I'impact de chacune des modifications que I'on réalise sur la biodistribution
du composé sur tranches de cerveau. De plus, on peut également déterminer si le GPP est
utilisable avant de s’engager dans des synthéses complexes. De cette facon, la seule
modification qui a été apportée au groupement DEACAS est la substitution de I'amine par
deux groupements (2-méthoxyéthoxy)éthyle pour la rendre plus soluble dans I'eau (cf. Figure

39).

Figure 39 : Design de DEACEAS-Glutamate.

Une fois la capacité a relarguer le glutamate par excitation a deux photons sur tranches
de cervelet validée par nos collaborateurs de I'INCI, la méme stratégie que pour I'EANBP peut
étre appliquée. Pour cela, il faut placer un alcyne sur la molécule, au plus proche du glutamate.
Deux choix s’offrent alors a nous pour introduire une fonction propyne : le premier est

d’introduire ce dernier en position benzylique de la DEACAS, le second est de I'introduire sur
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I’'amine en position 7 (cf. Figure 40). La synthése de la coumarine-alcyne est un point clé de
cette stratégie puisque cela nous permet d’introduire facilement de la diversité au niveau des
groupements solubilisant et ainsi déterminer quel groupement est le plus efficace pour limiter
les interactions avec les récepteurs responsables de I'inhibition. La premiere stratégie ayant

déja été réalisée au laboratoire, la position benzylique a été choisie pour porter le groupement

propyne.
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Figure 40: Représentation des deux dérivés du DEACAS arborant une fonction alcyne.

6.2 Synthese de DEACAS-Glutamate

La synthese de la coumarine DEACAS débute a partir du synthon 12 (Cf. Figure 41). Ce
dernier est oxydé en deux temps. Tout d’abord, il est oxydé en énamine a I'aide de DMF-DMA
puis en aldéhyde 14, qui est obtenu par coupure oxydante au NalOa. La réduction de
I’aldéhyde avec du DIBAL-H permet |'obtention de I'alcool 15. Un brome est ensuite inséré en

position 3 par substitution nucléophile aromatique pour obtenir le composé 16.
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Figure 41: Synthese du précurseur de DEACAS-Glutamate. (i) DMF-DMA, NaHCOs, DMF, reflux, 16 h, quant., (ii)
NalO,4, THF/EAU : 1/1, 20 °C, 1 h, quant., (iii) NaBHg4, THF, 20 °C, 5 h, 60%, (iv) NBS, NH,0Ac, MeCN, 20 °C, 30 min, 84%.

L'insertion de la partie aminostyréne a été décrite en réalisant une réaction de Heck
par I'équipe de Lin'®*, Cependant, lors de la reproduction de cette réaction il semblerait que
I'aminostyrene se dégrade trés rapidement pour conduire majoritairement a un produit de
polymérisation de ce dernier. Une alternative impliquant un couplage de Suzuki a I'aide de
I'ester boronique 17 a donc été développée au laboratoire (cf. Figure 42). Ce dernier est
obtenu a partir de I'aniline iodée 6. En effet, en utilisant une source de palladium (0) trés
encombrée et I'ester pinacolique d’acide boronique de vinyle, il est possible de réaliser un
couplage de Heck sans observer de dégradation de I'ester boronique 17 ni de réaction
indésirable. Ensuite, I'ester pinacolique d’acide boronique de p-aminostyrene 17 est couplé a
la coumarine 16 a 'aide d’une réaction de Suzuki permettant d’accéder au DEACAS 18. La
fonction alcool est ensuite couplée a un glutamate protégé puis les groupements protecteurs

sont déprotégés par traitement au TFA pour donner le DEACAS-Glutamate 19.
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Figure 42: Synthese de DEACEAS-Glutamate. (i) NIS, NH,0Ac, MeCN, 20 °C, 5 min, quant., (ii) Ester pinacolique
d’acide boronique de vinyl, Pd(P(tBu)s),, Diispropylamine, toluéne, 90 °C, 2 h, 92%, (iii) K2CO3, Pd(PPhs)4(0), DME/H,0 : 1/1,
105 °C, 45 min, 60%, (iv) a) : Acide 5-(tert-butoxy)-4-((tert-butoxycarbonyl)amino)-5-oxopentanoique, DIC, DMAP, CH;Cl,, 20
°C, 12 h, b) TFA, CH,Cl5, 20 °C, 12 h, 53%.

6.3 Caractérisation de DEACAS-Glutamate

Les propriétés photophysiques et photochimiques du chromophore DEACAS ont déja
été caractérisées par I'équipe de Lin et al.1®* Cependant, le rendement quantique de photolyse
a été déterminé pour la libération de I'acide p-méthoxybenzoique et non pour celle du
glutamate. Le rendement quantique étant dépendant du groupement partant, il est donc
nécessaire de le déterminer pour la libération photoinduite du glutamate. Le DEACAS-p-
méthoxybenzoique a servi de référence pour nos expériences de photolyse, car on peut suivre
la réaction photolytique par spectroscopie UV-Visible. En effet, I'excitation de la molécule
mene a la rupture hétérolytique de la liaison entre la coumarine et la molécule protégée.
Ensuite un réarrangement s’effectue, rompant alors la conjugaison entre la partie aniline et la
partie coumarine via une cyclisation intramoléculaire (cf. Figure 38). Le sous-produit de
photolyse retrouve donc I'absorbance de la coumarine DEAC avec un maximum a 380 nm et
non 440 nm comme la coumarine DEACAS. Ainsi, lors de l'irradiation d’un échantillon,

I’'absorbance a cette longueur d’onde baisse de maniere linéaire (cf. Figure 43). La réaction a
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donc été suivie par spectroscopie UV-Visible et la fin de réaction confirmée par HPLC
analytique. Le taux de produit converti d’un échantillon a un temps donné t est donc
déterminé par comparaison entre sa différence d’absorbance avant irradiation (to) et la perte
de densité optique induite lors d’une photolyse compléte (tmax). Egalement, le suivi de la
cinétique de photolyse de DEACAS-Glutamate a été réalisé de la méme maniéere. La référence

et le DEACAS-Glutamate ont ainsi été irradiés a 430 nm (cf. Figure 44).
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Figure 43: Représentation du spectre d'absorption en fonction du temps d'une solution de DEACAS p-
méthoxybenzoique a 20 uM irradié a 430 nm par un appareillage a LED de type LUMO 43 (Atlas Photonics).
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Figure 44: Photolyse de la référence (en bleu) et DEACAS-Glutamate (en orange) par irradiation a 430 nm (200
W.cm?). L'irradiation totale des composés est représentée a gauche et la régression linéaire de la photolyse de chaque
composé est représentée a droite.
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La cinétique d’'une photolyse d’un analogue photolabile est dans un premier temps
linéaire. Puis, lorsque la concentration en composé baisse et celle en sous-produit augmente,
la cinétique ralentit. Ainsi, lorsque I'on trace la régression linéaire de ces cinétiques (cf. Figure
44), on obtient un coefficient directeur qui nous sert a déterminer le rendement quantique

d’une molécule inconnue en utilisant I’'Equation 12.

Equation 12 : Détermination du rendement quantique de photolyse @, d’un composé par comparaison avec une
référence.

@, (référence) x pente(molécule)

@, (molécule) =
.. (molécule) pente(référence)

Le DEACAS-Glutamate possede un rendement quantique de 0.41, soit deux fois plus
important que la référence (@,=0.2). Pour ce qui est des propriétés d’absorption a un et deux

photons, elles ne sont pas modifiées par le groupement partant. La coumarine DEACAS-
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Glutamate possede ainsi une efficacité de photolyse a deux photons qui peut étre estimée a

64 GM a 740 nm et 16 GM a 800 nm.

7. Utilisation de DEACAS-Glutamate sur tranches de cervelet

La synthése ayant été réalisée, le composé a été testé sur tranches de cervelet. Dans
un premier temps, des photolyses a un photon ont été réalisées a une concentration de 100
uM. Cependant, le produit a précipité lors de la décongélation. Aprés dosage par
spectroscopie UV-Visible, il s’est avéré que la concentration a laquelle les tests ont été
effectués est de 20 4M. Néanmoins, malgré la faible concentration en analogue photolabile
du glutamate, les courants générés par l'irradiation un photon a 450 nm de DEACAS-
Glutamate sont rapides et intenses (cf. Figure 45). A cette concentration, le Rubi-Glutamate
n’induit aucun courant c’est pourquoi les tests ont été réalisés a 300 M pour ce précurseur

du glutamate.
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Figure 45: Décageage du DEACAS-glutamate a 450 nm et comparaison avec le RuBi-glutamate. A. Cellule de
Purkinje remplie avec de I’Alexa-594, un marqueur fluorescent. L’illumination est réalisée au niveau de I’arbre dendritique
sur des zones de 10 x 10um et 40 x 40um pendant 1 et 10ms. B. Exemple de réponses moyennes obtenues pour une cellule
suite au décageage du RuBi-glutamate a gauche et du DEACAS-glutamate a droite. C. Effet de la libération du RuBi-
glutamate (n=5) a gauche et du DEACAS-glutamate (n=7) a droite. *significatif, ns : non significatif (Test de Friedman, post-
hoc : Test de Nemenyi)

De la méme maniere, pour les expériences a deux photons des aliquots a 300 4#M dans
du tampon aCSF ont été préparés. Le produit a également précipité apres décongélation et,
apres dosage par spectroscopie UV-Visible, la concentration des aliquots a été déterminée a

20 uM. Toutefois, des expériences de photolyse a deux photons ont été réalisées sur tranches
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de cervelet avec ces aliquots et il en résulte que, méme a 20 uM, la coumarine DEACAS-

Glutamate induit des courants excitateurs puissants et rapides pouvant étre comparés a ceux

induits par le Rubi-Glutamate a 300 uM (cf. Figure 46). Des aliquots a 20 /M ont été préparés

et sont toujours en attente d’étre testés pour s’assurer de I'efficacité de la molécule sans

présence de précipité.
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Figure 46: Décageage du DEACAS-glutamate a 740 nm au microscope biphoton et comparaison avec le RuBi-
glutamate a 800nmA. Cellule de Purkinje remplie avec de I’Alexa-594. L’illumination est réalisée a proximité des épine
dendritiques via un scan linéaire pendant 30ms (en rouge) ou un point focal (5 points de 10ms) (en vert). B. Exemple de
réponses obtenues aprées photo-stimulation de DEACAS-glutamate (en haut) et de RuBi-glutamate (en bas). Les traces brutes
en gris, moyennes en rouge. C. Comparaison des caractéristiques des courants induits par I'illumination des deux composés
cagés en fonction des protocoles de stimulation. * significatif, ns : non significatif (Test de Mann-Whitney).
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8. Développement d’un dérivé soluble de DEACAS-Glutamate

La nécessité de rendre plus soluble le DEACAS-Glutamate tout en améliorant ses
propriétés pharmacologiques nous a amené a utiliser la méme stratégie que pour le GANBP.
Nous avons donc décidé d’insérer un groupement propyne en position benzylique. Un premier
essai a été réalisé par Juliane Chaud en protégeant I'aldéhyde sous forme d’un acétal (cf.
Figure 47) puis en insérant un brome en position 3. Un couplage de Suzuki-Miyaura avec |'ester
boronique 17 pour former la coumarine 22 a ensuite été réalisé avant d’effectuer la

déprotection de I'aldéhyde ce qui n’a pas permis d’obtenir la coumarine 23.

O _H (\O (\O
O—H

o H
A (i) N (ii) - Br
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Figure 47 : Synthése d’un dérivé soluble de DEACAS utilisant un aldéhyde protégé en acétal. i : Ethylene glycol,
acide p-toluénesulfonique, toluéne, reflux, 12 h, 95%, ii : NBS, NH,0Ac, MeCN, 20 °C, 90 min, 62%, (iii) Ester pinacolique
d’acide boronique de p-Dimethyl-aminostyréne 17, K,COs, Pd(PPhs)s, DME/H,0 (3 :1), 105 °C, 45 min. (iv) TsOH,
Toluéne/H-0 (1:1), 100 °C, 16 h.

La précédente stratégie n’ayant pas été concluante, le groupement propyne a été
inséré sur la coumarine 14 a I'aide d’une solution de I'organozincique correspondant pour

former I'alcool 24 puis bromé en position 3 afin d’obtenir le composé 25 (cf. Figure 48).
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Cependant, lorsque I'on réalise le couplage avec le composé 17, le produit observé n’est pas
issu d’un couplage direct, mais d’'une réaction en domino. En effet, I'alcyne semble étre
idéalement placé pour réaliser une cyclisation 5-exo-dig suivi d’'un couplage de Suzuki-Miyaura

pour obtenir le composé 26 (cf. Figure 48).
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Figure 48 : Tentative de synthese d’un dérivé alcyne de DEACAS en réalisant la réaction de Barbier suivie d’une
réaction de Suzuki. i : Bromopropyne, Zn, THF, 0 °C puis TA, 90 min, 68 %, ii : NBS, NH;0Ac, MeCN, 20 °C, 90 min, 92%, (iii)
Ester pinacolique d’acide boronique de p-dimethyl-aminostyréne, K,COs, Pd(PPhs), DME/H,0 (3:1), 105 °C, 45 min.

Bilan :

La coumarine DEACAS présente de trés bonnes propriétés photophysiques et
photochimiques, elle a donc été adaptée pour la libération du glutamate. L'ajout de chaines
oligoéthyléne glycol sur la fonction aminostyréne n’a cependant pas permis d’obtenir un
composé tres soluble dans I'eau. Les premiers tests suggérent tout de méme que le composé
est tres efficace, mais il est nécessaire de réaliser les expériences dans des conditions
optimales sans précipité pour s’en assurer. Les dérivés alcynes étant compliqués a obtenir,

leur développement a été suspendu. Les précurseurs photolabiles tels que le DEACAS-
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Glutamate ayant une forte sensibilité a deux photons peuvent étre utilisés a de tres faibles
concentrations, il semble prometteur de développer des composés encore plus sensibles pour

des applications en neurosciences.

9. Une coumarine hautement conjuguée a la structure rigidifiée

9.1 Choix de la coumarine 5-exo-dig-Suzuki-Glutamate

Nous avons vu dans les parties précédentes de ce chapitre que le DEACAS-Glutamate
présente une efficacité de photolyse a deux photons importante, permettant potentiellement
de l'utiliser a de trés faibles concentrations. Ainsi, I'antagonisme aux récepteurs du GABAa est
potentiellement moins problématique que lorsque l'on utilise des groupements moins
efficaces. En effet, la plupart des analogues photolabiles de glutamate nécessitent de fortes
concentrations a cause de leurs faibles sensibilités a I’excitation bi-photonique, tels que le

MNI-glutamate, utilisé entre 1 et 2 mM (d,= 0.06 GM).

/ Au cours de cette thése, une nouvelle série de
coumarines a été élaborée. Le développement et Ia
caractérisation de cette série de composés seront présentés
au chapitre IV. La premiere molécule qui a été synthétisée,

la coumarine 79 présente une efficacité de photolyse a deux

photons pour la libération de I'acide p-méthoxybenzoique

de 63 GM, soit deux fois plus que pour le DEACAS-p-

5-exo-dig-Suzuki 79

méthoxybenzoique. Nous avons ainsi décidé d’adapter cette
molécule pour la libération du glutamate. Une tentative
d’ingénierie moléculaire a été réalisée pour modifier cette structure afin de la rendre plus
soluble (cf. Chapitre IV), mais cet essai ne s’est pas révélé fructueux. Nous avons donc pris la
décision d’apporter a cette coumarine les mémes modifications que pour le DEACAS-

Glutamate en ajoutant a la partie aminostyréne deux chaines oligoéthyléne glycol.
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9.2 Synthése de la coumarine rigide et conjuguée obtenue par réaction domino 5-

exo-dig-Suzuki

La synthese de ce nouveau précurseur photolabile du glutamate a été réalisée avec
I'ester boronique 17 et la coumarine 21 (cf. Figure 49). La purification de I’alcool 27 s’effectue
difficilement sur silice. C'est pourquoi le produit est directement utilisé pour réaliser un
couplage avec un glutamate protégé. Apres purification par HPLC, I'ester 32 est obtenu avec
un rendement pour les deux étapes de 10%. La déprotection de ce composé a été réalisée,
mais apreés purification HPLC, trés peu de produit a été obtenu ne permettant pas d’effectuer
la caractérisation du produit 33. Malheureusement par manque de temps, la synthéese de ce

composé n’a pas été finalisée.

5-exo-dig-coumarine-Glutamate 33

Figure 49: Synthése de la 5-exo-dig-coumarine-Glutamate. i: K;CO3, Pd(PPhs)s, DME/H;0 (3:1), 105 °C, 45 min (ii):
Acide 5-(t-butoxy)-4-((t-butoxycarbonyl)amino)-5-oxopentanoique, DIC, DMAP, CH,Cl,, 20 °C, 12 h, 10%, iii TFA, CH,Cl,,
20 °C, 12 h.
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10. Une coumarine aux propriétés photophysiques intéressantes

10.1 Choix de la coumarine 5-exo-dig-Sonogashira

Lors du travail d’optimisation de la sensibilité a deux
photons réalisé sur cette nouvelle série de coumarines
rigidifiées, la coumarine 5-exo-dig-Sonogashira a été
synthétisée. Ce GPP est encore plus intéressant que la
coumarine 79. En effet, I'introduction d’un alcyne a la place

de l'alcéne augmente l'efficacité de photolyse a deux

photons jusqu’a 125 GM pour la libération de I'acide p-

5-exo-dig-Sonogashira
125 GM (740 nm) méthoxybenzoique, soit quatre fois plus que la coumarine

DEACAS. A Vlinstar de son homologue 79, son

développement et sa caractérisation seront développés au chapitre IV.

Au vu de ses propriétés encore plus importantes a deux photons que les molécules
précédentes, nous avons décidé de nous concentrer sur ce composé pour la libération du
glutamate. Cependant, il a fallu réfléchir a différentes stratégies afin d’augmenter sa solubilité
dans l'eau puisque lintroduction d’oligoéthylene glycol a montré ses limites lors de
I'utilisation de DEACAS-Glutamate, molécule moins hydrophobe que la série des coumarines
5-exo. Ainsi, nous avons décidé de substituer I'amine de la partie aniline par deux acétates t-
butyliques. L'intérét est que, lors de I'étape finale de déprotection du glutamate en condition
acide, les deux esters t-butyliques soient également clivés pour obtenir un bis-carboxylate (cf.
Figure 50). Cette stratégie permet d’obtenir un composé chargé permettant d’augmenter la
solubilité dans I'eau, tout en évitant un empilement ou « stacking » entre deux molécules

d’analogue de glutamate qui résulteraient en la précipitation du composé.
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Figure 50: Rétrosynthése de la coumarine 5-exo-Sonogashira-Glutamate.

10.2 Synthése de la coumarine-5-exo-dig-Sonogashira

10.2.1 Synthese de la bis-t-butylethynylaniline

La synthese de la bis-alkyl aniline 38 a été entreprise a partir de I'aniline 34 (cf. Figure
51). Cette derniére, par réaction au micro-ondes avec du t-butyl bromoacetate, a permis
d’obtenir I'aniline bis alkyle 35. Ce composé a ensuite été iodé en para de I'amine par
substitution électrophile aromatique avec du N-lodosuccinimide afin de pouvoir ensuite
réaliser un couplage de Sonogashira avec du triméthylsilyle acétyléene pour conduire au
composé 37. La déprotection de I'alcyne par du TBAF a température ambiante ou par une
guantité catalytique de carbonate de potassium n’a pas permis d’obtenir le composé désiré
38. En effet, on observe la formation du produit 39 issu d’'un homo-couplage au niveau de
I'alcyne. La purification de I'alcyne protégé 37 se faisant simplement sur colonne courte de
silice, nous avons dans un premier temps supposé que des traces résiduelles de cuivre
permettant un couplage de Glaser seraient présentes. Ainsi, le dérivé 37 a été traité par une
solution aqueuse d’EDTA, un chélatant du cuivre. Cependant, méme apres traitement, les
deux conditions de déprotection menent toujours a la formation du dimere 39. Pour expliquer
cette formation, nous pouvons supposer que l'intermédiaire anionique formé lors de la

déprotection du groupement silane est extrémement réactif et réagirait sur lui-méme.
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Figure 51: Synthese du synthon 37 a partir d'aniline. i : t-Butylbromoacétate, TBAI, DIPEA, DMF, MW 120 °C, 1 h,
82%, ii: NIS, NH,0Ac, MeCN, 0 °C puis TA, 20 h, 92%, iii Triméthylsilyl acétyléne, PdCl,(PPhs),, Cul, THF, MW 40 °C, 2 h, 80%,
iv : TBAF, THF, TA, 20 h ou K,CO3, MeOH, TA, 20 h.

39

Suite a ces résultats, la synthése de 38 a été réalisée a partir de I'éthynylaniline 40 (cf.
Figure 52). Contrairement a I’aniline, la réaction par micro-onde avec du t-butyl bromoacetate
ne permet pas d’obtenir le composé bis-alkylé mais seulement le mono-alkylé 41. La présence
de I'alcyne semblant rendre I'amine moins réactive, nous avons augmenté la température
jusqu’a 160 °C, mais le produit s’est dégradé. Nous avons changé de stratégie et en variant le
nombre d’équivalents des réactifs lors de cette alkylation, nous avons déterminé qu’il est
nécessaire de mettre deux équivalents de t-butylbromoacetate pour observer une mono-
alkylation compléte. Le réactif de départ se dégradant probablement trés rapidement et
I'amine étant moins réactive, elle n’a pas le temps de réagir une seconde fois. Une fois le
composé 41 isolé, la bis-alkylation peut étre réalisée dans les mémes conditions, confirmant

I’hypothese de la dégradation du réactif.
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Figure 52: Synthese du synthon 38 partir de I'éthynylaniline. i: t-Butylebromoacétate, TBAI, DIPEA, DMF, MW 120
°C, 1 h, 95%, ii: t-Butylebromoacétate, TBAI, DIPEA, DMF, MW 120 °C, 1 h, 95%.

12.2.2 Synthése de la coumarine 5-exo-dig-Sonogashira-Glutamate

La synthése de la coumarine 5-exo-dig-Sonogashira 42 a ensuite été réalisée grace a
une réaction domino 5-exo-dig-Sonogashira (cf. Figure 53). Cette derniére a ensuite été
couplée a un glutamate protégé permettant d’obtenir le composé 42. Cependant, la
déprotection en condition acide des groupements t-butyles méne a la dégradation du
composé et la présence d’un ester empéche l'utilisation de conditions d’hydrolyse basiques.

Ainsi, aucune méthode de déprotection n’est envisageable pour cette molécule.
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Figure 53: Synthése de la coumarine 5-exo-dig-Sonogashira-Glutamate. i: Diisopropylamine, Cul, PdCl;(PPhs);, MW 120 °C, 1
h, 26%, ii : Acide 5-(tert-butoxy)-4-((tert-butoxycarbonyl)amino)-5-oxopentanoique, DMAP, CHCl,, 0 °C puis TA, 16 h, 15%.

Bilan :

Le développement de cette série de coumarines hautement sensibles a I’excitation bi-
photonique est tres intéressant pour une utilisation sur des systéemes biologiques. Ainsi, deux
précurseurs photolabiles du glutamate ont été réalisés avec deux coumarines issues de cette
série. La synthése de la coumarine 5-exo-dig-Suzuki-Glutamate 33 n’est pas assez efficace
pour imaginer une utilisation en biologie. Nous avons alors préféré nous concentrer sur la
coumarine-5-exo-dig-Sonogashira-Glutamate 44 qui présente une efficacité a deux photons
guatre fois plus importante que la coumarine DEACAS. Cependant, le développement de ce
précurseur photolabile du glutamate n’a pas pu aboutir, car la fonction en-yne semble étre
sensible aux conditions acides et par manque de temps, aucune autre stratégie de protection

n’a été envisagée.
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11. Conclusion

La synthese de GANBP-Glutamate a initié ce projet. Ce dernier n’a pas donné les
résultats escomptés lors de tests sur tranches de cervelet effectués par nos collaborateurs. En
effet, nous supposons que ce composé ne pénétre pas correctement les tranches de cervelet.
Cependant, nous n’avons pas eu I'occasion de réaliser des tests sur cultures de neurones pour
voir si sur des systemes moins complexes, le composé pénetre dans le tissu et relargue

efficacement le glutamate lors d’excitation a deux photons.

Ensuite, la synthese de DEACAS-Glutamate, un composé plus efficace et fluorescent, a
été réalisée. Malheureusement, ce composé se révele étre peu soluble, car il précipite lors des
tests sur tranches de cervelet. Néanmoins, malgré la présence de précipité, les irradiations a
un et deux photons induisent des courants forts, supérieurs a ceux induits par le RuBi-
Glutamate a des concentrations plus élevées. Des expériences a faibles concentrations sans la

présence de précipité devront étre réalisées afin de confirmer ces résultats.

Ainsi, le développement de nouveaux GPPs libérant le glutamate par excitation a deux
photons plus efficacement semble étre prometteur pour réduire considérablement les
concentrations en précurseurs photolabiles du glutamate. De ce fait, les colts de leur
utilisation et les effets non désirés tels que I'antagonisme aux récepteurs du GABAA4 seront
réduits. Cependant, que ce soit pour la coumarine DEACAS-Glutamate ou pour la série des
coumarines rigidifiées par réaction 5-exo-dig, la solubilité dans I'eau reste problématique.
Deux stratégies peuvent étre imaginées pour résoudre ce probleme, alkyler des groupements
solubilisant sur la fonction aminostyréne ou introduire un alcyne sur le squelette de ces

coumarines afin de greffer des groupements solubilisant sur la molécule (cf. Figure 54).

Figure 54: Représentation des stratégies possibles pour rendre la coumarine DEACAS, ou la série des coumarines
rigidifiées par réaction domino 5-exo-dig, solubles dans I'eau. En bleu est représenté un alcyne permettant de greffer des
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groupements solubilisant en position 7 de la coumarine et en rouge est représenté une alkylation de groupement solubilisant
R sur la fonction aminostyréne.
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Chapitre Il
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lll.  Conception d’un précurseur photolabile de la nicotine excitable dans le vert

Le second projet de cette these est la synthése d’un nouveau précurseur photolabile
de la nicotine réalisant des réactions de photolyse aprés irradiations dans le vert (>500 nm).
Ce projet est issu d’une collaboration entre notre équipe et celle du Dr. Nicolas Vitale située a
I'Institut des Neurosciences Cellulaires et Intégratives (INCl). Celle-ci s’attéle a la
compréhension des mécanismes cellulaires et moléculaires a I'origine de I'exocytose régulée,
avec une attention particuliére sur le réle des phospholipides. En effet, I’exocytose est un
processus du trafic vésiculaire essentiel au fonctionnement des organismes multicellulaires,
car nécessaire a la libération de molécules informatives (neurotransmetteurs, hormones ...)
permettant d’établir une communication inter-cellulaire. Au niveau du systeme nerveux,
I’exocytose de neurotransmetteurs ou d’hormones a la suite d’une stimulation est régulée par
des protéines telles que la protéine SNARE ou le cytosquelette d’actine. Récemment, I'équipe
du Dr. Vitale a révélé que la phospholipase D1, responsable de la synthése d’acide
phosphatidique (AP), est également impliquée dans la régulation de I’'exocytose régulée. lls
ont également montré que les AP mono-insaturés participent a I'ancrage des vésicules de
sécrétion a la membrane plasmique tandis que les AP poly-insaturés participent directement

au phénomene de fusion entre les membranes vésiculaires et plasmiques.

Malheureusement, le manque d’outils moléculaires permettant de manipuler les
phospholipides avec une précision spatio-temporelle suffisante représente un frein a la
compréhension des fonctions des AP dans |’exocytose régulée. Pour cela, nos collaborateurs
souhaitent utiliser différents outils optiques tels que des enzymes permettant la synthése ou
la dégradation des AP de maniere photocontrolée par la protéine CRY2, des précurseurs
photolabiles de AP ou encore des peptides ayant une affinité pour les AP contré6lés par la
protéine photoactivable LOV2. Pour pouvoir utiliser pleinement ces outils, ils doivent
également provoquer l'exocytose régulée de neurotransmetteurs ou d’hormones. Nos
collaborateurs travaillent avec les cellules chromaffines, responsables de la libération
d’adrénaline et de noradrénaline dans la circulation sanguine. Les cellules chromaffines
expriment fortement les récepteurs nicotiniques, perméables aux ions calciums, un élément

déclencheur de I'exocytose. Ainsi, I'utilisation d’'un précurseur photolabile de la nicotine
92



excitable a des longueurs d’onde permettant l'utilisation d’autres outils photochimiques
semble étre une solution pour étudier plus précisément I'implication des AP dans I'exocytose

régulée.

1. Les récepteurs nicotiniques

Les récepteurs nicotiniques (nAChRs) font partie des récepteurs canaux de
I'acétylcholine. Ces récepteurs ont pour agoniste endogéene I'acétylcholine et pour agoniste
exogene la nicotine. On les retrouve au niveau des jonctions reliant les nerfs aux cellules
musculaires permettant la contraction musculaire et, également, dans le systéme nerveux
central ou ils jouent un réle de régulateur de la libération d’autres neurotransmetteurs'®’. Ces
récepteurs font partie de la superfamille des canaux ioniques de type « cys-loop », des
pentameres composés de cing sous-unités assemblées pour former un canal ionique,
reconnaissable par la présence d’une boucle formée par treize acides aminés liés par deux
cystéines (Cys) (cf. Figure 55). Cette superfamille comprend également les récepteurs du

GABA, de la sérotonine et du zinc.

Dans le cas des récepteurs nicotiniques, le canal est perméable aux cations sodium,
potassium et calcium. Il existe seize sous-unités permettant de former trois classes de
récepteurs nicotiniques en fonction de leurs pharmacologies et leurs physiologies. En effet,
les nAChRs situés au niveau des jonctions muscles-nerfs, formant la premiére classe de
récepteurs, sont constitués des sous-unités al, 1, 9, &, . La seconde classe représente les
nAChRs exprimés a la surface des neurones et sont constitués des sous-unités a2-ab et 2-
SA4. Pour finir, la troisieme classe de récepteurs est composée des sous-unités a7-a9 capables
de former des homo-pentameéres. Lorsqu’un agoniste se lie au récepteur nicotinique, cela

provoque le mouvement d’une boucle dite « C » menant a I'ouverture du canal ionique'®®,
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Figure 55: Structure en mode ruban de nAChR. A : Vue au-dessus du pore avec la partie supérieure de chaque sous-
unité représentée en couleurs. B : Vue de coté de la protéine avec les deux sous-unités de face colorées. Figure extraite de la
littératurel6d,

2. Etatdel’art

Les récepteurs canaux de I'acétylcholine sont principalement composés des récepteurs
nicotiniques (nAChRs) dont I'agoniste endogene est I'acétylcholine et I'agoniste exogene le
plus connu est la nicotine. Les récepteurs muscariniques, quant a eux, sont les principaux
récepteurs métabotropiques de I'acétylcholine dont I'agoniste exogéne le plus connu est la
muscarine. La photorégulation de la libération de I'acétylcholine a I'aide de groupements
protecteurs photolabiles n’est pas aisée, car l'acétylcholine n’a pas d’hétéroatomes
disponibles permettant de créer une liaison covalente avec un groupement protecteur
photolabile. En effet, il est nécessaire d’utiliser des agonistes pouvant étre liés a des
groupements protecteurs photolabiles pour pouvoir mimer une activation de ces récepteurs
avec un bon controle spatio-temporel. C'est pourquoi, jusqu’alors, aucun précurseur
photolabile de I'acétylcholine n’a été décrit dans la littérature. Ceci explique ainsi que,
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contrairement aux autres neurotransmetteursll3'170'171, I

utilisation du concept de libération
photoinduite soit plus rare dans le cas des récepteurs cholinergiques. Ainsi, le premier outil
photochimique développé pour étudier les récepteurs cholinergiques a été le N-(alpha-
carboxy-2-nitrobenzyl)carbamylcholine, abrégé en CBN-Carbamylcholine (ou CBN-Carbachol).
Ce groupement o-nitrobenzyle permet de libérer par excitation a un et deux photons de la
carbamylcholine, un autre agoniste des récepteurs de I'acétylcholine88'106'172'173 (cf. Figure

56). Ce composé a été utilisé par le groupe de Denk pour réaliser les premieres expériences

74

utilisant ces précurseurs photolabiles de neurotransmetteurs a deux photons1 ainsi que

pour beaucoup d’autres études de ces récepteursl75'176'177. Cependant, ce composé est peu

photosensible (cf. Tableau 2) et nécessite des irradiations a un photon longues dans le
domaine des UV impliquant une forte phototoxicité. De plus, le chromophore o-nitrobenzyle
présente une trés faible sensibilité a deux photons'’8, Il est donc nécessaire de I'utiliser a de
trés fortes concentrations (0.5 mM) ce qui engendre des problémes lors de I'étude des

récepteurs cholinergiques. En effet, a haute concentration, le composé CBN-Carbamylcholine

active les récepteurs nicotiniques et les désensibilisel’?.

Tableau 2: Récapitulatif des propriétés photochimiques et physicochimiques des principaux précurseurs
photolabiles d’agonistes des nAChRs. g(Amnax) le coefficient d’extinction molaire a la longueur d’onde d’absorbance maximale,
&y le rendement quantique de photolyse, 6, I’efficacité de photolyse a deux photons exprimée en GM.

Nom €(Amax) du €(Amax) du Su
CBN-carbamylcholine | 5200 (262 nm) | 0.25 1300 N/R
Rubi-Nicotine 4300 (453 nm) 0.23 989 0.1 GM
0.2 (800 nm)
PA-Nic 17400 (405 0.007 122 0.01 GM
nm) 0.02 (810 nm)
DPNB-ABT594 4550 (332 nm) 0.2 910 N/R
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Dans les années 2010, le premier précurseur photolabile de la nicotine a été synthétisé.

A179 180

En effet, apres avoir développé le Rubi-GAB , le Rubi-Glutamate et le Rubi-

103 I
’

Sérotonine équipe de Etchenique a adapté les complexes de ruthénium a la libération de

la nicotine®! (cf. Figure 56). Cependant, bien que commercial, ce dernier n’a été que trés peu

utilisé contrairement au dérivé PA-Nic (pour PhotoActivable Nicotine) qui a été développé huit
ans plus tard par I'équipe de Lavis®(cf. Figure 56). Bien que ses propriétés photochimiques
soient faibles avec un rendement quantique de photolyse < 1%, son activation induit des
courants supérieurs a ceux observés avec le Rubi-Nicotine!®. Ainsi, PA-Nic a été utilisé sur
tranches de cerveau pour étudier les phénoménes de dépendance a la nicotine dans
I’habenula, partie du cerveau responsable du systéme récompense/punition'®18 A noter
gu’un autre agoniste des récepteurs nicotiniques a été utilisé sur tranches de cerveau. En
effet, le groupement protecteur photolabile di-polyéthyléneglycol-nitrobenzyl (DPNB) a été

adapté pour libérer a un et a deux photons la tebanicline (appelé également ’ABT594) et

permettre ainsi d’exciter les neurones médiaux de I’habenula'® (cf. Figure 56).
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Figure 56 : Structures de I'acétylcholine et des différents précurseurs photolabiles d'agonistes de I'acétylcholine.
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3. Développement de précurseurs photolabiles libérant la nicotine

3.1 Challenges du projet

Parmi les deux précurseurs photolabiles de la nicotine existants, aucun ne peut étre
utilisé par nos collaborateurs. En effet, le composé PA-Nic est photoactivable a un photon a
405 nm, empéchant de l'utiliser simultanément avec la protéine LOV, excitable a la méme
longueur d’onde. De la méme maniére, le Rubi-Nicotine et la protéine CRY2 présentent tous
les deux une absorbance aux alentours de 470 nm. Dans l'idéal, il faudrait développer un
précurseur photolabile de la nicotine excitable au-dessus de ces longueurs d’onde. Le
déplacement de I'absorbance a un photon d’un groupement protecteur photolabile vers le
rouge n’est pas aisé. C'est pourquoi nous avons décidé de développer un groupement
protecteur photolabile activable aux environs de 500 nm, qui correspond au domaine vert du

spectre lumineux.

Forts de notre expérience en synthése de dérivés coumariniques, nous avons décidé
de nous inspirer de la synthése du précurseur photolabile PA-Nic pour le design d’'un analogue
photolabile permettant de libérer la nicotine efficacement a un photon a 500 nm. Cependant,
I’élaboration d’un tel composé se heurte a deux problématiques. La premiere est que, bien
souvent, plus I'absorbance d’'un groupement protecteur photolabile est déplacée vers le
rouge, moins le rendement quantique de photolyse est élevé. De plus, les rendements
guantigues sont généralement décrits pour des acides carboxyliques ou des carbamates qui
sont de bons groupements partants. Les amines, quant a elles, ne sont pas de bons
groupements partants, ce qui explique pourquoi le dérivé PA-Nic montre un rendement
guantigue de photolyse dix fois moins important pour la libération de la nicotine (@,=0.007)
que pour un acide carboxylique (@,=0.07)%. Ainsi, la plupart des dérivés coumariniques
présentant une absorbance au-dessus de 500 nm montrent de trés faibles efficacités de
photolyse'®®163 |3 famille des BODIPY, quant a elle, permet également de libérer des
biomolécules par excitation avec de la lumiére dans le vert'®®187 mais présente pour la

plupart, des rendements quantiques tres faibles (@,<0.01). De plus, ces derniers sont capables
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d’initier la formation d’oxygéne singulet a |'état excité, menant a la dégradation du

chromophore et a 'apoptose des cellules étudiées',

La seconde problématique est directement liée a la réactivité particuliére de la
nicotine, qui posséde deux atomes d’azote'®. En effet, on trouve sur cette derniére un motif
pyridine et un motif pyrrolidine (cf. Figure 57). Ainsi, lorsque I'on fait réagir la nicotine avec
un électrophile, deux régioisoméres peuvent se former, le premier étant issu de I'alkylation
de la pyridine et le second ou l'alkylation s’effectue sur la pyrrolidine (cf. Figure 57). Il
semblerait que la présence de la pyridine rende moins réactive la pyrrolidine tandis que la
présence de la pyrrolidine exacerbe la réactivité de la pyridine. Cela peut étre problématique
lorsque I'on veut sélectivement alkyler un azote sans faire réagir I'autre. Ainsi, si I'on
s’'intéresse a la synthése de PA-Nic, on s’apercoit que la nicotine réagit principalement par
'azote pyridinique et trés peu par celui présent sur la pyrrolidine®? (cf. Figure 57). Cependant,
lorsque la nicotine est liée par la pyridine au dérivé coumarinique, la liaison n’est que trés
faiblement photolabile contrairement a la liaison coumarine-pyrolidine présente sur le

composé PA-Nic.
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Figure 57: Synthese de la coumarine PA-NIC, celle-ci conduit a la formation de deux régioisoméreslgz.

3.2 Libération de la nicotine a I'aide d’un groupement photolabile greffé sur le

motif pyrrolidine
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3.2.1 Design et synthese d’un GPP absorbant dans le vert

Pour répondre a la premiére problématique, nous avons décidé de nous inspirer des
travaux d’ingénierie moléculaire existants et d’y apporter des modifications afin d’améliorer
leurs propriétés photochimiques (déplacement de I'absorbance vers le vert et/ou rendement
guantique de photolyse). Notre choix s’est porté sur une coumarine structurellement proche
de DEACAS, avec pour différence I'utilisation d’un groupement benzothiazole a la place du
groupement aniline'®®. Cette modification permet d’obtenir une coumarine qui absorbe au
maximum a 470 nm (déplacement bathochrome de 30 nm par rapport a la coumarine
DEACAS) (cf. Figure 58, molécule A). Cependant, le rendement quantique de photolyse
d’acides carboxyliques de ce dérivé benzothiazole de coumarine diminue a 0.08 (contre 0.2
pour DEACAS). Pour pallier cette perte d’efficacité, une seconde modification a été envisagée
pour ce groupement protecteur: la substitution du carbonyle de la molécule par un
thiocarbonyle (cf. Figure 58, molécule B). Le souffre ayant ses orbitales d accessibles et vides,
cela améliore le transfert de charge intramoléculaire résultant en un déplacement
bathochrome de I'absorbance maximale d’'une coumarine et une légére amélioration des
rendements quantiques de photolyse!®*%0, En somme, cette derniére modification devrait
décaler un peu plus I'absorbance vers le rouge et compenser le faible rendement quantique
de photolyse de cette coumarine. En effet, la fonction pyrolidine de la nicotine étant un moins
bon groupement partant qu’un carboxylate on peut s’attendre a une diminution significative
de son rendement quantique de photolibération. Toutefois, le composé PA-Nic présentant un
rendement quantique de photolyse de 0.007 reste tout de méme utilisable. Nous avons donc
espéré qu’avec le fort coefficient d’extinction molaire (¢) de ces coumarines au systeme
étendu |'efficacité de photolyse a un photon (@) soit bonne méme avec des rendements

qguantiques plus faibles.
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Figure 58 : Modification de PA-Nic en un précurseur photolabile de la nicotine excitable dans le vert.

La synthése de ce composé a été entreprise a partir de la coumarine 15 qui apres iodation en
position 3 a l'aide de N-iodosuccinimide en présence d’éthérate de trifluorure de bore a permis
d’obtenir la coumarine 45 (Cf. Figure 59). Cette derniére est ensuite couplée a I'alceéne 47 par un
couplage de Heck pour obtenir la coumarine 48. Cependant, ce couplage s’effectue avec un rendement
faible et cette synthese ne semble pas présenter une bonne reproductibilité. L'étape suivante consiste
en une réaction de Lawesson qui est hélas connue pour avoir de faibles rendements sur des substrats
complexes tels que des coumarines hautement conjuguées'®. Aprés activation de I'alcool, la
substitution de ce dernier par la nicotine pour former le composé final 50 est également tres
compliquée a cause des problémes de régiosélectivité énoncés précédemment. L'enchainement de
faibles rendements et la possibilité que le composé final ne soit pas aussi efficace que prévu nous ont

amenés a ne pas poursuivre dans cette voie.
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Figure 59: Vers la synthése d’une premiere coumarine absorbant dans le vert. i : NIS, BF3.OEt,, CHCI5, TA, 2 h, 67%,
ii- ETsN, Pd(dppf)Cla, isopropanol, MW: 90 °C, 1 h, 91%, iii: LiCl, BusNCl, NaHCOs, Pd(OAc),, DMF, 130 °C, 16 h, 24%.

Nous avons décidé d’utiliser une autre coumarine
pour ce projet. En effet, le groupe de Zhu a développé en
méme temps que la coumarine DEACAS, une coumarine

trés efficace a un photon et dont I'absorbance maximale

se situe a 515 nm?*. Cette coumarine arbore un motif

A =515nm julolidine directement au cceur de la coumarine ainsi
e, = 1X4350 M- gu’un second motif connecté par un alcéne en position 3.

De plus, elle présente une fonction thioester a la place du
motif lactone de la coumarine. Dans un premier temps, cette structure tres hydrophobe nous
a paru inadaptée pour une application biologique. Cependant, ce composé présente les
meilleures propriétés a un photon pour des excitations a 515 nm décrites a ce jour dans la
littérature. Au chapitre Il, les résultats obtenus avec DEACAS-Glutamate nous ont montré qu’il
est possible d’utiliser un composé a faible concentration s’il est suffisamment efficace. Ainsi,

nous avons décidé d’utiliser cette coumarine arborant deux motifs julolidine en misant sur sa

grande efficacité photochimique, ce qui pourrait permettre de l'utiliser a faible concentration.
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En effet, pour cette application a un photon, les biologistes n’utilisent que des concentrations
de quelques dizaines de micromolaires contrairement aux applications a deux photons
nécessitant des concentrations beaucoup plus élevées allant a plusieurs centaines de
micromolaires. Ainsi, la solubilité obtenue par la formation d’un sel d’amine quaternaire liée

a la coumarine devrait étre suffisante pour une utilisation en milieu aqueux.

La synthése de cette coumarine a été initiée a partir d’'une condensation de Pechmann
entre du 8-hydroxyjulolidine et de I'acétoacétate de méthyle pour obtenir le synthon 52 (cf.
Figure 60). Ce dernier a ensuite été bromé en présence de N-bromosuccinimide activé par de
I'acétate d’ammonium pour former le composé 53. La position benzylique a ensuite été
substituée par un brome a l'aide d’un traitement au LIHMDS suivi d’un ajout de N-
bromosuccinimide pour obtenir le composé 54. En parallele, la julolidine 55 a été bromée en
position para de I'amine permettant d’accéder au synthon 56. Un couplage de Heck a été
tenté entre le composé 56 et l'‘ester pinacolique d’acide boronique de vinyle.
Malheureusement, la réaction fonctionne mal et le composé se dégrade sur silice, ne
permettant pas d’envisager I'utilisation de ce type de composé coumarinique pour cette

application.
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Figure 60: Voie de synthése d’une seconde coumarine absorbant dans le vert. i: TiCl(OiPr);, toluéne, 110 °C, 16 h,
36%, ii: NBS, NH4,0Ac, MeCN, TA, 3 h, 96%, iii: a) LIHMDS, THF, -30 °C, 1 h, b) NBS, THF, -78 °C, 2 h, 10%, iv: NBS, NH,0Ac,
MeCN, TA, 1 h, quant.
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3.2.2 Protection de la nicotine

Pour répondre a cette problématique liée a la réactivité de la nicotine, nous avons
envisagé de développer une méthode de protection de la fonction pyridine de la nicotine. De
ce fait, I'alkylation avec la coumarine pourra s’effectuer uniquement sur l'azote de la
pyrrolidine et, aprés déprotection, cela devrait permettrait d’obtenir le précurseur photolabile

de la nicotine désiré (Cf. Figure 61).
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Figure 61: Utilisation d'un groupement protecteur (GP) pour orienter la formation d’un précurseur photolabile
capable de libérer la nicotine par sa fonction pyrrolidine.

Ainsi, le composé 58 a été choisi comme modele pour développer notre stratégie de
protection. En effet, I'alkylation du groupement protecteur photolabile par la nicotine est la
derniere étape de la synthese. Or, pour pouvoir travailler aisément et développer une
stratégie d’alkylation de la nicotine efficace, il est nécessaire de définir précisément les
conditions pour obtenir une alkylation sélective. Cela aurait été une contrainte de réaliser cela
sur des coumarines obtenues par synthése multi-étapes. C'est pourquoi nous avons choisi de
synthétiser le modéle 58 qui a été obtenu apres substitution de la fonction hydroxyle de la
coumarine 15 par un brome a I'aide de tribromure de phosphore (cf. Figure 62). Ensuite, dans
un premier essai pour protéger la nicotine, son dérivé sous la forme de sel de bore a été utilisé.

En effet, dans la littérature quelques exemples de pyridines sous forme de sel de bore ont été
décrits pour protéger une pyridinelgl. Cependant, lors de cet essai le borane n’a pas réagi avec

la nicotine 59. Nous avons décidé d’utiliser de I’éthérate de tri-fluorure de bore qui, quant a

lui, a réagi avec la nicotine nous permettant d’obtenir le sel 60. Lors de |'alkylation de ce
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dernier avec le modeéle 58, nous n’avons pas observé la formation du composé 61, mais celle
du régioisomeére 62. L’analyse RMN H et le déplacement d’absorbance du composé 60 semble
suggérer qu’a température ambiante le bore est fixé préférentiellement sur I'azote de la
pyridine. Nous supposons qu’il y a un équilibre entre le sel de pyridinium et de pyrrolidinium
et que I'on déplace cet équilibre vers la pyridine a chaud tandis que la pyrrolidine est
désactivée par la présence du bore. Ainsi, ce premier essai visant a obtenir sélectivement le

régioisomere 61 s’est soldé par un échec.
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Figure 62: Utilisation d'un sel de bore pour protéger la nicotine résultant en une alkylation sélective de la nicotine
par sa fonction pyrrolidine. i: PBrs, CH,Cl,, TA, 16 h, 50%, ii: BF5.OFEt,, THF, TA, 1 h, 64%, iii: MeCN, 60 °C, 16 h, 30%.

D’autres groupements protecteurs ont également été envisagés, notamment le

groupement benzyle qui a été utilisé dans la littérature pour protéger la fonction pyridine de
la nicotine®?. La synthése a donc été entreprise en faisant réagir la nicotine 59 avec du

bromure de benzyle résultant en la formation du sel de pyridinium 63 (cf. Figure 63).
Malheureusement, I'alkylation de la coumarine 58 par ce dernier ne fonctionne pas, aucun

produit n’a été observé apres trois jours de chauffage a 60 °C.
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Figure 63: Utilisation d'un sel de benzyle pour protéger la nicotine résultant en une alkylation sélective de la
nicotine. i : bromure de benzyle, AcOH, 0 °C puis TA, 72 h, 24 %, ii : 58, MeCN, 60 °C, 72 h.

Une autre tentative a été réalisée en protégeant la partie pyridine par un allyle.
Cependant, lorsque I'on fait réagir de la nicotine 59 avec du bromure d’allyle, la réaction
donne un mélange complexe de composés a analyser et a purifier. En revanche, I'utilisation
du sel de bore 60 résulte en la formation du produit désiré 64. Malheureusement, I’alkylation

de la coumarine 58 par ce dernier ne mene a la formation d’aucun produit.
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Figure 64 : Utilisation d'un sel d’allyle pour protéger la nicotine résultant en une alkylation sélective de la nicotine
par la fonction pyrrolidine. i : bromure d’allyle, AcOH, 0 °C puis TA, 72 h, ii : bromure d’allyle, MeCN, 60 °C, 16 h, 62%, iii: 58,
MecCN, 60 °C, 72 h.
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La synthése d’'un groupement protecteur absorbant dans le vert n’a pas pu étre
réalisée en <s’inspirant des travaux d’ingénierie moléculaire réalisés sur les
coumarinest®3164166 De méme, le développement d’une stratégie de protection de la nicotine
pour n’avoir qu’un régioisomere n’a pas été fructueux. Ainsi, nous avons décidé de changer
totalement de stratégie et de libérer la nicotine en greffant un groupement photolabile sur la

partie pyridine de cette molécule.

4. Libération de la nicotine a I'aide d’un GPP greffé sur le motif pyridine

En général, le rendement quantique de photolyse d’'un GPP coumarinique dépend du
groupement protecteur et du pKa du groupement partant. En effet, plus le groupement
partant a un pKa faible, plus le rendement de photolyse sera élevé. C'est pourquoi les
phosphates, acides carboxyliques et carbamates sont les fonctions les plus souvent libérées
efficacement par des groupements protecteurs photolabiles coumariniques!’*'%3, Ainsi, la
photolyse de composés greffés par une fonction amine ayant un pKa plus élevé présente un
rendement quantique de photolyse tres faible. Toutefois, des travaux récents montrent que
la libération photo-induite d’amines tertiaires par des groupements protecteurs photolabiles
est possible'®218>194195 par conséquent les fonctions pyridines ayant un pKa plus faible que
des amines tertiaires devraient également pouvoir étre libérées lorsqu’elles sont greffées sur

un GPP coumarinique.

Or, ce nest pas le cas et jusqu’a récemment aucune utilisation de GPP n’avait conduit
a une libération photochimique efficace de fonctions pyridines dans I'eau. Effectivement,
I’équipe de Fang a montré en 2020 qu’en utilisant des dérivés coumariniques halogénés en
position 3, la photolyse de molécules greffées par la fonction pyridine est possible!®®. Ces
derniers ont supposé que lorsqu’une pyridine est liée a un dérivé coumarinique, les orbitales
* du noyau pyridinique sont assez proches en énergie des orbitales du dérivé coumarinique
pour pouvoir accepter un électron issu de la coumarine a I'état excité. Ainsi, lorsque le
groupement protecteur photolabile est excité a I'état singulet Sy, il peut donner un électron
par transfert d’électron photoinduit (photoinduced electron transfert) vers le pyridinium.
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Ensuite, le pyridinium donne a nouveau |'électron a la coumarine par transfert d’électron
inverse®®’ (back electron transfer) permettant le retour de la coumarine a I'état fondamental
sans déclencher de réaction de photolyse. Ce processus photochimique est favorisé par
rapport au phénomeéne de photolyse résultant en une importante diminution du rendement

guantique de photolyse (cf. Figure 65).

Pour pallier ce probléme, les auteurs ont proposé que I'ajout d’atomes lourds, tels que
des halogénures, puisse réduire ce transfert d’électron photoinduit vers le motif pyridinium.
En effet, ces atomes favorisent le passage de I'état singulet a I'état triplet par un processus
appelé croisement intersystéme (intern system crossing)%8. L’état triplet, quant a lui, est plus
bas en énergie et le transfert d’électron photoinduit vers le pyridinium est donc moins favorisé
gu’a I'état singulet. Ainsi, une fois le dérivé coumarinique a I'état triplet, le phénomene de

photolyse peut avoir préférentiellement lieu.

a) Coumarine Pyridinium b) Coumarine Pyridinium
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Figure 65: Diagramme de Jablonsky décrivant les différents processus possibles lors du passage a I'état excité S1
du dérivé coumarinique. a) La coumarine ne présente pas d’atome lourd sur sa structure, le processus principal est le
transfert d’électron photoinduit (TEP) vers le pyridinium suivi d’un transfert d’électron inverse (TEl). b) La coumarine

présente un atome lourd sur sa structure favorisant le croisement intersystéme (CIS) inhibant ainsi le TEP vers le pyridinium
au profit du processus de photolyse.

En utilisant un dérivé coumarinique bromé ou iodé en position 3, les auteurs ont
montré gu’il est possible de libérer efficacement de nombreux dérivés greffés par la fonction
pyridine. Parmi les composés libérés, de la nicotine a pu étre relarguée de maniere efficace.

En effet, avec un iode en position 3, la coumarine DEAC-I-Nicotine libére la nicotine par sa
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fonction pyridine de maniére plus efficace que la coumarine PA-Nic, libérant la nicotine par sa

fonction pyrrolidine (cf. Figure 66).
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Figure 66: Comparaison des efficacités de photolyse a un photon entre PA-Nic et DEAC-I-Nicotine.

Nous avons décidé de nous inspirer de ces travaux pour réaliser ce projet. Ainsi,
I’alkylation de la nicotine n’étant plus un probléme, seul le développement d’un groupement
protecteur photolabile absorbant au-dessus de 500 nm a d(i étre exploré. Pour ce faire, nous
avons décidé de réutiliser la série des dérivés de type julolidine de coumarine. En effet, cette
modification structurale déplace I'absorbance d’environ 50 nm par rapport a la coumarine
DEAC (380 nm) (cf Figure 67, molécule A). Pour déplacer I'absorbance encore plus vers le
rouge, la substitution du carbonyle par un thiocarbonyle a été proposée (cf Figure 67,
molécule B). De plus, I'alkylation du chromophore de la DEAC par une pyridine conduit a un
déplacement de 25 nm vers le rouge (absorbance maximale de DEAC-I-Nicotine et de PA-Nic
est de 405 nm contre 380 nm pour I’absorbance normale du chromophore de la DEAC). Tous
ces éléments nous confortent dans I'idée que le composé B de la Erreur ! Source du renvoi
introuvable.65 est susceptible de présenter une longueur d’onde d’absorbance maximale aux

alentours de 500 nm.
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Figure 67: Ingénierie moléculaire permettant la conception d'un nouveau précurseur photolabile de la nicotine
absorbant dans le vert.

Nous avons décidé d’initier la synthése de cette coumarine a partir d’'une condensation
de Pechmann a partir de la 8-hydroxyjulolidine et du chloro-acetoacetate (cf. Figure 68). Ainsi,
on peut obtenir la coumarine 66 avec une position benzylique activée par un halogene en une
seule étape, réduisant considérablement le nombre d’étapes de synthése. En effet, en régle
générale pour obtenir une position benzylique activée sur une coumarine, il est nécessaire
d’introduire un alcool en position benzylique pour ensuite le substituer par un atome de
brome ou autres groupements activateurs (Tosyles, triflate ect...) (cf. Figure 62). Ensuite, la
coumarine 66 a été iodée en position 3 a I'aide de N-iodosucinimide pour obtenir la coumarine
67. Cependant, lorsque I'on fait réagir la nicotine 59 avec cette coumarine, on observe la
formation majoritaire d’un produit non désiré. En effet, 'analyse RMN du proton et I'analyse
par spectrométrie de masse montrent que I'on obtient le produit issu de I'alkylation de la
nicotine sans le groupement iodo. Les pyridines sont connues pour étre capables de réduire
les iodo-aryles, ce qui peut donc expliquer la perte du groupement iodo?®®. Nous n’avons pas
testé si le composé 68 est capable de libérer la nicotine lorsqu’elle est greffée par la fonction
pyridine. En effet, ce dernier n’a pas éveillé notre intérét, car la perte du groupement iodo
implique un déplacement hypsochrome de son absorbance, le rendant moins intéressant. De
plus, nous avons estimé que si I'on obtenait le composé iodé, les propriétés photochimiques

seraient sans doute meilleures pour les raisons évoquées précédemment.

Afin de pallier ce probléme de réduction de I'iode, nous avons décidé d’utiliser le dérivé
de nicotine 60 pour alkyler la coumarine 67. En effet, nous avons supposé que le pyridinium
de la nicotine stabilisé par le sel de trifluorure de bore serait moins enclin a réagir avec l'iode,
mais serait toujours assez réactif pour substituer la position benzylique. Ainsi, nous avons pu

observer la formation du produit iodé 69 avec, cependant, la formation minoritaire du produit
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68 (environ 10%). Une réaction de Lawesson a été tentée avec le composé 69, mais cela n’a
pas permis d’obtenir le composé 70. Toutefois, le précurseur photolabile de la nicotine 69
reste tout de méme intéressant avec une absorbance maximale a 470 nm. En effet,
I’'absorbance de ce composé est large et reste importante a 500 nm ce qui devrait permettre

a nos collaborateurs de I'utiliser simultanément avec d’autres outils photochimiques.
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Figure 68: Synthese de la coumarine 69 a partir de 8-hydroxyjulolidine. i : TiCI(OiPr)s, toluéne, 110 °C, 16 h, 65%, i :
NIS, TFA, CH,Ciz/MeCN 1/1, TA, 2 h, 64%, iii: 59, TBAI, DMF, TA, 60 °C, 16 h, 63%, iv : 60, TBAI, DMF, TA, 60 °C, 16 h, 72%.

Lors de la réaction d’iodation de la coumarine 66, un autre produit est obtenu si
I’addition de N-iodosucinimide s’effectue avant I’activation par de I’acide trifluoroacétique ou
si I'ajout est trop rapide. En effet, nous avons pu observer la formation du dimere de
coumarine 71 (cf. Figure 69). Ce dernier a également été couplé a la nicotine 59 permettant
d’obtenir un nouveau précurseur photolabile de la nicotine. Ce composé est donc tres
intéressant pour le projet, car en plus d’avoir une structure originale, son absorbance
maximale est idéalement située a 500 nm et il permet de libérer deux molécules de nicotine
avec un seul équivalent de précurseur photolabile. Cependant, la purification de ce composé
est complexe. En effet, le produit ou une impureté précipite lors des analyses HPLC, ne
permettant pas d’envisager le recours a une purification HPLC. De plus, les purifications par
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chromatographie flash ne permettent pas d’obtenir le produit avec une pureté satisfaisante.
Pour finir, le composé se dégrade en solution aqueuse maintenue a -18°C ce qui rend son

utilisation compliquée. Face a ces problemes, I'exploitation et la caractérisation compléte du

composé 72 n’ont pas été réalisées.
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Figure 69: Formation du dimére de coumarine 71 et synthése de I'analogue photolabile de la nicotine 72. i: NIS,
MeCN/CHCl,, TA, 20 min, 20%, ii: Nicotine 59, TBAI, DMF, 60 °C, 16 h.

En paralléle, nous nous sommes intéressés au mécanisme de formation du composé
71 afin de pouvoir mieux contrbler le phénomene. Une des hypothéses que I'on pourrait

avancer est qu’il reste potentiellement un peu de complexe de titane issu de la condensation
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de Pechmann. Celui-ci pourrait jouer le role de donneur d’électron et ainsi favoriser
I'oxydation de la coumarine sous forme d’un dimére lorsqu’il est en contact du N-
iodosuccinimide. Des couplages similaires ont été réalisés sur la série des coumarines DEAC
avec d’autres composés donneurs d’électrons?®. Néanmoins, le réle du N-iodosuccinimide
reste inconnu, il pourrait étre initiateur de radicaux?°2%2 ou doper le complexe de titane?®3
permettant ainsi I’activation du titane catalysant la dimérisation. Toutefois, la coumarine 65 a
été purifiée sur colonne de silice rendant la présence de titane trés peu probable. De plus, la
réaction de dimérisation a été tentée avec du N-bromosuccinimide, également capable de
générer des radicaux, mais aucun dimére de coumarine n’a été observé. L'ensemble de ces
données ne permettent donc pas d’expliquer la formation du dimere de fagon rationnel, il
faudrait mener un travail plus approfondi pour expliquer la formation de 71. Face a la
complexité de ce que nous avons observé, nous avons décidé de tenter de réaliser ce dimere
d’une autre maniére. Il existe peu de dimeres de coumarine ayant été synthétisés avec de
bons rendements. Un des meilleurs moyens décrits est I'utilisation d’un intermédiaire stanylé
généré in-situ pour former ensuite le dimére?®* (cf. Figure 70). Pour cela, la coumarine 65 a
été bromée en position 3 pour former le composé 73. Malheureusement, la réaction de ce
dernier avec du bis(tributylétain) en présence de palladium tetrakistriphenylphosphine n’a
pas formé le dimere souhaité. L'augmentation de la température n’affecte pas la réaction,
Iutilisation d’un chauffage sous micro-ondes n’a pas montré d’effet non plus. Les mémes

conditions ont été utilisées avec la coumarine méthylée 53 et aucun produit n’a été formé.
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Figure 70: Synthese du dimére 70 par couplage de Stille. i : NBS, MeCN/CH,Cl, 1:1, 2 h, TA, 79%.

Un autre moyen de former des diméres de coumarine est d’utiliser un donneur
d’électrons pour oxyder une coumarine en dimére?® de maniére similaire a ce que nous
obtenons lors de la formation de 71. Ainsi, une tentative d’oxydation au PIDA (un dérivé d’iode

hypervalent) a été tentée, mais la encore aucun produit n’a été formé.

5. Caractérisation du précurseur photolabile de la nicotine 69

Les propriétés photophysiques et photochimiques de la coumarine 69 ont été
déterminées au laboratoire. Ainsi, cette derniére présente une absorbance maximale a 462
nm dans un tampon phosphate (noté PBS). A noter que I'on observe un effet solvatochrome
pour ce composé. En effet, une baisse de la polarité du solvant induit un déplacement

hypsochromique de I'absorbance et une augmentation du coefficient d’extinction molaire (cf.

Tableau 3).
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Tableau 3: modification de I'absorbance de la coumarine 69 en fonction de la polarité des solvants (du plus polaire
au moins polaire). Amax la longueur d’onde d’absorbance maximale exprimée en nm, €(Amax) le coefficient d’extinction
molaire a la longueur d’onde d’absorbance maximale, exprimée en M-1.cm™™.

Solvant Amax €(Amax)-
PBS 462 nm 12400
PBS/MeOH 460 nm 13500
PBS/MeCN 453 nm 14200

Ensuite, des solutions a 71 uM de la coumarine 69 ont été irradiées a 430 nm a l'aide
d’un appareil a LED (de type LUMO 43 de chez Atlas Photonics) et la réaction de photolyse a
été suivie par spectroscopie UV-Visible. On constate alors que lors de la réaction de photolyse,
I'absorbance diminue aux alentours de 460 nm jusqu’a atteindre un seuil aprés 90 secondes
d’irradiation indiquant la fin de la réaction de photolyse. Cela a également été confirmé par
analyse HPLC. Ces irradiations ont été faites dans du tampon PBS, et dans des mélanges 1:1
PBS/MeOH et PBS/MeCN (cf. Figure 72). Ainsi, on observe que dans le tampon PBS, aucun
sous-produit de photolyse n’est visible sur le chromatogramme, tandis que pour le mélange
PBS/MeCN un sous-produit apparait. De plus, dans le cas de la photolyse de 69 dans un
mélange PBS/MeOH, ce n’est pas un, mais deux produits que I'on peut observer. Cela peut
étre expliqué par le mécanisme de photolyse des coumarines passant par un intermédiaire
carbocation réagissant ensuite avec un nucléophile. Dans le cas d’'une photolyse dans I'eau, le

sous-produit obtenu est un alcool (cf. Figure 71).
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Figure 71: Mécanisme proposé de la photolyse de la coumarine 69.

114



De ce fait, dans I'eau, I'alcool 69’ est peu soluble et précipite alors que dans les
mélanges eau/solvant organique le sous-produit est soluble. Dans le cas du mélange
PBS/MeQH, il y a deux sous-produits, le premier étant I’alcool 69’ obtenu apres substitution
nucléophile de type 2 (Sn2) par de l'eau et le second 69” est obtenu aprés Sn2 par du
méthanol. Pour finir, une courbe d’étalonnage de la nicotine a été réalisée par HPLC
(concentration/aire sous le pic) permettant de montrer que dans du tampon phosphate, il n’y
a qu’une seule réaction photochimique qui s’effectue. En effet, la coumarine 69 réalise un

phénomeéne de photolyse avec un rendement de libération de la nicotine de 99 %.
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Figure 72: a) Chromatogramme effectué avant irradiation de la coumarine et aprés irradiation totale du composé
69 dans différents solvants permettant d’observer I'apparition des sous-produits de photolyse 69’ et 69”. b) Courbe étalon
représentant I’aire sous le pic en fonction de la concentration en nicotine.

Le rendement quantique de photolyse a ensuite été déterminé. Pour cela, nous avons
choisi d’utiliser la coumarine DEACAS-p-méthoxybenzoique comme référence. En effet, la
réaction de photolyse de cette coumarine peut étre suivie par spectroscopie UV-Visible ce qui
permet une lecture rapide et précise du taux de produit converti. Toutefois, contrairement a
la coumarine DEACAS, le suivi de la réaction de photolyse de la coumarine 69 par perte
d’absorbance n’est pas suffisamment linéaire pour étre fiable. Cela peut étre expliqué par

I'insolubilité du sous-produit de photolyse 69’ dans I’eau, rendant la mesure imprécise. Ainsi,
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le suivi de la réaction de photolyse de ce précurseur photolabile de la nicotine a été réalisé
par analyse HPLC en comparant I'aire sous le pic a un temps donné t par rapport a celui obtenu
a to. Ensuite, les régressions linéaires des cinétiques de photolyse ont été tracées permettant

de pouvoir déterminer le rendement quantique de photolyse de la coumarine 69.
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Figure 73: a) Régression linéaire de la cinétique de photolyse par irradiation a 430 nm a I'aide d’un équipement
LED (de type LUMO 43 de chez Atlas Photonics) de la référence et de la coumarine 69 a 48 y/M. a) Le suivi de la réaction de
photolyse de la référence effectuée par spectroscopie UV-Visible, b) le suivi de la réaction de photolyse de la coumarine 69 a
été effectuée par HPLC.

Cependant, les absorbances et donc les coefficients d’extinction molaires des deux
coumarines sont différents. On ne peut donc pas comparer directement les pentes de
régression linéaire des deux composés comme cela a été réalisé pour DEACAS-Glutamate 19
qui a la méme absorbance que la référence. En effet, ce que I'on observe lors des irradiations
est I'efficacité de photolyse a un photon (£@,). Pour déterminer le rendement quantique de
ces composés, il est donc nécessaire de rajouter a I'Equation 12 utilisée au chapitre I, une
pondération intégrée dans I'équation pour le coefficient d’extinction molaire a la longueur
d’onde d’excitation (cf. Equation 13). Pour cette application, les irradiations ont été effectuées
a 430 nm et le rendement quantique de photolyse de la coumarine 69 a été déterminé a 0.79

ce qui est un rendement quantique tres important permettant d’obtenir une efficacité de

photolyse a un photon de 9796 M*.cm™.
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Equation 13: Equation permettant de déterminer le rendement quantique de photolyse d’une molécule ayant un
coefficient d'extinction molaire différent de celui de la référence.

@, (référence) x pente(molécule) £430nm(référence)

P lecule) =
 (molécule) pente(référence) ¥ "e430nm (molécule)

Toutefois, plus les coefficients d’extinction molaire des deux composés comparés sont
proches, plus la mesure est précise. Or, a 430 nm, la référence et la coumarine 69 ont des
coefficients d’extinction molaire respectifs de 40200 M*t.cm™ et de 9600 Mt.cm™. Cela
implique que le facteur de correction implémenté dans I'Equation 13 est de quatre,
augmentant considérablement les incertitudes. Pour plus de précision, il est nécessaire de
recommencer ces mesures a une longueur d’onde ou les deux molécules ont une absorbance

plus proche.

6. Conclusion

Le développement d’un précurseur photolabile libérant efficacement la nicotine par
excitation a 500 nm est complexe. Une premiére stratégie consistant a protéger la nicotine et
développer un GPP excitable a 500 nm a été explorée. Cependant, le développement d’un tel
GPP n’a pas pu aboutir suite a de nombreux problemes de synthése. Quant a la protection de
la nicotine, trois groupements protecteurs différents ont été utilisés, mais aucun n’a permis
une alkylation sélective du motif pyrolidine de la nicotine. Ainsi, une seconde stratégie
reposant sur I'introduction d’'un atome lourd sur une coumarine pour libérer la nicotine par
sa fonction pyridine a été réalisée menant a I'obtention du précurseur photolabile de la
nicotine 69. Ce dernier libere efficacement la nicotine avec un trés bon rendement quantique
de photolyse et va trés prochainement étre testé par nos collaborateurs. Lors de cette
synthése, un second précurseur photolabile a été développé de maniere fortuite. Cependant,
ce dimere de coumarine semble instable et difficile a purifier ce qui rend son utilisation trop

complexe pour envisager de poursuivre son application biologique.

118



119



Chapitre IV
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IV. Développement de nouveaux groupements protecteurs photolabiles sensibles

a I'excitation bi-photonique

L'utilisation de groupements protecteurs photolabiles sensibles a I’excitation bi-
photonique reste limitée en partie en raison de leur faible efficacité de photolyse et du
manque de disponibilité de ces outils photochimiques. En effet, contrairement aux sondes
fluorescentes ayant une forte disponibilité commerciale, les groupements protecteurs
photolabiles sensibles a deux photons sont tres peu présents sur le marché. Il y a certes,
certains précurseurs photolabiles disponibles commercialement, mais ils sont généralement
peu efficaces et donc nécessitent l'usage de hautes concentrations pour chaque application

augmentant considérablement le co(t des manipulations.

Il est donc nécessaire de développer des précurseurs photolabiles ayant une meilleure
sensibilité a I’excitation a deux photons pour pouvoir profiter pleinement de ses avantages et
potentiellement remplacer les outils commerciaux moins efficaces. Un des projets de ma
these a donc été le développement et la caractérisation de nouveaux groupements

protecteurs photolabiles plus sensibles a I’excitation a deux photons.

1. Etatdel’art

Depuis les années 2000, le développement de composés sensibles a I'excitation bi-
photonique a donné lieu a de nombreux travaux d’ingénierie moléculaire, présentés dans
plusieurs revues'?%2%582 Dans ce paragraphe nous allons nous focaliser sur les travaux les plus

récents.

Notre laboratoire s’est distingué avec le développement d’une plateforme biphényle
ayant permis de développer le composé PMNB-Glu®3 en 2008 et ’ANBP-GABA®? en 2012, ayant
respectivement une section efficace de photolyse a deux photons (5 @) a 800 nm de 3.2 GM
et 11 GM (cf. Figure 74, molécule 1-2). Notre groupe a également développé en 2008, le BNSF,

un chromophore quadripolaire composé d’un cceur fluoréne reliant deux groupements o-
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nitrophénéthyles permettant de libérer deux molécules de glutamate avec une efficacité de 5
GM a 800 nm (cf. Figure 74, molécule 3). En 2016, le groupe de Kobayashi a développé un
précurseur photolabile du calcium a partir d’'un dérivé o-nitrobenzyle a conjugaison étendue
par I'ajout d’'un motif benzofurane en position para du groupement nitro?® (cf. Figure 74,
molécule 4). Ce dernier présente une efficacité de photolyse a deux photons de 20 GM a 740
nm. La méme année, c’est une fonction diméthylaniline qui a été introduite en position para
de la fonction nitro d’un groupement o-nitrobenzyle permettant d’obtenir un composé
libérant du calcium avec une efficacité a deux photons de 7.8 GM a 800 nm?%/ (cf. Figure 74,
molécule 5). A la méme période, le groupe d’Ellis-Davis a développé le composé BIST-NB, un
groupement protecteur photolabile utilisant un coeur thiophéne et arborant deux extrémités
o-nitrobenzyles. Ce dernier peut libérer deux ions calcium avec une efficacité de photolyse a

deux photons d’environ 80 GM a 775 nm?2% (cf. Figure 74, molécule 6).
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Figure 74: Structures des différents groupements protecteurs photolabiles de la famille des o-nitrobenzyles et o -
nitrophénéthyles sensibles a I’excitation bi-photonique développés ces derniéeres années. (Glu = acide glutamique, GABA =
acide gama-aminobutyrique).
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209 ont

Les groupements protecteurs photolabiles de la famille des quinolines
également été sujets a de nombreux travaux d’ingénierie moléculaire afin d’améliorer leurs
sensibilités a deux photons. En effet, dés 2014 le groupe de Dalko s’est particulierement
illustré avec le développement de deux quadrupoles constitués de deux motifs 8-
diméthylamine-quinoline liés par deux positions différentes et permettant de libérer de I'acide
acétique avec une efficacité de 0.07 GM et 0.40 GM?0 (cf. Figure 75, molécule 1-2). L’année
suivante, le méme groupe identifie la position 5 comme une position intéressante a substituer
et a ainsi développé une quinoline avec une efficacité de photolyse a deux photons de 2 GM
a 730 nm?! (cf. Figure 75, molécule 3). En 2020, le groupe de Dore a réalisé des modifications
sur la 8-cyano-7-hydroxyquinolin-2-ylmethyl (CyHQ)?!? en introduisant des groupements
électroattracteurs ou électrodonneurs en position 4. Ces modifications ont permis de

développer des dérivés quinolines pouvant libérer de I'acide homopiperonylique avec une

efficacité a deux photons allant jusqu’a 2.64 GM?!3 (cf. Figure 75, molécule 4).
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Figure 75: Structures des différents groupements protecteurs photolabiles de la famille des quinolines sensibles a
I’excitation bi-photonique développés ces derniéres années.

Les groupements protecteurs de type coumariniques ont également connu de
nombreuses modifications structurales. En 2013, le groupe d’Ellis-Davis a développé le DEAC-
450 pouvant libérer du glutamate avec une efficacité de 0.5 GM a 900 nm*** (cf. Figure 76,
molécule 1). Les groupes de Katan et d’Abe ont, quant a eux, développé des coumarines au
systéme mt étendu. Ainsi, un nitrophényle a été placé en position 3 de la 7-hydroxycoumarine
et un groupement N-diméthylaminophényle a été placé en position 3 de la coumarine DEAC.
Ces dernieres présentent respectivement une section efficace de photolyse a deux photons
de 3.4 GM a 710 nm?* et 1.1 GM a 750 nm*®> (cf. Figure 76, molécule 2-3). En 2018, le groupe

de Zhu a introduit des groupements styrenes en position 3 menant au développement de la
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coumarine DEACAS avec une efficacité de photolyse a deux photons de 40 GM & 740 nm?6
(cf. Figure 76, molécule 4). L'année suivante, le groupe de Blanchard-Desce présente de
nouvelles coumarines au systéme 7t étendu par I'addition de groupements électroattracteurs
tels que le benzothiazole et reliés par des alcénes ou encore des fluorénes'®®, Ce travail a
permis de développer une coumarine relarguant une molécule de glycine avec une efficacité
de photolyse a deux photons de 442 GM a 740 nm (cf. Figure 76, molécule 5). Cette efficacité

de photolyse est de loin la meilleure décrite a ce jour dans la littérature.

DEACAS 5
8,=32 GM (740 nm) 8,=442 GM (740 nm)

Figure 76: Structures des différents groupements protecteurs photolabiles de la famille des coumarines sensibles a
I"excitation bi-photonique développés ces dernieres années. Glu = acide glutamique, Gly = Glycine.

Enfin, une autre stratégie consistant a utiliser une « antenne » présentant de tres
bonnes sections efficaces d’absorption a deux photons et pouvant transférer I'énergie
lumineuse a un groupement protecteur photolabile a été explorée?!>. Néanmoins, cet état de
I'art fera abstraction de cette stratégie qui reste assez éloignée de notre problématique (cf.

Figure 77).
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Figure 77: Utilisation d'une antenne pour capter le rayonnement lumineux a deux photons et transmettre son
énergie a un groupement protecteur photolabile pour déclencher la photolyse de la molécule protégée.

2. Développement d’'une nouvelle série de coumarine a la structure rigidifiée

2.1 Découverte d’une réaction domino permettant de développer la série des

coumarines rigidifiées par une réaction 5-exo-dig

C’est dans ce contexte qu’une nouvelle série de coumarines a la structure rigidifiée a
été développée au laboratoire en collaboration avec Juliane Chaud. En effet, I'alcyne placé sur
la coumarine 25 est idéalement situé pour engendrer une cyclopalladation 5-exo-dig suivie
d’un couplage de Suzuki permettant d’obtenir le composé 26. A noter qu’aucun couplage
direct (issus d’une réaction de couplage de Suzuki direct de I'ester boronique sur 24) n’a été

détecté ni par analyse HPLC ni par analyse RMN.

Toutefois, le composé 26 est obtenu sous forme d'un mélange des deux
diastéréoisomeres 26a (Z/E) et 26b (E/E) avec un ratio 8/2 en faveur de 26a (cf. Figure 78).
Cela est surprenant, car mécanistiquement parlant, I'étape d’insertion 1,2 du palladium sur
I'alcyne ne peut former que l'isomeére cis 26a (cf. Figure 79). Cependant, on observe que le
composé 26a s’isomérise en 26b au contact de la lumiére. Ainsi, une isomérisation quasi
compléte et irréversible du composé peut étre observée en irradiant le mélange d’isomeres a

I'aide d’une excitation lumineuse a 430 nm (LED de type LUMO 43 de chez Atlas Photonics).
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La réaction de cyclopalladation 5-exo-dig intégre donc un alcéne supplémentaire dans
la conjugaison du chromophore. De plus, la formation d’un cycle a 5 chainons rigidifie le
squelette de la coumarine permettant un meilleur alignement des orbitales 1. De ce fait, ces
modifications structurales apportées au chromophore coumarinique nous ont semblé tres
intéressantes pour I’élaboration de nouveaux groupements protecteurs photolabiles sensibles

a I'excitation bi-photonique.
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Figure 78: Réaction domino 5-exo-dig-Suzuki suivie d'une photo-isomérisation permettant I'obtention de la
coumarine 26b. i K;CO3, Pd(PPhs)s, DME/H,0 (8/2 in vol.), 105 °C, 45 min, 53%, ii hv (430 nm, 200 mW.cm?), CH,Cl,, TA, 1 h,
quant.
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Figure 79: Mécanisme proposé de la réaction domino 5-exo-dig-Suzuki.

2.2 Ingénierie moléculaire effectuée sur la série des coumarines rigidifiées par une

réaction 5-exo-dig

A la suite du développement du composé 26b, nous avons décidé d’explorer cette
réaction domino pour déterminer quelles modifications apporteraient de meilleures
propriétés d’absorption a deux photons. Pour ce faire, la synthése de deux nouvelles
coumarines a été entreprise. En effet, la coumarine 74b est issue de la méme réaction domino
gue le composé 26b, mais avec un alcéne en moins dans le chemin de conjugaison. Ainsi, cette
coumarine présente la méme conjugaison que le composé DEACAS avec pour seule différence
la rigidité apportée par le cycle a 5 atomes (cf. Figure 80). Cela permet de déterminer si la
cyclisation intramoléculaire améliore les propriétés d’absorption a deux photons du
chromophore. De la méme maniére, I'effet de la conjugaison supplémentaire peut étre
déterminé en comparant les propriétés photophysiques des coumarines 26b et 74b. Pour finir,
la réaction de cyclopalladation peut étre suivie d’'une réaction de Sonogashira permettant
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ainsi de préparer la coumarine 75b et d’étudier I'impact d’une plus grande rigidité sur les
propriétés d’absorption a deux photons de cette série de coumarines (cf. Figure 80).
L'utilisation d’alcynes a la place d’alcénes pour connecter différents éléments d’un
chromophore est généralement moins bonne, car le recouvrement des orbitales d’un carbone
hybridé sp avec des carbones sp? voisins est plus faible que le recouvrement entre deux
carbones sp?. Cependant, dans certains cas ol le chromophore est contraint dans I'espace,
I'utilisation d’un alcyne rend la structure encore plus rigide et bloque sa conformation,

augmentant ainsi la conjugaison du chromophore?':217,

Conjugaison
plus longue

Structure
plus rigide

Conjugaison plus longue

L
’
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DEACAS
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Figure 80: Ingénierie moléculaire effectuée lors de la conception de la série des coumarines rigidifiée par réaction
5-exo-dig.
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2.3 Synthése des coumarines rigidifiées par une réaction de type 5-exo-dig

La synthése de chaque coumarine rigidifiée est initiée a partir de I'alcyne 25 issu d’'une
réaction de Barbier entre I'organozincique propargylique et I'aldéhyde 14 suivie d’une
bromation en position 3 a I'aide de N-iodosuccinimide (cf. Figure 81). Ce dernier a ensuite
permis d’obtenir les coumarines 26a et 74a a I'aide respectivement, d’une réaction domino 5-
exo-dig suivie d’'un couplage de Suzuki avec |'ester pinacolique d’acide boronique de N,N-
diméthylaminostyréne 76 ou I’ester pinacolique d’acide boronique de N,N-diméthylaniline 77.
La coumarine 75a, quant a elle, est obtenue par réaction domino 5-exo-dig-Sonogashira avec
du N,N-diméthyl-4-éthyneaniline 78. Ces deux réactions domino ¢s’effectuent
majoritairement, mais on peut également observer de la dégradation lors de la réaction et
lors des purifications sur colonne de silice expliquant des rendements de 39, 23 et 47%
respectivement pour les composés 26a, 74a et 75a. A l'instar de la coumarine 26a, ces derniers
s’isomérisent également apres irradiation a 430 nm ou au contact de la lumiére ambiante. Les
isomeres trans 26b, 73b et 74b ont ensuite été couplés a de I'acide p-méthoxybenzoique afin
de pouvoir aisément quantifier le relargage photo-induit de cet acide par analyse HPLC. Les

coumarines 79, 80 et 81 ont pu étre obtenues apreés purification HPLC.
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Figure 81: Synthése des coumarines rigidifiées 79, 80 et 81. i Bromure de propargyle, THF, 0 °C a TA, 90 min, 86% ;
ii. NBS, acétate d’ammonium, MeCN, TA, 30 min, 93% ; iii Composé 76 ou 77, K;COs, Pd(PPhs),, H,O/DME, micro-onde 105
°C, 45 min, 39%-23% (respectivement pour 26a et 74a) ou composé 78, diisopropylamine, PdCl,(PPhs),, Cul, micro-onde, 120
°C, 1 h, 47%; vii. hv (430 nm), CH,Cl, ou chloroforme, TA, 1h, quant. ; viii Acide p-méthoxybenzoique, DMAP, DIC, CH,Cl,, 0 °C
a TA, 40.5 h a 3.5 jours, 67%-20%-38% (respectivement pour 79, 80 et 81).
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3. Détermination des propriétés photochimiques et photophysiques des coumarines

5-exo-dig

3.1 Propriétés photophysiques et photochimiques un photon des coumarines rigidifiées par

une réaction de type 5-exo-dig.

Les propriétés photophysiques de ces coumarines ont été étudiées au laboratoire.
Ainsi, les trois coumarines rigidifiées montrent des absorbances trés fortes avec des
coefficients d’extinction molaire aux alentours de 40 000 M1.cm™ (cf. Tableau 4). A noter que
seule la coumarine 80 montre un déplacement hypsochromique de son absorbance par
rapport a la coumarine DEACAS avec une longueur d’onde maximale a 437 nm. Les deux autres
composés, plus conjugués, présentent un déplacement batochromique de leurs absorbances

maximales allant jusqu’a 457 nm pour la coumarine 79.

Des solutions a 20 uM de ces composés ont été irradiées a I'aide d’un équipement LED
de type LUMO 43 de chez Atlas Photonics et la réaction de photolyse a été suivie par
spectroscopie UV-Visible (cf. Figure 82) et HPLC (cf. Figure 83). Cette concentration a été
choisie pour obtenir des solutions avec une densité optique aux alentours de 0.8 afin de
pouvoir observer le phénomeéne de photolyse facilement tout en étant dans la limite de la
linéarité de la loi de Beer-Lambert. Egalement, cela permet de ne pas étre géné par des sous-
produits de la réaction de photolyse lorsque la concentration est trop grande (absorbance du

sous-produit, dilution, etc.) ce qui aurait pu fausser les mesures.
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Figure 82: Suivi de la réaction de photolyse des coumarines rigidifiées par une cyclisation de type 5-exo-dig par
spectroscopie UV-Visible. a) Suivie de la réaction de photolyse de la coumarine 79, I'absorbance a 457 nm diminue tandis
qu’une bande apparait a 557 nm b) Suivie de la réaction de photolyse de la coumarine 80, I'absorbance a 437 nm diminue

tandis qu’une bande apparait a 534 nm, c) Suivie de la réaction de photolyse de la coumarine 81, 'absorbance a 452 nm
diminue tandis qu’une bande apparait a 550 nm.

Puis, une courbe d’étalonnage a été réalisée par HPLC (concentration/aire sous le pic)
avec l'acide p-méthoxybenzoique et a permis de déterminer le taux de photolyse pour chaque
molécule (cf. Figure 83). En effet, certains groupements protecteurs photolabiles présentent
plusieurs mécanismes apres photoactivation n’amenant pas forcément a la réaction de
photolyse. Par conséquent certains précurseurs photolabiles ne relarguent pas totalement la
biomolécule aprés photoactivation. Cependant, ce n’est pas le cas des trois composés
synthétisés qui relarguent presque totalement I'acide p-méthoxybenzoique avec un taux de

photolyse respectif de 98%, 99%, 99% pour les coumarines 79, 80 et 81 (cf. Figure 83).
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Figure 83: a) Chromatogrammes HPLC des composés 79, 80 et 81 avant photolyse (t;) et aprés photolyse totale
(ttotale) donnant lieu a I'apparition d'un pic correspondant a I'acide p-méthoxybenzoique (p-MB) et les sous-produits de
photolyses 79, 80' et 81'. b) courbe de calibration par HPLC de p-MB permettant de déterminer qu’aprés photolyse totale
des composés 79, 80 et 81, I'aire sous le pic de p-MB formé soit respectivement de 19,54, 19.79, 19.71 uM.
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Lors de la photolyse, les absorbances aux longueurs d’onde maximales des composés
diminuent et on peut observer I'apparition pour chaque molécule d’une nouvelle bande
d’absorbance respectivement a 557 nm, 534 et 550 nm pour les coumarines 79, 80 et 81 (cf.
Figure 82). Cette nouvelle bande d’absorbance correspond a I'apparition du sous-produit de
photolyse du groupement protecteur photolabile. Cela est trés intéressant, car contrairement
au sous-produit de la coumarine DEACAS'®4, les sous-produits de photolyse présentent un
déplacement bathochromique de leurs absorbances maximales. On peut ainsi proposer que
le mécanisme de photolyse soit initié par une rupture hétérolytique de la liaison photolabile
qui conduit a la formation d’un carbocation suivie d’une élimination d’un proton adjacent pour
former un dérivé de type fulvene (cf. Figure 84). Pour confirmer cela, la structure du produit
de photolyse 79’ a été déterminée par RMN H et spectrométrie de masse. Cependant, ces
produits étant trés peu solubles dans les solvants d’analyse RMN classiques, les structures des
sous-produits de photolyse 80’ et 81’ ont été confirmées seulement par spectrométrie de
masse. Malheureusement, ces sous-produits ne sont pas fluorescents ce qui aurait pu étre

utile pour quantifier le relargage de biomolécules?!®,
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Figure 84: Mécanisme de photolyse proposé pour la série des coumarines 5-exo-dig permettant I'obtention des
sous-produits de types fulvénes 79, 80’ et 81°.
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3.2 Propriétés photochimiques des coumarines rigidifiées par réaction 5-exo-dig

Les rendements quantiques de photolyse des trois composés synthétisés ont été
déterminés en comparant leurs cinétiques de photolyse a celle de la référence (DEACAS-p-
méthoxybenzoique) lors d’une irradiation a 430 nm par un systeme de LED (de type LUMO 43
de chez Atlas Photonics) (cf. Figure 85). Le suivi du pourcentage de photolyse a été réalisé par
spectroscopie UV-Visible. En effet, de la méme maniere que pour DEACAS-Glutamate 19, le
changement d’absorbance du sous-produit de photolyse des coumarines 79, 80 et 81 permet
de suivre la réaction photochimique. Pour cela, il suffit de comparer la diminution
d’absorbance a la longueur d’onde maximale du composé avec la diminution d’absorbance a
la méme longueur d’onde induite lors d’une photolyse totale. Evidemment, une lecture par
spectroscopie UV-Visible ne peut s’effectuer que si I'absorbance du sous-produit de photolyse
est différente de celle du groupement protecteur photolabile et que la perte d’absorbance
induite par la photolyse est grande. De plus, ce type de lecture permet de réaliser plus
aisément un grand nombre de mesures permettant une meilleure fiabilité comparé aux autres

moyens de lecture (par HPLC ou RMN par exemple).
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Figure 85: Régression linéaire de la cinétique de photolyse par irradiation a 430 nm a I'aide d’un équipement LED
(de type LUMO 43 de chez Atlas Photonics) de la référence et des composés 79, 80 et 81. a) Régression linéaire de la
cinétique de photolyse de la référence, b) Régression linéaire de la cinétique de photolyse de la molécule 79, c) Régression
linéaire de la cinétique de photolyse de la molécule 80, d) Régression linéaire de la cinétique de photolyse de la molécule 81.
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Une fois les cinétiques de photolyse réalisées pour chague composé, les rendements
guantiques ont pu étre déterminés. De la méme maniere que pour le précurseur photolabile
de la nicotine 69, les absorbances et donc les coefficients d’extinction molaire de chaque

composé sont différents. Il est donc nécessaire d’utiliser I’'Equation 13.

Equation 13 : Equation permettant de déterminer le rendement quantique de photolyse @, d’une molécule ayant
un coefficient d'extinction molaire différent de celui de la référence.

@, (référence) x pente(molécule) e430nm(référence)

@, (molécule) =
u( olecu e) pente(référence) g430nm(molécule)

Ainsi, les composés 79 et 81 ont un rendement quantique de photolyse légerement
supérieur a la référence (@,=0.2) avec respectivement un rendement quantique de 0.27 et
0.26 (cf. Tableau 4). La coumarine 80 présente un rendement de photolyse beaucoup plus

important que les deux autres coumarines avec un rendement quantique de 0.57.

3.3 Propriétés a deux photons des coumarines rigidifiés par réaction 5-exo-dig

La détermination de la section efficace de photolyse a deux photons (&) s’effectue de
maniére similaire a la méthode utilisée précédemment pour déterminer les rendements
guantiques de photolyse. En effet, une référence dont on connait précisément la section
efficace de photolyse a deux photons doit étre utilisée. A I'instar des caractérisations a un
photon, la coumarine DEACAS-p-méthoxybenzoique a également été utilisée comme

référence.

Pour ce faire une solution de la référence est diluée de préférence dans le méme
solvant que celui utilisé pour la référence. Généralement, les solutions sont préparées a des
densités optiques inférieures a 0.4 afin d’optimiser les variations de concentration lors de la
photolyse par excitation a deux photons. Le relargage étant trés localisé (fL) pour que la
photolyse soit facilement quantifiable, le nombre total de molécules a irradier doit étre faible.
C’est pour cette méme raison que les volumes irradiés doivent eux aussi étre le plus petit
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possible, typiquement inférieurs a 100 uL. Ensuite la solution a été irradiée a différentes
puissances du laser d’excitation et le pourcentage de produit photolysé est déterminé par
spectroscopie UV-Visible. Cela permet de vérifier que la relation quadratique entre le
pourcentage de photolyse et la puissance au carré s’applique aux conditions utilisées. Si I'on
trace le graphe du logarithme du pourcentage de photolyse en fonction du logarithme de la
puissance du laser utilisé, on obtient une droite ayant théoriquement un coefficient directeur

de deux (cf. Equation 14).

Equation 14: Relation entre la puissance du laser utilisée P (mW) et le pourcentage de photolyse a deux photons.

log(% de photolyse) = 2log(P)

Chague molécule a été caractérisée a 740 nm et 800 nm, car ces valeurs sont proches
des longueurs d’onde d’absorbance a deux photons maximales de la référence DEACAS-p-
méthoxybenzoique. La relation quadratique entre la puissance au carré et le pourcentage de
photolyse a été déterminée a ces longueurs d’onde avec chacune des coumarines 79, 80, 81
et la référence (cf. partie expérimentale). Une fois les dépendances quadratiques confirmées,
la référence et les composés étudiés sont irradiés a la méme puissance et a la méme longueur
d’onde pendant différentes durées. De la méme maniere qu’une irradiation a un photon, la
cinétique de la photolyse a deux photons d’un composé est dans un premier temps linéaire
puis, généralement au-dessus de 20% de photolyse, la cinétique de la réaction décroit. Le
graphique présentant le pourcentage de photolyse en fonction du temps est ensuite tracé
pour les deux molécules et une régression linéaire est effectuée sur la partie linéaire des deux
courbes (cf. Figure 86). La section efficace de photolyse a deux photons de la molécule a tester

est ensuite déterminée a partir de I’Equation 15 :

Equation 15: Equation permettant de déterminer la section efficace de photolyse & deux photons (8,,) d'une
molécule par comparaison avec une référence.

6, (référence) x pente(molécule)

lécule) =
&, (molécule) pente(référence)
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Figure 86: Photolyse par excitation a deux photons des coumarines 79, 80 et 81 a 740 nm pour le graphique a) et
800 nm pour le graphique b).

Les résultats montrent que les composés 79, 80 et 81 présentent respectivement une
section efficace de photolyse a deux photons de 63, 42 et 125 GM a 740 nm (cf. Tableau 4). A
noter qu’a 800 nm, seules les coumarines 79 et 81 sont sensibles avec des efficacités
respectives de 23 GM et 29 GM. Ainsi, on peut déduire que, pour tous ces composés, la rigidité
augmente la sensibilité a deux photons puisqu’ils présentent tous a 740 nm des efficacités
supérieures a la référence (=32 GM). L'extension de la conjugaison semble également
impacter fortement la sensibilité a deux photons, notamment, avec I'ajout d’un alcyne dans
la conjugaison. Ces résultats semblent confirmer que I'utilisation d’alcynes comme liens entre
deux parties d’un chromophore restreint dans I'espace bloque d’autant plus la molécule dans
une conformation ou les orbitales m sont mieux alignées. A noter que le déplacement
hypsochromique de la coumarine 80 induit potentiellement une baisse des longueurs d’onde
d’excitation a deux photons du composé. Cela pourrait expliquer pourquoi les résultats de
cette coumarine sont légerement moins bons qu’attendu. En effet, I'efficacité de photolyse a
deux photons (&) est le produit de la section efficace d’absorption a deux photons (noté o)
et le rendement quantique de photolyse (@,). Il est donc surprenant que la coumarine 80 avec
un rendement quantique trois fois supérieur a la référence, soit a peine plus sensible a deux
photons a 740 nm et tres peu sensible a 800 nm. On peut donc supposer que cette coumarine

possede des absorbances maximales a deux photons en dessous de 740 nm.
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Malheureusement, le laser pulsé utilisé lors de cette expérience ne peut descendre en dessous
de 740 nm avec une puissance suffisante pour effectuer ces expériences, ne nous permettant

pas de confirmer nos suppositions.

Tableau 4: Résumé des propriétés photophysiques et photochimiques de la référence et des coumarines 79, 80 et

81.
Coumarine | Abs.Amax (nm)/émax (Mtcm™?) | Fluo Amaxy @ | Dy Ou (740/800 nm) (GM)
DEACAS 446/41000 510/0.02 0.2 32/8
79 457/39000 609/0.016 0.27 63/23
80 437/42500 588/0.042 0.57 42/NR
81 556/0.018 550/36800 | 0.26 125/29

4. Modification de la série des coumarines rigidifiées par réaction 5-exo-dig

La série des coumarines 5-exo-dig présente des sections efficaces de photolyse a deux
photons tres intéressantes permettant d’envisager une utilisation en biologie. Cependant, la
cyclisation intramoléculaire rend le chromophore encore plus hydrophobe. L’ajout de simples
chaines oligoéthyléne glycol, en utilisant I'ester pinacolique d’acide boronique de p-
aminostyrene 17 a montré ses limites pour solubiliser la coumarine DEACAS ayant une
structure moins hydrophobe. Néanmoins, une autre stratégie possible pour augmenter la
solubilité dans I'eau d’'une molécule est de conjuguer un groupement solubilisant au
chromophore en réalisant des réactions de cycloaddition alcyne azoture catalysée par le

cuivre (CuAAC).

La réaction domino de cyclopalladation suivie d’'un couplage pallado-catalysé ne
nécessite pas un alcyne terminal. Ce dernier peut donc étre substitué avec un groupement
arborant un alcyne afin d’y coupler un groupement solubilisant. Ainsi, un groupement

phényléthyne a été choisi, car il peut facilement étre introduit sur I'alcyne 24 par une réaction
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de Sonogashira. De plus, I'intérét de ce composé est que, lorsque la réaction de cyclisation va
s’effectuer, le groupement phényléthyne sera également conjugué au reste de la molécule
permettant ainsi d’améliorer ses propriétés photophysiques en augmentant la longueur de la
conjugaison. Le groupement phényléthyne a donc été couplé a la coumarine 24 par un
couplage de Sonogashira avec du (4-iodophényl)éthynyl)triméthylsilane (cf. Figure 87). La
coumarine a ensuite été bromée en position 3 a I'aide de N-bromosuccinimide pour obtenir
le composé 83 qui a ensuite été couplé a l‘ester boronique 17. Cependant, bien que le
composé 84 semble étre présent, I'analyse RMN du brut réactionnel montre une grande partie

de dégradation et trés peu de produit formé.
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Figure 87: Synthése d'un dérivé soluble de la série des 5-exo-dig-coumarine-Suzuki a l'aide d'un groupement
phényléthyne. i : EtsN, Cul, Pd(Cl)s(PPhs),, THF, 40 °C, 2 h, 79%, ii : NBS, NH,0Ac, MeCN, TA, 30 min, 85%, iii : K2CO3,
Pd(PPhs)s, DME/H,0 : 3/1, 105 °C, 45 min.
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La réaction de cyclisation 5-exo-dig suivie d’'un couplage de Suzuki ne permet pas
d’obtenir le produit désiré en quantité suffisante. Nous avons donc décidé d’utiliser une autre
réaction n’impliquant pas I'ester boronique 17, car nous supposons que ce dernier se dégrade
ou qu’avec le substrat 83, la réaction domino 5-exo-dig-Suzuki ne se réalise pas. Ainsi, I'idée
d’utiliser un couplage de Sonogashira pour insérer un alcyne terminal a été envisagée et une
réaction domino 5-exo-dig-Sonogashira a été réalisée avec la coumarine 83 en utilisant dans
un premier temps l'alcyne le plus simple possible, le triméthylsilyleacéthylene. Cependant,
lorsque I'on réalise cette réaction, trois produits sont observés (la formation de ces trois
produits a été confirmée par analyses RMN et HPLC) (cf. Figure 88). Les trois produits
présentent un déplacement batochromique de leurs absorbances indiquant qu’une
modification du chromophore de la coumarine a été réalisée. Deux d’entre eux ont une
absorbance légérement plus déplacée vers le rouge que le troisieme produit. Cela laisse
supposer que ces deux produits sont les composés 85a et 85b ol le groupement phényléthyne
est conjugué. Le troisieme, dont I'absorbance maximale est légerement moins déplacée,

pourrait venir d’un couplage direct de Sonogashira sur I'intermédiaire 83.
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Figure 88: Obtention de trois produits lors du couplage 5-exo-dig-Sonogashira réalisé avec la molécule 83 et de
'acétyléne protégé.

Des tentatives d’isomérisation des coumarines 85a et 85b ont été réalisées.
Cependant, la conversion d’un isomeére en un autre n’a pas pu étre observée. En effet, aprés
irradiation a I'aide d’une excitation a 220, 330 ou 430 nm (équipement LED de type LUMO 43
de chez Atlas Photonics) aucun changement n’a été observé. Une isomérisation par la
température est également a exclure. En effet, un échantillon du brut a été placé a
température ambiante (25 °C), un autre a 4 °C et un autre a -30 °C, mais aucune différence n’a

été observée. Une isomérisation en présence d’iode?®® a été également tentée menant a la
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dégradation du produit. Bien qu’un des deux isomeéres soit majoritaire, les proportions du
second ne peuvent étre modifiées. Nous avons ensuite vérifié si la proportion des différents
isomeéres pouvait étre modifiée apres déprotection des groupements silanes présents sur les
isomeres 85a et 85b. Cependant, la déprotection des groupements TMS par une solution de

carbonate de potassium dans le méthanol a mené a la dégradation des composés.

5. Conclusion

Le développement de nouveaux groupements protecteurs photolabiles sensibles a
I’excitation bi-photonique devrait permettre des applications en biologie plus sophistiquées
des GPPs. Ainsi, trois nouvelles coumarines ont été synthétisées a I'aide de réactions dominos
permettant d’obtenir un squelette conjugué et rigide ce qui n’avait jamais été réalisé
précédemment. En effet, les coumarines 79, 80 et 81 présentent des sections efficaces de
photolyse (&) a 740 nm faisant partie des meilleures parmi celles des GPPs décrits dans la
littérature. Notamment la coumarine 81 avec son efficacité de photolyse de 125 GM a 740
nm. Ce composé a une structure relativement simple et accessible et présente une alternative
crédible au dérivé de coumarine développé par le groupe de Blanchard-Desce®® présentant
une section efficace de 442 GM a 740 nm (cf. Figure 76). De plus, la série des coumarines
rigidifiées par une réaction 5-exo-dig est moins hydrophobe et peut potentiellement étre plus
facilement appliquée en biologie. Malheureusement, les premiéres tentatives pour la rendre
soluble que nous avons réalisées, dans un premier temps en ajoutant un groupement
phényléthyne et dans un second temps des groupements carboxylates (cf. Figure 50), n’ont
pour le moment pas été fructueuses. Pour finir, ce travail d’ingénierie moléculaire a été publié

en 2021 dans un journal scientifique a comité de lecture (Organic Letters)?%°,

145



146



Chapitre V
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V.  Conclusion générale et perspectives

La synthese de GANBP-Glutamate a marqué le début de ce travail de thése en initiant
la collaboration avec I'’équipe du Dr. Philippe Isope. Malheureusement, ce composé n’a pas
donné de résultats satisfaisants. En effet, ce composé ne libére pas efficacement le glutamate
par excitation a deux photons sur tranches de cervelet vraisemblablement en raison d’une
faible pénétration du composé dans ces tissus. Suite a cela, la synthése de la coumarine
DEACAS-Glutamate a été réalisée et testée par nos collaborateurs. Cette derniére semble tres
intéressante a un et deux photons sur tranches de cervelet. Néanmoins, il reste a confirmer
ces résultats sur une gamme de concentration bien définie de ce composé. Toutefois, si ces
résultats se révelent étre positifs cela marquera un tournant marquant dans 'application de
précurseurs photolabiles du glutamate en neurosciences. En effet, I'efficacité de photolyse de
ce composé laisse présager que ce dernier devrait pouvoir étre utilisé a des concentrations de
I'ordre de la dizaine de micromolaires, réduisant ainsi considérablement les colts des
manipulations nécessitant l'usage des précurseurs photolabiles du glutamate. Cependant,
pour optimiser son utilisation par les biologistes, le développement d’une version plus soluble

dans I'eau devra étre réalisé.

Ensuite, I'élaboration d’un analogue photolabile de la nicotine permettant |'utilisation
d’autres outils photochimiques absorbants dans le bleu (400-450 nm) a également été
entreprise. Ce projet en collaboration avec |I’équipe du Dr. Nicolas Vitale a permis I'élaboration
d’un précurseur photolabile de la nicotine utilisable a 500 nm avec une trés bonne efficacité
de photolyse a un photon. Ce composé a été confié a nos collaborateurs et sera
prochainement testé sur culture de cellules chromaffines. Un second groupement protecteur
photolabile a également été synthétisé de maniére fortuite. Ce dernier ne peut pas étre utilisé
comme précurseur photolabile de la nicotine puisqu’il est difficilement purifiable et se

dégrade en solution dans I'eau a -20 °C.
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Pour finir, une série de coumarines a la structure rigidifiée a été réalisée en utilisant
des réactions dominos pallado-catalysées. Ainsi, trois composés ont été synthétisés et leurs
propriétés photophysiques et photochimiques ont été caractérisées. Les résultats révelent
que la rigidification apportée par la formation d’un cycle a cing chainons sur des GPPs de type
4-méthylcoumarynyle peut améliorer les propriétés a un photon. De plus, les propriétés a
deux photons sont grandement impactées par cette rigidification avec une efficacité de
photolyse remarquable. Le développement de tels composés est trés intéressant, puisqu'ils
montrent d’excellentes propriétés a deux photons avec une structure pouvant étre modifiée.
Cela devrait permettre de rendre ce type de structure plus soluble dans I'eau pour développer
de nouveaux précurseurs photolabiles de biomolécules. Cependant, les premiers essais de
fonctionnalisation de ces structures ont déja été réalisés au laboratoire et il semble que ces
composés, notamment le composé 81 de type ene-yne, soient particulierement sensibles aux
conditions acides empéchant I'utilisation de certains groupements protecteurs. De ce fait,
d’autres stratégies pour augmenter leurs solubilités dans I’eau devront étre utilisées pour tirer

pleinement potentielles de cette nouvelle série de coumarines.

Lors de ces travaux de thése, de nouvelles coumarines pouvant libérer efficacement le
glutamate ou d’autres biomolécules par excitation mono ou bi-photonique ont été
développées. Une fois les problemes de solubilités résolus, ces molécules pourront
grandement améliorer I'utilisation des GPPs en biologie. De plus, un précurseur de la nicotine
a été développé avec une synthese courte et efficace et des propriétés de libération de la
nicotine par excitation monophotonique trés importantes. Cette derniére sera testée trés
prochainement par nos collaborateurs et si les résultats sont satisfaisants, elle pourrait offrir

une alternative avantageuse aux précurseurs photolabiles de la nicotine commerciaux.
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VI.  Experimental part

1. General procedures and general equipment

All manipulation of light sensitive compounds (reactions, purifications, photophysical
studies) were performed in the dark with a RGB LED projector MEIKEE (25W) set on the red

light (~ 630 nm) and without parasitic light in particular from computer screens.

The reagents and anhydrous solvents used for the synthesis were ordered to Sigma-
Aldrich, TCI EUROPE, Acros Organics or Alfa Aesar. All commercial reagents were used without
any further purification except dichloromethane (CH,Cl,) (distilled over CaH; under an argon
atmosphere) and THF (distilled over sodium/benzophenone under an argon atmosphere)

before use.

'H NMR and 3C NMR spectra were recorded at 400, 500 or 700 and 100, 125 or 175
MHz, respectively using the following NMR spectrometers: 400 MHz Bruker Avance IIl, 500
MHz Bruker Avance Il and 700 MHz Brucker equipped with a TCI Z-gradient cryoprobe and an
Avance IlI-HD console. Chemical shifts (8) are indicated in ppm with respect to the NMR
solvents residual signal (CDCls: 7.26 ppm, CD2Clz: 5.32 ppm for *H NMR and CDCls: 77.16 ppm,
CDCl>: 54.00 ppm for 3C NMR). The attributions are given in the following manner: chemical
shift followed in parenthesis: (s, br, d, t, g, m, dd, dg corresponding respectively to singlet,
broad, doublet, triplet, quadruplet, multiplet, doublet of a doublet, doublet of a quadruplet),

number of protons, and coupling constant in Hz.

The LCMS mass spectra were carried out using an Agilent 1200 SI/ QTOF 6520
spectrometer coupled to a Hypersil Gold C18 1.9 um particle size and 1x30 mm dimension and
the ESI spectra were performed using an Agilent 1200 SL spectrometer MicroTOF (Bruker)

equipped with an electrospray source.
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Thin Layer Chromatography (TLC) were realized using aluminum plates covered with
silica gel 60 F254 Merck. Column chromatography were done on silica gel (230-400 mesh,
0.040-0.063 mm) Merck. Some purifications were performed using thin layer chromatography
plates from Miles Scientific (Silica gel GF, UV254, 20x20 cm, 1500 micron). Flash

chromatography purifications were performed using a combiflashRf from Teledyne ISCO.

HPLC analysis were realized on a high-performance chromatography system from
Waters® (Waters1525 pump with Waters 2996 detector) equipped with Thermo Betabasics 5-
micron (4.6, 250 nm) analytical column. Analysis were done using a gradient starting from
100% mQ H,0 acidified with 0.01% of TFA and reaching 100% acetonitrile in 30 min. HPLC
purification were realized over a series of high-performance chromatography Waters (Waters
600 double body pump with Waters 2996 detector, equipped with a Thermo Betabasics 5-
microns (10, 250 mm) column. The HPLC purifications were done using a gradient starting

from 100% mQ H.0 acidified with 0.01% of TFA and reaching 100% acetonitrile in 30 min.

For the microwave heated reactions, a Monowave 300 from Anton Paar was used.

For the isomerization, the source of irradiation is a Lumos 43 from Atlas Photonics
based on UV-led technology, with a typical output of 200 mW/cm? and the wavelength of

irradiation was set to 430 nm.
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2. Chemical synthesis

2.1 Synthesis of photolabile glutamate precursors

Synthesis of tert-butyl 2-(5-bromo-2-nitrophenyl)acetate (2)

NO,
oj<
0

Br

In an ice-cold solution of t-BuOK (2.77 g, 24.75 mmol, 5.0 eq.) in 12 mL of anhydrous
DMF was slowly added a solution of 4-nitrobenzene (1.00 g, 4.95 mmol, 1.0 eq.) and tert-
butylchloroacetate (1.05 mL, 6.93 mmol, 1.4 eq.) in 10 mL of anhydrous DMF. The mixture was
stirred for two hours at room temperature under argon atmosphere. When all reactants were
consumed a 5% HCl aqueous solution was added at 0 °C. The solution was then filtered and
washed with water. Then the solid was dissolved in CH,Cl; and the solution was dried over
MgSO0s, filtered and evaporated under reduced pressure to afford 1.53 g (97%) of pure product

as a yellowish solid.

Rf=0.57 (Heptane/EtOAc: 8/2 in vol.). 'H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 7.98 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 7.59
(dd, J = 8.7, 2.2 Hz, 1H), 7.50 (d, J = 2.2 Hz, 1H), 3.91 (s, 2H), 1.44 (s, 9H).13C NMR (101 MHz,
CDCls) 6 168.5, 147.8, 136.2, 132.4,131.5, 128.2, 126.7, 82.2, 40.8, 28.0.
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Synthesis of tert-butyl 2-(5-bromo-2-nitrophenyl)-5-(trimethylsilyl)pent-4-ynoate (3)

Br

To a solution of tert-butyl 2-(5-bromo-2-nitrophenyl)acetate (2.00 g, 6.33 mmol, 1.0
eq.) in 50 mL of anhydrous acetonitrile was added at 0 °C bibenzilideneundecene (DBU) (1.1
mL, 7.6 mmol, 1.2 eq.). The dark violet solution was stirred at this temperature for 10 min
then (3-bromoprop-1-yn-1-yl)trimethylsilane (1.0 mL, 7.06 mmol, 1.1 eq.) was added and the
solution allowed to warm at room temperature and stirred at this temperature for 24 h. The
reaction mixture was then concentrated under vacuum and quenched with water and
extracted with CH,Cl,. The organic layer was dried over MgSQy, filtered and concentrated
under reduced pressure to give a yellow oil. Purification by automated flash chromatography
(Simply Connect C18, 24 g, water/MeCN: 10:0 to 0:10 in 30 min, 35 mL/min) was carried out

to affort 2.21 g (82%) of pure product as a yellowish solid.

Rf=0.47 (Heptane/EtOAc: 8:2 in vol.)*H NMR (400 MHz, CDCl3)  7.87 (d, ) = 8.7 Hz, 1H), 7.74
(d,J=2.1Hz, 1H), 7.58 (dd, J = 8.7, 2.1 Hz, 1H), 4.23 (dd, J = 8.8, 5.3 Hz, 1H), 3.04 (dd, ) = 17.2,
5.3 Hz, 1H), 2.94 (dd, J = 17.2, 8.8 Hz, 1H), 1.41 (s, 9H), 0.09 (s, 9H). 3C NMR (101 MHz, CDCls)
6169.2, 148.1, 135.0 (2S), 135.0, 131.5, 127.7, 126.5, 103.0, 88.4, 82.7, 47.7, 28.0, 23.4, 0.0.
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Synthesis of methyl 2-(5-bromo-2-nitrophenyl)-5-(trimethylsilyl)pent-4-ynoate (4)

SiMe3
Z
NO,
OH

Br

To a solution of tert-butyl-2-(2-amino-5-bromophenyl)-5-trimethylsilyl)pent-4-ynoate
(773 mg, 1.95 mmol, 1.0 eq.) in 10 mL of freshly distilled THF at 0 °C was slowly added a 1M
solution of DIBAL-H in hexane (5.85 mL, 5.85 mmol, 3.0 eq.). The reaction mixture was stirred
at this temperature for 3 h. Then 10 mL of ethyl acetate was added and the organic layer was
washed with brine, dried over Na,S0Oy, filtered and solvent were removed under vacuum. The
crude product was purified using column chromatography on silica gel (Heptane/EtOAc : 10:0

to 8:2 in vol.) to afford 387 mg (56%) of the pure product.

Re= 0.7 (Heptane/EtOAc 5:5 in vol.) *H NMR (400 MHz, CDCls) & 7.75 (d, J = 2.1 Hz, 1H), 7.68
(d, J = 8.7 Hz, 1H), 7.52 (dd, J = 8.7, 2.1 Hz, 1H), 4.02 — 3.89 (m, 2H), 3.60 (m, 1H), 2.76 — 2.62
(m, 2H), 0.11 (s, 9H).23C NMR (101 MHz, CDCl3) & 149.5, 137.8, 132.5, 130.9, 127.4, 125.9,
103.2, 88.4, 64.6, 40.4, 22.9, 0.0.

Synthesis of 8-(4-iodophenyl)-2,5,11,14-tetraoxa-8-azapentadecane (6)

O~ Ne O

In a solution of (2,5,11,14-tetraoxa-8-azapentadecan-8-yl)benzene (0.45 g, 1.51 mmol,
1.0 eq.) and ammonium acetate (11 mg, 0.15 mmol, 0.1 eq.) in 15 mL of dry MeCN at 0 °C was

added N-lodosuccinimide ( 0.37 g, 1.66 mmol, 1.1 eq.). The solution was stirred at this
156



temperature for 5 min then water was added and the mixture was extracted with ethyl
acetate. The organic layers were washed with brine and dried over MgSO4 and solvents were

removed under reduced pressure to afford 0.68 g (99%) of product as a green oil.

1H NMR (400 MHz, CDCls) & 7.44 — 7.39 (m, 2H), 6.51 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 3.62 — 3.49 (m, 16H),
3.38 (s, 6H).13C NMR (101 MHz, CDCls): & (ppm) = 147.4, 137.7, 114.1, 92.1, 72.6, 70.6, 68.3,
59.1, 50.9. MS (ESI): [M+H]* calcd for C16H27INO4* :424.0985; found 424.0985

Synthesis of 2-(4'-(bis(2-(2-methoxyethoxy)ethyl)amino)-4-nitro-[1,1'-biphenyl]-3-

yl)pent-4-yn-1-ol (7):

/O\/\O/\/ N \/\O/\/O\

In a solution of 8-(4-iodophenyl)-2,5,11,14-tetraoxa-8-azapentadecane (0.75 g, 1.79
mmol, 1.00 eq.) in 10 mL of anhydrous DMSO were added bis(pinacolato)diboron (0.50 g, 1.94
mmol, 1.10 eq.) and potassium acetate (0.23 g, 2.29 mmol, 1.30 eq.). Then three freeze-pump-
thaw cycle were applied and PdCl(PPhs); (37 mg, 0.05 mmol, 0.03 eq.) was added and a last
cycle was carried out. The solution was heated at 80 °C overnight. When all starting material
was consumed water was added and the solution was extracted three times with ethyl
acetate. Organics layer was then washed with a brine solution and dried over MgSO4 and
solvent was removed under reduced pressure to afford a dark oil. The crude product was
purified using silica chromatography (EtOAc/ Heptane: 2:8 in vol.) to afford 386 mg (52%) of

the pure product.

1H NMR (400 MHz, CDCls) & 7.45 —7.39 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 6.51 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 3.63 — 3.50

(m, 16H), 3.38 (s, 6H), 1.26 (s, 12H).
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Synthesis of EANBP-Alkyne (8)

O g N O

2-(5-bromo-2-nitrophenyl)-5-(trimethylsilyl)pent-4-yn-1-ol (135 mg, 0.38 mmol, 1.00
eq.), 1-(4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)-4-(2,5,11,14-tetraoxa-8-azapentadecan-
8-yl)benzene (193 mg, 0.46 mmol, 1.20 eq.) and K,COs (131 mg, 0.94 mmol, 2.50 eq.) were
dissolved in 10 mL of a mixture of Toluene/EtOH/H,0 (7:2:1). Three freeze-pump-thaw cycle
were performed and Pd(PPhs)s (22 mg, 0.02 mmol, 0.05 eq.) was introduced and a last freeze-
pump-thaw cycle was performed. The mixture was heated in a microwave at 80 °C for 45 min.
Then the solution was extracted with CH,Cl; and solvents were removed under reduced
pressure. The brown crude oil was treated with a 1M TBAF solution in THF (0.38 mL, 0.38
mmol, 1.00 eq.) at room temperature for 1 h. Water was added and the solution was extracted
with CH,Cl,, the organic layer was dried over MgS0, filtered and solvent was removed under
reduced pressure. The crude product was purified on silica gel (Heptane/EtOAc : 5:5 to 0:10

in vol.) to afford the pure product as an orange oil (93 mg, 49%).

Re= 0.41 (EtOAc).'H NMR (400 MHz, CDCls) § 7.90 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 7.68 (d, J = 2.0 Hz, 1H),
7.52 (dd, J = 8.5, 2.0 Hz, 1H), 7.50 — 7.46 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 6.81 — 6.78 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 4.03
(br, 2H), 3.80 (m, 1H), 3.67 —3.64 (m, 8H), 3.63 — 3.59 (m, 4H), 3.55 — 3.52 (m, 4H), 2.83 - 2.68
(m, 2H), 2.02 (t, J = 2.7 Hz, 1H).13C NMR (101 MHz, CDCls) & 148.5, 148.0, 145.9, 136.3, 128.4,
126.1,126.0, 125.7, 124.8,112.2, 81.7, 72.1, 70.8, 68.5, 65.2, 59.2, 51.1, 40.7, 21.5, 2.0.
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Synthesis of EANBP-Glutamate-OtBu (9)

S
g
=
NO, o)\N’H
OMOK
(7T

O N g O

In a solution EANBP-Alkyne (93 mg, 0.19 mmol, 1.00 eq.) in 10 mL of anhydrous CH,Cl,
were added at 0 °C 5-(tert-butoxy)-4-{[(tert-butoxy)carbonyl]amino}-5-oxopentanoic acid
(113 mg, 0.37 mmol, 2.00 eq.), DIC (43 uL, 0.28 mmol, 1.50 eq.) and DMAP (1 mg, 0.01 mmol,
0.05 eq.). After 1 h of stirring the solution was allowed to warm at room temperature and the
reaction was stirred overnight. When all starting materials were consumed a saturated
aqueous solution of NaHCOs was added and extracted with CH;Cl,. The organic layer was dried
over MgS0y, filtered and solvent was removed under vacuum. The orange crude oil was then
purified using silica gel (Heptane/ EtOAc 3:7 to 5:5 in vol.) to afford 83 mg (56 %) of pure

product as an orange oil.

Rf= 0.6 (EtOAc) H NMR (500 MHz, CDCl3) 6 7.92 (dd, J = 8.5, 1.7 Hz, 1H), 7.64 (t, J = 2.0, 1.7
Hz, 1H), 7.53 (dd, J = 8.5, 2.0, Hz, 1H), 7.47 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 6.81 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 5.05 (br,
1H), 4.53 (m, 1H), 4.43 (m, 1H), 4.16 (br, 1H), 4.00 (m,1H), 3.69 - 3.64 (m, 8H), 3.63 - 3.60 (m,
4H), 3.55 — 3.52 (m, 4H), 3.39 (s, 6H), 2.75 (m, 2H), 2.43 — 2.26 (m, 2H), 2.02 (m, 1H), 2.03 (t, J
= 2.6 Hz, 1H), 1.88 — 1.78 (m, 1H), 1.44 (s, 5H), 1.44 (s, 4H), 1.42 (s, 5H), 1.42 (s, 4H).13C NMR
(101 MHz, CDCI3) 6 172.6,171.4,171.4, 148.5, 147.7, 145.9, 135.3, 128.4, 125.9, 125.8, 125.0,
112.2,82.3,80.8,72.1,71.4,70.8,68.5, 66.0,59.2,53.4,51.1, 37.3, 30.3, 29.8, 28.4, 28.1, 22.0,
14.3. MS (ESI): m/z [M+H]* calcd for Ca1HeoN3012*: 786.4177, found: 786.4135

159



Synthesis of GAMBP-Glutamate (10)

HO OH

OH
HO
0]

N\
[ N
NO, N

NH,
S
oy 0

/o\/\o/\/N\/\O/\/O\

EANBP-Alkyne-Glutamate (70 mg, 0.09 mmol, 1.0 eq.), 1-Azido-1-deoxy-B-D-
Glucopyranoside (22 mg, 0.11 mmol, 1.2 eq.), Na2COs (2 mg, 0.02 mmol, 0.2 eq.), proline (2
mg, 0.02 mmol, 0.2 eq.) and ascorbic acid (2 mg, 0.01 mmol, 0.1 eq.) were dissolved in a
mixture of DMF, Water and t-butanol (0.22/0.22/3 mL). The mixture was degassed by three
freeze—pump—thaw cycles then copper sulfate (2 mg, 0.01 mmol, 0.1 eq.) was added and a
last freeze—pump—thaw cycles were performed. Then the mixture was stirred at 65 °C
overnight. After the reaction is completed, the mixture was diluted with water and extracted
with ethyl acetate. The organic layer was dried over anhydrous magnesium sulfate and
evaporated under reduced pressure. Then this product was dissolved in freshly distilled CHCl,
(2 mL) and TFA (1 mL) and stirred at room temperature for 6 h. Then solvents were removed
under reduced pressure and diethyl ether was added and the supernatant was removed. Then
solvent was removed and dried over vacuum and the crude product was purified on HPLC and

lyophilized to afford 54 mg (74%) of pure product.

IH NMR (500 MHz, MeOD) & 7.91 (s, 0.5H), 7.90 (s, 0.5H) 7.87 (d, J = 8.5 Hz, 0.5H), 7.86 (d, J =
8.5 Hz, 0.5H) 7.75 (d, J = 2.0 Hz, 0.5H), 7.73 (d, J = 2.0 Hz, 0.5H), 7.62 (m, 1H), 7.60 — 7.55 (d, J
= 8.5 Hz, 2H), 6.88 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 5.53 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 4.51 (m, 1H), 4.44 (m, 1H), 4.15
(m, 1H), 3.92 — 3.81 (m, 3H), 3.71 — 3.60 (m, 14H), 3.57 — 3.52 (m, 6H), 3.51 — 3.44 (m, 1H),
3.36 (s, 6H), 2.50 (h, J = 5.9, 4.8 Hz, 2H), 2.20 — 2.10 (m, 1H), 2.09 — 1.99 (m, 2H). 13C NMR (126
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MHz, MeOD) § 173.5(2s), 171.8,149.9, 149.4 (2s), 147.2, 147.2,146.1, 137.1 (2s), 129.2, 126.8,
126.6, 126.5, 125.8, 123.5, 113.5, 89.5, 89.5, 81.1, 78.5(2s), 78.5, 74.0(2s), 73.1, 71.5, 70.9,
69.7, 68.1(2s), 62.4, 59.2, 52.0, 40.2(2s), 31.8, 30.5, 29.0, 26.7, 23.7. MS (ESI): m/z [M+H]*
calcd for C3gHsaNgO15*: 835.3725, found: 835.3690.

Synthesis of GAMBP (11)

OH
HO o
HO
0
N\
[ N
NO, N

/O\/\O/\/N\/\O/\/O\

EANBP-Alkyne (20 mg, 0.040 mmol, 1 eq.), 1-Azido-1-deoxy-B-D-Glucopyranoside (10
mg, 49 umol, 1.2 eq.), Na2COs (1 mg, 9 umol, 0.2 eq.), proline (1 mg, 4 umol, 0.2 eq.) and
ascorbic acid (1 mg, 6 umol, 0.1 eq.) were dissolved in a mixture of DMF/Water/t-butanol
(0.11:0.14:1.48 mL). The mixture was degassed by three freeze—pump-thaw cycles then
copper sulfate (1 mg, 48 umol, 0.1 eq.) was added and a last freeze—pump—thaw cycles was
performed. Then the mixture was stirred at 65 °C and kinetic control were carry out by HPLC
until all starting material disappear. After the reaction is completed, the reaction mixture was
diluted with water and extracted with ethyl acetate (three times). The organic layer was dried
over anhydrous magnesium sulfate and evaporated under reduced pressure. The reaction
products were purified using silica gel column chromatography (EtOAc to CH2Cl,/MeOH: 9:1

in vol.) to give 16 mg (57%) of the target compound as an orange oil.
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Rf = 0.14 (CH2Cl/MeOH 9/1: in vol.).'H NMR (400 MHz, MeOD) & 7.87 (s, 0.5H), 7.86 (s, 0.5H),
7.84 (d,J =8.5 Hz, 0.5H), 7.83 (d, /= 8.5 Hz, 0.5H), 7.73 (d, /= 2.0 Hz, 0.5H), 7.71 (d, J = 2.0 Hg,
0.5H), 7.58 — 7.53 (m, 3H), 6.85 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 5.51 (m, 1H), 3.94 — 3.80 (m, 5H), 3.70 —
3.59 (m, 14H), 3.56 — 3.50 (m, 6H), 3.50 — 3.38 (m, 2H), 3.36 (s, 6H).13C NMR (126 MHz, CD3CN)
6 149.6, 149.5, 146.1, 138.3(2s), 129.1, 126.8, 126.3, 126.0, 125.0, 113.1, 88.5, 80.1, 77.9,
73.4(2s),72.6,71.2,70.7,69.1,65.7,65.6, 62.3,59.0, 51.6, 42.8(2s), 28.4. MS (ESI): m/z [M+H]*
calcd for C33H47Ns012%: 706.33, found: 706.33.

Synthesis of (E)-7-(Diethylamino)-4-[2-(dimethylamino)vinyl]-2H-chromen-2-one (13)

To a solution of 7-(diethylamino)-4-methyl-2H-chromen-2-one (6.0 g, 25.94 mmol, 1.0
eq.) in dry DMF (60 mL) was added DMF-DMA (6.95 mL, 51.88 mmol, 2.0 eq.). The reaction
mixture was refluxed for 16 h and a saturated aqueous solution of NaHCO3 was added. The
product was extracted three times with CH;Cl;, dried over Na;SOy, filtered and solvents were
removed under vacuum to afford a brownish solid in quantitative yield. The product was used

without any further purification.

R¢= 0.35 (CH2Clo/EtOAC: 3:7 in vol.) *H NMR (400 MHz, CDCls) 6 7.52 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 7.22 (d,
J=13.0 Hz, 1H), 6.55 (dd, J = 9.0, 2.7 Hz, 1H), 6.49 (d, J = 2.7 Hz, 1H), 5.85 (s, 1H), 5.22 (d, J =
13.0 Hz, 1H), 3.40 (g, J = 7.1 Hz, 4H), 2.99 (s, 6H), 1.19 (t, J = 7.1 Hz, 6H).
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Synthesis of 7-(diethylamino)-2-oxo-2H-chromene-4-carbaldehyde (14)

In a solution of (E)-7-(Diethylamino)-4-[2-(dimethylamino)vinyl]-2H-chromen-2-one
(3.71 g, 12.96 mmol, 1.0 eq.) in 100 mL of a mixture THF/H,0 (1:1 in vol.) was slowly added at
0°C NalO4 (8.31 g, 38.87 mmol, 3.0 eq.). The reaction mixture was stirred for 1 h and when all
starting material was consumed the solution was filtered and washed with CH,Cl,. The filtrate
was then concentrated under vacuum and a diluted using a saturated aqueous solution of
NaHCOs. The aqueous layer was extracted four times with CH,Cl, and the combined organic
layers were dried over Na;SQy, filtered and solvent were removed under vacuum to afford the

product in quantitative yield.

1H NMR (400 MHz, CDCls) 6 10.03 (s, 1H), 8.31 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 6.63 (dd, J = 9.2, 2.7 Hz, 1H),
6.53 (d, J = 2.7 Hz, 1H), 6.46 (s, 1H), 3.43 (q, J = 7.1 Hz, 4H), 1.22 (t, J = 7.1 Hz, 6H).

Synthesis of 7-(diethylamino)-4-(hydroxymethyl)-2H-chromen-2-one (15)

OH

To a solution of 7-(diethylamino)-2-oxo-2H-chromene-4-carbaldehyde (200 mg, 0.82
mmol, 1.0 eq.) in 80 mL of THF at 0 °C was slowly added NaBH4 (62 mg, 1.63 mmol, 2.0 eq.).

Then the solution was allowed to warm at room temperature and stirred for 5 h at room
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temperature. Then a saturated aqueous solution of NaHCO3 was added and the organic layer
was separated. The aqueous layer was extracted with CH,Cl; and the combined organic layers
were dried with MgSOa4. The solvent was removed under reduced pressure and the residue
was purified using silica gel chromatography (Heptane/EtOAc: 10:0 to 7:3 in vol.) to afford 120
mg (60%) of pure product.

1H NMR (400 MHz, CDCls) 6 7.27 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 6.51 (dd, J = 9.0, 2.6 Hz, 1H), 6.40 (d, J =
2.6 Hz, 1H), 6.26 (s, 1H), 4.79 (s, 2H), 3.35 (q, / = 7.1 Hz, 4H), 1.15 (t, J = 7.1 Hz, 6H).

Synthesis of 3-bromo-7-(diethylamino)-4-(hydroxymethyl)-2H-chromen-2-one (16)

To a solution of 7-(diethylamino)-4-(hydroxymethyl)-2H-chromen-2-one (240 mg, 0.97
mmol, 1.0 eq.) in 2 mL of dried acetonitrile were added NBS (185 mg, 1.04 mmol, 1.1 eq.) and
NH40Ac (8 mg, 0.1 mmol, 0.1 eq.). The solution was stirred at room temperature for 30 min
and quenched with water and extracted with CH;Cl,. The combined organic layers were dried
over NaySO, filtered and solvent were removed with vacuum. The product was used purified
using silica gel (Heptane/ EtOAc: 10:0 to 6:4 in vol.) to afford 240 mg (76 %) of the pure product

as a yellow solid.

Ri= 0.6 (Heptane/EtOAc: 4:6 in vol.) *H NMR (400 MHz, CDCls) § 7.66 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 6.63
(dd, J=9.1, 2.6 Hz, 1H), 6.49 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 4.96 (m, 2H), 3.41 (q, J = 7.1 Hz, 4H), 2.25 (m,
1H), 1.21 (t, J = 7.1 Hz, 6H). 3C NMR (101 MHz, CDCls3) 6 158.5, 155.3, 151.1, 151.0, 126.6,
109.5, 107.7, 105.4, 97.5, 61.8, 45.0, 12.6. MS (ESI): m/z [M+H]* calcd: 326.0386; found:
326.0392.
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Synthesis of (E)-N,N-bis(2-(2-methoxyethoxy)ethyl)-4-(2-(4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-

dioxaborolan-2-yl)vinyl)aniline (17)

/OM\O/\/ N \/\o/\/o\

To a solution of 1-iodo-4-(2,5,11,14-tetraoxa-8-azapentadecan-8-yl)benzene (530 mg,
1.25 mmol, 1.0 eq.) in 4 mL of anhydrous toluene were added diisopropylamine (0.72 mL, 5.00
mmol, 4.0 eq.) and Vinylboronic acid pinacol ester (0.30 mL, 1.75 mmol, 1.4 eq.). Two freeze-
pump-thaw cycle were carried out and Bis(tri-tert-butylephosphine)palladium(0) (64 mg, 0.13
mmol, 0.1 eq.) was added and a last freeze-pump-thaw cycle was performed. The reaction
was stirred at 90 °C for 2 h and when all starting material was consumed, the solvent was
removed under reduced pressure and the residue were poured in a saturated aqueous
solution of NaHCOs3 and extracted three times with CH,Cl,. Then combined organic layers were
dried over Na;SOasto afford the product as a dark violet oil. The crude product was purified on
a silica pad, washed with Heptane then eluted with ethyl acetate to afford 520 mg (92%) of

pure product as an orange-brown oil.

IH NMR (400 MHz, CDCls) & 7.35 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 7.30 (d, J = 18.4 Hz, 1H), 6.65 (d, J = 8.9 Hz,
2H), 5.89 (d, J = 18.4 Hz, 1H), 3.66 — 3.57 (m, 12H), 3.55 — 3.50 (m, 4H), 3.38 (s, 6H), 1.30 (s,
12H).13C NMR (101 MHz, CDCls) & 149.8, 148.5, 129.4, 128.7, 125.9, 111.6, 83.2, 72.1, 70.8,
68.6,59.2, 51.1, 25.0. MS (ESI): m/z [M+H]* calcd for C2sH41BNOg": 450.3027, found: 450.3064.
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Synthesis of (E)-3-(4-(bis(2-(2-methoxyethoxy)ethyl)amino)styryl)-7- (diethylamino)-4-

(hydroxymethyl)-2H-chromen-2-one (18)

0]

1

0]

. \N
ool
LNK (0] (e} H

O<

To a microwave tube were added, 3-bromo-7-(diethylamino)-4-(hydroxymethyl)-2H-
chromen-2-one (32 mg, 0.14 mmol, 1.00 eq.), K2CO3 (19 mg, 0.14 mmol, 1.00 eq.) and a
solution of (E)-N,N-bis(2-(2-methoxyethoxy)ethyl)-4-(2-(4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-
dioxaborolan-2-yl)vinyl)aniline (80 mg, 1.8 mmol, 1.3 eq.) in 2 mL of DME. Then 2 mL of water
was added and two freeze-pump-thaw cycle were applied and Pd(PPhs)s4 (3 mg, 2 umol, 0.02
eg.) was introduced. Then a last freeze-pump-thaw was carried out and the flask was heated
at 105 °C and stirred during 45 min using a microwave apparatus. Then a saturated aqueous
solution of NaHCO3 was added and the product was extracted three times with EtOAc. The
combined organic layers were dried over Na,SO;, filtered, and concentrated under vacuum.
The crude product was purified on silica gel (Heptane/EtOAc: 7:3 to 5:5 in vol.) to afford the

product (60%) as an orange oil.

Ri= 0.6 (EtOAc) 'H NMR (400 MHz, CDCls) & 7.63 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 7.44 (d, J = 16.1 Hz, 1H),
7.40-7.37 (m, 2H), 7.00 (d, J = 16.1 Hz, 1H), 6.69 — 6.65 (m, 2H), 6.61 (dd, J = 9.1, 2.6 Hz, 1H),
6.49 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 4.95 (s, 2H), 3.67 —3.57 (m, 12H), 3.56 —3.51 (m, 4H), 3.41 (g, ) = 7.1,
4H), 3.38 (s, 6H) 1.20 (t, J = 7.1 Hz, 6H). 33C NMR (101 MHz, CDCl3) 6 161.7, 154.8, 149.8, 147.7,
1445, 135.2,128.2,126.0, 118.4, 116.0, 111.7, 109.0, 108.6, 97.6, 72.0, 70.6, 68.5, 59.1, 57.9,
51.0, 44.8, 29.7, 12.54. MS (ESI): m/z [M+H]* calcd for C3;HasN,O7": 568.3227, found:
568.3211.
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Synthesis of (E)-2-ammonio-5-((3-(4-(bis(2-(2-methoxyethoxy)ethyl)amino)styryl)-7-

(diethylamino)-2-oxo0-2H-chromen-4-yl)methoxy)-5-oxopentanoate (19)

To a solution of (E)-3-(4-(bis(2-(2-methoxyethoxy)ethyl)amino)styryl)-7-
(diethylamino)-4-(hydroxymethyl)-2H-chromen-2-one (20 mg, 0.035 mmol, 1.00 eq.) in 2 mL
of CH,Cl, were added at 0 °C 5-(tert-butoxy)-4-{[(tert-butoxy)carbonyllamino}-5-oxopentanoic
acid (21.3 mg, 0.070 mmol, 2.00 eq.), DIC (8.2 uL, 0.053 mmol, 1.50 eq.) and DMAP (0.2 mg,
1.8 umol, 0.05 eq.). After one hour of stirring the solution was allowed to warm at room
temperature and the reaction mixture was stirred overnight. When all starting materials were
consumed a saturated aqueous solution of NaHCO3 was added and extracted with CHCl,. The
organic layer was dried over MgSOQ,, filtered and solvent was removed under vacuum. The
orange crude oil was then diluted in 1 mL of dried CH2Cl; and 0.5 mL of TFA was added and
the solution was stirred for 16h at room temperature. Then solvents were fastly removed
using vacuum and purified using HPLC prep (Water 0.1% TFA/ MeCN : 10:0 to 0:10) during 30

min to afford 17 mg (53 %) of the pure product.

1H NMR (700 MHz, DMSO) & 7.58 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 7.40 (d, J = 16.0 Hz, 1H), 7.38 (d, J = 8.3
Hz, 2H), 6.98 (d, J = 16.0 Hz, 1H), 6.75 (dd, J = 9.2, 2.5 Hz, 1H), 6.71 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 6.57 (d,
J = 2.5 Hz, 1H), 5.43 (s, 2H), 5.34 (m, 1H), 3.60 — 3.52 (m, 13H), 3.46 (m, 8H), 3.26 (s, 6H), 2.03
(m, 2H), 1.96 —1.90 (m, 2H), 1.15 (t, J = 7.0 Hz, 6H). 13C NMR (176 MHz, DMSO) 6 176.9, 171.7,
160.1, 154.0, 149.7, 147.7, 140.9, 134.3, 128.0, 126.4, 124.8, 117.8, 115.9, 111.5, 109.3, 107.8,
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96.5,71.3,69.7,67.967.8,58.5,58.1,50.2,44.0, 25.5, 24.6, 12.4. MS (ESI) : m/z [M+Na]* calcd
for C33Ha3sN3NaOs*: 720.3472; found : 720.3491.

Synthesis of 7-(diethylamino)-3-{2-[4-(dimethylamino)phenyl]lethenyl}-2-oxo0-2H-

chromene-4-carbaldehyde (20)

In a round bottom flash were added 7-(diethylamino)-2-oxo-2H-chromene-4-
carbaldehyde (1.583 g, 6.45 mmol, 1 eq.), toluene (30 mL), ethylene glycol (0.43 mL, 7.75
mmol, 1.2 eq.) and pTsOH (111.1 mg, 0.65 mmol, 0.1 eq.). The mixture was heated up
overnight and the water was removed by a Dean Stark apparatus. After 16h the mixture was
concentrated under vacuum to remove toluene and the residue was dissolved in CH2Cl; and
poured into water. The aqueous layer was extracted with CH,Cl,. The combined organic layers
were dried over MgSQ., filtered and concentrated under vacuum. The crude product was
purified by chromatography column (CH2Cl,/Heptane: 8:2 to 9:1 in vol.) to afford 1.77 g (95%)

of pure product.

1H NMR (400 MHz, CDCls) 6 7.58 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 6.58 (dd, J = 9.1, 2.6 Hz, 1H), 6.50 (d, J =
2.6 Hz, 1H), 6.27 (s, 1H), 6.07 (s, 1H), 4.08 (s, 4H), 3.41 (q, J = 7.1 Hz, 4H), 1.20 (t, J = 7.1 Hz,
6H). 13C NMR (400 MHz, CDCls) § 162.3, 156.8, 150.6, 150.5, 126.2, 108.6, 106.1, 105.7, 99.8,
97.7,65.3, 44.7, 12.4,
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Synthesis of 3-bromo-7-(diethylamino)-4-(1,3-dioxolan-2-yl)-2H-chromen-2-one (21)

o
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To a solution of 7-(diethylamino)-3-{2-[4-(dimethylamino)phenyl]ethenyl}-2-oxo-2H-

chromene-4-carbaldehyde (1.05 g, 3.63 mmol, 1 eq.) in 30 mL of dry MeCN was added NH40Ac
(28 mg, 0.36 mmol, 0.1 eq.) and NBS (711 mg, 4 mmol, 1.1 eq.). The reaction was stirred at
room temperature for 1h30. Then the mixture was poured into water and extracted using
EtOAc. The organic layers were dried over MgSOy, filtered and evaporated under vacuum. The
crude product was purified using column chromatography (CH,Cl,/Heptane: 0:10 to 8:2) to
afford 0.82 g (62%) of pure product.

1H NMR (400 MHz, CDCls) 6 7.78 (d, J = 9.3 Hz, 1H), 6.57 (d, ) = 9.2 Hz, 1H), 6.48 (d, J = 2.5 Hz,
1H), 6.24 (d, J = 1.3 Hz, 1H), 4.38 — 4.28 (m, 2H), 4.19 — 4.10 (m, 2H), 3.40 (q, J = 7.2 Hz, 4H),
1.20 (t, J = 7.1 Hz, 6H). 13C NMR (400 MHz, CDCls) 6 158.0, 155.3, 150.3, 145.9, 126.7, 108.9,
107.6, 106.2, 104.2, 97.4, 65.4, 44.8, 12.4

Synthesis of 7-(diethylamino)-3-[(E)-2-[4-(dimethylamino)phenyl]ethenyl]-4-(1,3-

dioxolan-2-yl)-2H-chromen-2-one (22)

A dry round bottom flask was charged with 4-ethenyl-N,N-dimethylaniline (72 mg, 0.49
mmol, 1.80 eq.) and 3-bromo-7-(diethylamino)-4-(1,3-dioxolan-2-yl)-2H-chromen-2-one (100
mg, 0.27 mmol, 1.00 eq.). The flask was degased and filled with Ar three times then, dried
toluene (1.35 mL) and EtsN (0.04 mL, 0.27 mmol, 1.00 eq) were added. The flask was frozen,
degased and filled with Ar two times then tetrakis(triphenylphosphine)palladium (15.7 mg,

0.014 mmol, 0.05 eq) was added and a last freeze-pump-thaw cycle was applied. The flask was
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allowed to warm up to room temperature and then heated up to 100 °C and stirred overnight
Then water was added and extracted 3 times with EtOAc. The combined organic layers were
washed with brine, dried over MgSQ, filtered and concentrated under vacuum. The crude
product was purified by column chromatography (Heptane/CH,Cl; 10:0 to 1:9) to afford the

pure product.

1H NMR (400 MHz, CDCls) 6 7.78 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 7.42 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 7.05 (d, J =
16.2 Hz, 1H), 6.97 (d, J = 16.2 Hz, 1H), 6.70 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 6.55 (dd, J = 9.2, 2.7 Hz, 1H), 6.49
(d,J=2.7 Hz, 1H), 6.11 (s, 1H), 4.35 — 4.26 (m, 2H), 4.13 — 4.02 (m, 2H), 3.40 (q, ) = 7.0 Hz, 4H),
2.99 (s, 5H), 1.20 (t, J = 7.0 Hz, 6H).

Synthesis of 7-(diethylamino)-4-(1-hydroxybut-3-yn-1-yl)-2H-chromen-2-one (24)

HO

Activation of Zn dust:

Dust Zn (2 g) was washed with diluted HCI (2M), H20 (3x), EtOH (x2) and dried diethyl

ether anhydrous (x2).

Activated zinc (1.79 g, 27.3 mmol, 6.4 eq.) was suspended in 14 mL of freshly distilled
THF and propargylbromide (1.27 mL, 11.4 mmol, 2.7 eqg.) was added dropwise at 0 °C. The
reaction mixture was stirred at 0 °C for 1h30 then the resulting solution of 3-bromopropyne
zinc in THF was slowly added to the aldehyde (1,05 g, 4.27 mmol, 1 eq.) under Ar. The solution
was stirred at room temperature for 1h30. When all starting material were consumed, the
reaction was stopped by adding a saturated aqueous solution of NH4Cl and extracted with
CHCl,. The organic layer was dried over anhydrous Na;SOs, filtered and concentrated under
reduced pressure. The product was purified on column chromatography (CH2Cl/EtOAc: 10:0

to 9:1 in vol.) to afford 829 mg (68%) as a pure product.
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'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) & 7.37 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 6.51 (dd, /= 9.1, 2.6 Hz, 1H), 6.38
(d, J = 2.6 Hz, 1H), 6.25 (s, 1H), 5.10 (dd, J = 7.1, 4.7 Hz, 1H), 3.92 (s, 1H), 3.33 (q, J = 7.1 Hz,
4H), 2.77 (dd, J = 4.7, 2.7 Hz, 1H), 2.73 (dd, J = 4.7, 2.7 Hz, 1H), 2.61 (dd, J = 7.2, 2.7 Hz, 1H),
2.56 (dd, J=7.2, 2.6 Hz, OH), 2.07 (t, J = 2.6 Hz, 1H), 1.13 (t, J = 7.1 Hz, 6H).

Synthesis of 3-bromo-7-(diethylamino)-4-(hydroxymethyl)-2H-chromen-2-one (25)

HO

To a solution of 7-(diethylamino)-4-(hydroxymethyl)-2H-chromen-2-one (894 mg, 3.62
mmol, leq) in dry acetonitrile (18 mL) were added NBS (707 mg, 3.98 mmol, 1.1 eq.) and
NH40Ac (28 mg, 0.36 mmol, 0.1 eq.). The reaction mixture was then stirred for 40 min and a
saturated aqueous solution of NaHCO3z was added and extracted three times with EtOAc. The
combined organic layers were dried over MgSQy, filtered and concentrated under vacuum.
The crude product was purified using column chromatography (Heptane/ EtOAc: 10:0 to 5:5

in vol.) to afford 1.05 g (92%) of pure product.

IH NMR (400 MHz, CDCls) 6 8.23 (d, J = 9.4 Hz, 1H), 6.56 (dd, J = 9.4, 2.7 Hz, 1H), 6.42 (d, J =
2.7 Hz, 1H), 5.58 (m, 1H), 3.39 (q, J = 7.1 Hz, 6H), 2.89 (m, 1H), 2.73 (m, 1H), 2.10 (t, J = 2.6 Hz,
1H), 1.19 (t, J = 7.1 Hz, 6H). 3C NMR (400 MHz, CDCls) & 158.3, 155.4, 152.8, 150.6, 127.8,
108.9, 106.4, 104.3, 97.5, 79.6, 73.8, 71.7, 44.8, 26.1, 12.6. MS (ESI): m/z [M+H]* calcd for
C17H19BrNOs*: 364.0543, found: 364.0530.

171



Synthesis of (E)-7-(diethylamino)-3-((E)-3-(4-(dimethylamino)phenyl)allylidene)-4-oxo-

1,2,3,4-tetrahydrocyclopentalclchromen-1-yl 4-methoxybenzoate (26)

HO
=

Under an argon atmosphere, a microwaved tube was filled with N,N-dimethyl-4-[(E)-
2-(4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)ethenyl]aniline (91 mg, 0.33 mmol, 1.3 eq.),
K2COs3 (35.3 mg, 0.26 mmol, 1 eq.), and 3-bromo-7-(diethylamino)-4-(1-hydroxybut-3-yn-1-yl)-
2H-chromen-2-one (93 mg, 0.26 mmol, 1 eq.). To this was added 1,2-dimethoxyethane (3 mL)
and distilled water (1 mL). The mixture was degassed by two “freeze-pump-thaw” cycles
before adding tetrakis(triphenylphosphine)palladium (3.5 mg, 3 umol, 0.02 eq.) and a last
cycle was applied. The tube was allowed to warm up to room temperature and was heated at
105 °C during 45 min using a microwave apparatus. The reaction mixture was then poured
into NaHCO3 and extracted with EtOAc. The combined organic layers were dried over MgSQOa4,
filtered, and concentrated under vacuum. The product was purified on preparative TLC
(EtOAc/heptane 5:5 in vol.) to afford 42.5 mg (39%) of product as a reddish solid. The product
was diluted in 25 mL of CH,Cl; and irradiated using a LED-apparatus for 2h to afford the trans

product in quantitative yield.
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Cis Isomer (26a):

Rf = 0.74 (EtOAc /heptane 5:5 in vol.),'H NMR (500 MHz, CDCls): § 7.67 (d, ) = 8.9 Hz, 1H), 7.30
(d, ) = 8.8 Hz, 2H), 7.18 (d, J = 11.4 Hz, 1H), 6.73-6.66 (m, 3H), 6.59 (dd, J = 8.9, 2.5 Hz, 1H),
6.54—6.49 (m, 2H), 5.46 (dd, J = 7.9, 2.9 Hz, 1H), 3.38-3.30 (m, 5H), 2.97 (s, 6H), 2.82 (m, 1H),
1.18 (t, J = 7.0 Hz, 6H).13C NMR (126 MHz, CDCls): & 159.5 (2C), 156.5, 155.1, 150.4, 150.0,
135.4,133.3,127.7,126.1,124.0,122.6,120.1, 112.7,109.3,107.2,97.7,72.8,44.9,40.7, 29.8,
12.7.

Trans Isomer (26b):

IH NMR (700 MHz, CD,Cl2) 6 7.98 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 7.38 (d, J = 9.7 Hz, 1H), 7.32 (d, J
= 8.4 Hz, 2H), 7.27 (d, J = 11.5 Hz, 1H), 6.92 (d, J = 9.0 Hz, 2H), 6.77 (m, 1H), 6.67 (d, J = 8.4 Hz,
2H), 6.64 — 6.60 (m, 2H), 6.59 — 6.56 (m, 2H), 3.84 (s, 3H), 3.60 — 3.53 (m, 1H), 3.42 (q, ) = 7.1
Hz, 4H), 2.96 (s, 7H), 1.19 (t, J = 7.1 Hz, 6H), 3C NMR (176 MHz, CD,Cl,) § 166.2, 164.3, 159.1,
156.9,152.1, 151.0,150.7, 136.1, 134.0, 132.3, 128.0, 126.5, 126.1, 124.3, 122.7, 122.6, 122.2,
114.3,112.8, 109.8, 107.2, 97.9, 74.4, 56.1, 45.3, 40.7, 37.0, 12.8. MS (ESI): m/z [M+Na]* calcd
for CasHs7N20s*: 565.2697, found : 565.2701.

Synthesis of tert-butyl 2-{[(tert-butoxy)carbonyllamino}-5-{[(3Z)-7-(diethylamino)-4-

oxo-3-[(2E)-3-[4-(2,5,11,14-tetraoxa-8-azapentadecan-8-yl)phenyl]prop-2-en-1-y (32)

E)

\
0
@Oo 1

Under an argon atmosphere, a microwaved tube was filled with N,N-dimethyl-4-[(E)-

1-[(E)-2-(4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)ethenyl]-4-(2,5,11,14-tetraoxa-8-
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azapentadecan-8-yl)benzene (81.4 mg, 0.18 mmol, 1.3 eq.), K2COs3 (20.8 mg, 0.15 mmol, 1.0
eq.), and 3-bromo-7-(diethylamino)-4-(1-hydroxybut-3-yn-1-yl)-2H-chromen-2-one (55 mg,
0.15 mmol, 1.0 eq.). To this was added 1,2-dimethoxyethane (3 mL) and distilled water (1 mL).
The mixture was degassed by two “freeze-pump-thaw” cycles before adding
tetrakis(triphenylphosphine)palladium (17.5 mg, 15 umol, 0.1 eq.) and a last cycle was
applied. The tube was allowed to warm up to room temperature and was heated at 105 °C
during 45 min using a microwave apparatus. The reaction mixture was then poured into
NaHCOs and extracted with EtOAc. The combined organic layers were dried over MgSQOa,
filtered, and concentrated under vacuum. Then the crude product was diluted in 2 mL of
anhydrous CHCl, and 5-(tert-butoxy)-4-{[(tert-butoxy)carbonyllamino}-5-oxopentanoic acid
(21.34 mg, 0,07 mmol, 2.00 eq.), DIC (8.2 pL, 53 umol, 1.50 eq) and DMAP (0.21 mg, 1.8 umol,
0.05 eq.) were added at 0°C. After one hour of stirring the solution was allowed to warm at
ambient temperature and the reaction was stirred overnight. When all starting materials were
consumed a saturated aqueous solution of NaHCO3 was added and extracted with CH,Cl,. The
organic layer was dried over MgSQ, filtered and solvent was removed under vaccum. The
orange crude oil was then purified using HPLC prep (Water 0.1% TFA/ MeCN: 40/60) to afford

4.4 mg (10%) of pure product.

NMR: *H NMR (400 MHz, CDCls) 6 7.39 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.33 (d, J = 11.4 Hz, 2H), 7.04 (s, 2H),
6.82 (s, 1H), 6.67 — 6.58 (m, 3H), 6.43 (s, 1H), 5.09 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 4.25 (s, 1H), 3.76 — 3.31
(m, 34H), 3.22 —3.13 (m, 1H), 2.97 — 2.80 (m, 2H), 2.47 (qd, J = 15.4, 13.7, 7.9 Hz, 3H), 2.24 (d,
J =20.9 Hz, 2H), 1.91 (s, 1H), 1.44 (dd, J = 13.4, 5.2 Hz, 18H), 1.21 (t, J = 7.0 Hz, 6H). 13C NMR
(126 MHz, CDCls) 6 171.3, 170.3, 157.7, 155.2, 154.4, 150.2, 149.2, 143.9, 132.2, 132.1, 126.9,
124.5,124.5,123.2,122.5, 121.0, 113.2, 108.6, 108.6, 97.0, 81.4, 81.3, 78.9, 70.9, 69.5, 66.7,
58.1,51.6,44.1, 27.0, 26.9, 11.4.
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Synthesis of di-tert-butyl 2,2'-(phenylazanediyl)diacetate (35)

¢

SL AL K

To a solution of aniline (800 mg, 8.6 mmol, 1.0 eq.) in 8 mL of DMF were added TBAI
(317 mg, 859 umol, 0.1 eq.), tert-butyl bromoacetate (2.8 mL, 18.9 mmol, 2.2 eq.) and DIPEA
(3.3 mL, 18.9 mmol, 2.2 eq.). The reaction was then heated using a microwave apparatus at
120 °C for 1h. Then a saturated aqueous solution of NH4Cl was added and the solution was
extracted using CH,Cl,. The organic layers were dried over Na;SOs, filtered and solvent were
removed using vacuum. The crude product was purified using silica column chromatography

(Heptane/AcOEt : 10:0 to 9:1 in vol.) to afford 2.3 g (81%) of pure product.

Rf = 0.55 (Heptane/AcOEt 7:3 in vol.) H NMR (400 MHz, CDCl3) & 7.20 (m, 2H), 6.74 (m, 1H),
6.58 (m, 2H), 4.00 (s, 4H), 1.45 (s, 18H). 3C NMR (101 MHz, CDCl3) § 170.1, 148.2,129.6, 117.9,
112.2, 81.6, 54.2, 28.2. MS (ESI): m/z [M+H]" calc. for C1gH2sNOa4*: 322.2013 found 322.2022,
m/z [M+Na]* calc. for CigH2sNNaO4*: 344.1832 found 344.1847.

Synthesis of di-tert-butyl 2,2'-((4-iodophenyl)azanediyl)diacetate (36)

¢

SL AN K

To a solution of di-tert-butyl 2,2'-(phenylazanediyl)diacetate (843 mg, 2.6 mmol, 1.0
eq.) in 25 mL of MeCN were added at 0 °C ammonium acetate (20.2 mg, 262 umol, 0.1 eq.)

and NIS (708 mg, 3.2 mmol, 1.2 eq.). The reaction mixture was stirred at room temperature
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for 20h. Then a saturated aqueous solution of NaHCO3 was added and extracted three times
using CH,Cl,. The organic layers were dried over Na,SOyg, filtered and solvent were removed
under vacuum. The crude product was purified over a silica pad (Heptane/AcOEt 10:0 to 8:2

in vol.) to afford 1.1 g (91%) of pure product.

Rf = 0.65 (Heptane/AcOEt 7:3 in vol.) *H NMR (400 MHz, CDCl3) § 7.45 (m, 2H), 6.36 (m,
2H), 3.96 (s, 4H), 1.45 (s, 18H). 13C NMR (101 MHz, CDCls) 6 169.5, 147.7, 137.6, 114.4, 81.7,
79.2, 54.3, 28.1. MS (ESI): m/z [M+H]" calc. for CisH27INO4*: 448.0979 found 448.0980 , m/z
[M+Na]* calc. for CigsH26INNaO4*: 470.0799 found 470.0810.

Synthesis of di-tert-butyl 2,2'-((4-((trimethylsilyl)ethynyl)phenyl) azanediyl)diacetate

(37)

T™MS

LA K

To a solution of di-tert-butyl 2,2'-((4-iodophenyl)azanediyl)diacetate (100 mg, 224
umol, 1.0 eq.) in 1 mL of anhydrous THF were added triethylamine (47 ul, 335 umol, 1.5 eq.)
and ethynyltrimethylsilane (47 pl, 335 umol, 1.5 eq.). Then two freeze-pump-thaw were
carried out. Then PdCly(PPhs), (16.4 mg, 22.4 umol, 0.1 eq.) and Cul (4.3 mg, 22.4 umol, 0.1
eg.) were added and a last freeze-pump-thaw cycle was applied. The resulting solution was
heated at 40 °C for 2h using a microwave apparatus. Then a saturated aqueous solution of
NaHCOs was added and extracted three times using CH;Cl,. The organic layers were dried over
Na;S0s, filtered and solvent were removed under vacuum. The crude product was purified

over a silica pad (Heptane/AcOEt 10:0 to 8:2 in vol.) to afford 92 mg (99%) of pure product.
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Rf = 0.65 (Heptane/AcOEt 8:2 in vol.) *H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 7.32 (d, J = 9.0 Hz, 2H), 6.48
(d, J = 9.0 Hz, 2H), 4.00 (s, 4H), 1.44 (s, 18H), 0.22 (s, 9H). 3C NMR (101 MHz, CDCls) 6 169.6,
147.3, 133.0, 105.9, 95.6, 91.5, 81.8, 81.6, 54.3, 27.9, 0. MS (ESI): m/z [M+H]* calc. for
C23H3sNO4Si* : 418.2408 found 418.2421, m/z [M+Na]* calc. for CasH3sNNaO4Si* : 440.2228
found 440.2243
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Synthesis of di-tert-butyl 2,2'-((4-ethynylphenyl)azanediyl)diacetate (38)

S K

To a solution of tert-butyl (4-ethynylphenyl)glycinate (900 mg, 3.9 mmol, 1.0 eq.) in 8 mL of
DMF were added tert-butyl 2-bromoacetate (632 ul, 4.3 mmol, 1.1 eq.), TBAI (144 mg, 389
umol, 0.1 eq.) and DIPEA (746 pl, 4.3 mmol, 1.1 eq.). The reaction mixture was heated at 140
°C for 1h using a microwave apparatus. Then a saturated aqueous solution of NH4Cl was added
and extracted using CH,Cl,. The organic layers were dried over Na,SOs, filtered and solvent
were removed using vacuum. The crude product was purified using a silica pad

(Heptane/AcOEt 10:1 to 9:1 in vol.) to afford the 1.2 g (91%) of pure product.

Rf = 0.48 (Heptane/AcOEt 7:3 in vol.) *H NMR (400 MHz, CDCls) & 7.35 (m, 2H), 6.50 (m, 2H),
4.00 (s, 4H), 1.45 (s, 18H). 13C NMR (400 MHz, CDCl3) 6 169.7, 148.3,133.3,111.9, 110.8, 84.8,
82,75.1,54.4,28.1 MS (ESI) : m/z [M+H]* calc. for CooH2sNO4* : 346.2013 found 346.2019, m/z
[M+Na]* : C20H27NNaO4* : 368.1832 found 368.1845.

Synthesis of tetra-tert-butyl 2,2',2",2""'-((buta-1,3-diyne-1,4-diylbis(4,1-phenylene))bis

(azanetriyl))tetraacetate. (39)
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To a solution of di-tert-butyl 2,2'-((4-
((trimethylsilyl)ethynyl)phenyl)azanediyl)diacetate (92 mg, 0.2 mmol, 1.0 eq.) in 1 mL of
freshly distilled THF was added a 1M solution of TBAF in THF (0.3 ml, 0.3 mmol, 1.1 eq.). The
solution was stirred for 16h at room temperature. Then water was added and extracted three
times using CHCl,. The organic layers were dried over Na SO, filtered and solvent were
removed under vacuum. The crude product was purified over a silica pad (Heptane/AcOEt

10:0 to 8:2 in vol.) to afford 64 mg (55%) of pure product.

1H NMR (400 MHz, CDCl3) & 7.37 (m, 4H), 6.50 (m, 4H), 4.01 (s, 8H), 1.46 (s, 36H). 13C NMR
(101 MHz, CDCls) 6 169.6, 148.4, 133.8, 111.9, 110.7, 82.1, 72.8, 54.4. MS (ESI): m/z [M+H]*
calc. for CaoHs3N2Os*: 689.3796 found 689.3812

Synthesis of tert-butyl (4-ethynylphenyl)glycinate (41)

HN\j.J\O)<

To a solution of 4-ethynylaniline (500 mg, 4.3 mmol, 1.0 eq.) in 4 mL of anhydrous DMF were
added tert-butyl 2-bromoacetate (1.3 mL, 8.5 mmol, 2.0 eq.), TBAI (158 mg, 427 umol, 0.1 eq.)
and DIPEA (1.5 mL, 8.5 mmol, 2.0 eq.). The reaction was then heated at 140 °C for 1h using a
microwave apparatus. Then a saturated aqueous solution of NH4Cl was added and extracted
using CH,Cl,. The organic layers were dried over Na;SO, filtered and solvent were removed

under vacuum. The product was used without further purification.

Rf = 0.48 (Heptane/AcOEt 7:3 in vol.) *H NMR (400 MHz, CDCls) 6 7.33 (t, J = 9.1 Hz, 2H), 6.50
(d, J = 9.1 Hz, 2H), 4.00 (s, 2H), 1.45 (s, 9H).MS (ESI) : m/z [M+H]* calc. for Ci4aH1sNO>*:
232.1332 found 232.1328.
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Synthesis of di-tert-butyl 2,2'-((4-(3-(7-(diethylamino)-1-hydroxy-4-oxo-1,4-

dihydrocyclopentalc] chromen-3(2H)-ylidene)prop-1-yn-1-yl)phenyl)azanediyl)(Z)-diacetate

(42)

To a solution of 3-bromo-7-(diethylamino)-4-(1-hydroxybut-3-yn-1-yl)-2H-chromen-2-one
(70.3 mg, 193 umol, 1.0 eq.) in 6 mL of freshly distilled diisopropylamine was added di-tert-
butyl 2,2'-((4-ethynylphenyl)azanediyl)diacetate (100 mg, 289 umol, 1.5 eq.). Then two freeze-
pump-thaw were carried out. Then PdCly(PPhs); (14.1 mg, 19.3 umol, 0.1 eq) and Cul (7.4 mg,
38.6 umol, 0.2 eq.) were added and a last freeze pump thaw was applied. The reaction mixture
was heated at 120 °C for 1h using a microwave apparatus. Then a saturated aqueous solution
of NH4Cl was added and extracted three times using CH,Cl,. The organic layers were dried over
NazS0,, filtered and solvent were removed using vacuum. The crude product was purified
using TLC prep (AcOEt/Heptane 8:2 in vol.) to afford 31 mg (26%) of pure cis product. The
product was diluted in 25 mL of CH.Cl, and irradiated using a LED-apparatus for 2h to afford

the trans product.

Rf = 0.44 (Heptane/AcOEt 5:5 in vol.)

Isomeére cis :

IH NMR (700 MHz, CD,Cl,) § 7.77 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 7.42 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 6.66 (dd, J = 8.8,
2.3 Hz, 1H), 6.56 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 6.52 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 5.74 (s, 1H), 5.38 (m, 1H), 4.04 (s,
4H), 3.46 (q, ) = 7.1 Hz, 4H), 3.26 (m, 1H), 2.82 (m, 1H), 1.50 (s, 18H), 1.25 (t, J = 7.1 Hz, 6H).23C
NMR (176 MHz, CD,Cl;) 6 169.6, 159.9, 157.6, 157.1, 151.2, 147.7, 143.8, 132.4, 126.8, 118.4,
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113.2, 111.9, 109, 106.3, 100.6, 96.9, 96.2, 87.5, 81.7, 71.7, 54.3, 44.8, 44.4, 27.9, 12.3. MS
(ESI): m/z [M+H]* calc. for C37HasN207*: 629.3221 found 629.3228 , m/z [M+Na]* calc. for
C37H41N2NaO7*: 651.3041 found 651.3041.

Isomeére trans:

IH NMR (700 MHz, CD,Cl5) 6 7.74 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 7.36 (m, 2H), 6.70 (dd, J = 8.9, 2.4 Hz, 1H),
6.60 (m, 2H), 6.57 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 5.52 (s, 1H), 5.35 (m, 1H), 4.05 (s, 4H), 3.52 (m, 1H), 3.48
(9,) = 7.2 Hz, 4H), 2.91 (m, 1H), 1.50 (s, 18H), 1.26 (t, J = 7.2 Hz, 6H).13C NMR (176 MHz, CD,Cl,)
6169.5,158.7,157.7,156.9, 151.1, 147.5, 133, 126.5, 118.4,112.6,112.5,111.9, 109.2, 106.5,
101.4,97.3,96.7, 87.1, 81.8, 72.1, 54.3, 40.9, 30.6, 27.8, 12.3. MS (ESI): m/z [M+H]" calc. for
C37H4s5N207%:629.3221 found 629.3228 , m/z [M+Na]* calc. for C37H41N2NaO7*: 651.3041 found
651.3041.

Synthesis of (E)-5-(3-(3-(4-(bis(2-(tert-butoxy)-2-oxoethyl)amino) phenyl)prop-2-yn-1-

ylidene)-7-(diethylamino)-4-oxo-1,2,3,4-tetrahydrocyclopenta [c]Jchromen-1-yl) 1-(tert-butyl)

(tert butoxycarbonyl) glutamate (43)

BocHN

To a solution of di-tert-butyl 2,2'-((4-(3-(7-(diethylamino)-1-hydroxy-4-oxo-1,4-
dihydrocyclopenta[c] chromen-3(2H)-ylidene)prop-1-yn-1-yl)phenyl)azanediyl)(Z)-diacetate
in 5 mL of freshly distilled CH,Cl, were added 5-(tert-butoxy)-4-((tert-butoxycarbonyl) amino)-
5-oxopentanoic acid (16 mg, 52 umol, 1.1 eq.), la DMAP (2.9 mg, 24 umol, 0.5 eq.) and ET3N
(15 pl, 0.10 mmol, 2.2 eq.). The solution was cooled at 0 °C and EDC (10 mg, 52 umol, 1.1 eq.)
was added. The resulting mixture was stirred for 30 min and then the solution was allowed to

warm at room temperature and the reaction was stirred for 16h. The reaction was monitored
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using HPLC. Then EDC, triethylamine and 5-(tert-butoxy)-4-((tert-butoxycarbonyl) amino)-5-
oxopentanoic acid were added amount wised until all starting material was consumed. The
solution was then treated using a pH=5 aqueous solution of citric acid and extracted three
time using CHCl,. The organic layers were dried over Na;SOa, filtered and solvent was
removed using vacuum. The crude product was purified using TLC prep (Heptane/AcOEt 5:5

in vol.) to afford the pure product.

Rf = 0.51 (Heptane/AcOEt, 5:5) H NMR (400 MHz, CDCls) & 7.30 (m, 3H), 6.73 (m, 1H), 6.60
(m, 1H), 6.55 (d, 1H), 6.53 (m, 2H), 6.41 (m, 1H), 5.08 (s, 1H), 4.01 (s, 4H), 3.43 (q, J = 7.1 Hz,
4H), 2.42 (m, 2H), 2.20 (s, 2H), 1.92 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 1.46 (s, 27H), 1.42 (s, 9H), 1.25 (t, ) = 7.1
Hz, 6H).

2.2. Synthesis of photolabile nicotine precursors

Synthesis of 7-(diethylamino)-4-(hydroxymethyl)-3-iodo-2H-chromen-2-one (45) :

HO

To a stirred solution of 7-(diethylamino)-4-(hydroxymethyl)-2H-chromen-2-one (100
mg, 0,40 mmol, 1 eq.) in 3 mL of CHCl; at 0 °C were added successively N-iodosuccinimide (101
mg, 0.44 mmol, 1.1 eq.) and BF3.Et20 (25 pL, 0.20 mmol, 0.5 eq.). The resulting mixture was
allowed to warm up to room temperature, and stirred in the dark for 2 h. The reaction mixture
was quenched with a saturated aqueous solution of NaHCOs3, then extracted with CH,Cl,. The

organic layer was dried over MgSOQ,, filtered and concentrated under reduced pressure. The
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crude was purified using column chromatography of silica gel (Heptane/EtOAc, 10:0 to

7.5:2.5), to give 101 mg (67%) of pure product as a bright yellow solid.

Ri= 0.4 (heptane/EtOAc: 5:5 in vol.) H NMR (500 MHz, CDCls) § 7.61 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 6.52
(dd, ) =9.1, 2.6 Hz, 1H), 6.41 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 4.81 (s, 2H), 3.34 (q, J = 7.1 Hz, 4H), 1.14 (t, ) =
7.1 Hz, 6H).13C NMR (101 MHz, CDCls) & 159.1, 155.9, 155.8, 151.0, 126.6, 109.2, 107.8, 97.1,
83.1,77.4,77.1, 76.7, 66.8, 44.8, 12.5. MS (ESI) [M+Na]* calcd for C1aH16INNaO3*: 393.0073,
found 393.0074.

Synthesis of 2-ethenyl-1,3-benzothiazole (47):

(Lo

To a solution of 2-chlorobenzothiazole (400 mg, 2.36 mmol, 1.00 eq.) in distilled iso-
propanol (15 mL) was added potassium vinyl trifluoroborate (473.8 mg, 3.54 mmol, 1.50 eq.)
and ET3N (0.33 mL, 2.36 mmol, 1.00 eq.). The solution was degassed using two “freeze-pump-
thaw cycles, then PdCly(dppf)-CH2Cl; (86.3 mg, 0.12 mmol, 0.05 eq.) was added, and a last
freeze pump thaw cycle was carried out. The solution was heated at 90°C using a microwave
apparatus for 1h. The reaction was cooled to room temperature, concentrated using vacuum
and water was added and extracted tree time using CHxCl,. Then organic layer was dried over

Na;S04 and solvent was removed under vacuum to afford the product in quantitative yield.

1H NMR (400 MHz, CDCls) & 7.99 (ddd, J = 8.2, 1.2, 0.7 Hz, 1H), 7.83 (ddd, J = 8.0, 1.3, 0.7 Hz,
1H), 7.45 (ddd, J = 8.2, 7.2, 1.3 Hz, 1H), 7.36 (ddd, J = 8.0, 7.2, 1.2 Hz, 1H), 7.04 (dd, J = 17.5,
10.9 Hz, 1H), 6.17 (d, J = 17.5 Hz, 1H), 5.75 (d, J = 10.9 Hz, 1H).13C NMR (101 MHz, CDCls) &
167.1, 153.6, 134.3, 131.4, 126.3, 125.6, 123.3, 123.2, 121.6. MS (ESI): m/z [M+H]* calcd for
CoHgNS* : 162.0377 found 162.0375
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Synthesis of 3-[(E)-2-(1,3-benzothiazol-2-yl)ethenyl]-7-(diethylamino)-4-

(hydroxymethyl)-2H-chromen-2-one (48)

In a Schlenk tube were introduced under argon atmosphere lithium chloride (10 mg,
0.24 mmol, 1.7 eq.), tetra-nbutylammonium chloride (43 mg, 0.15 mmol, 1.1 eq.), NaHCOs (35
mg, 0.42 mmol, 3 eq.), 2-ethenyl-1,3-benzothiazole (25 mg, 0.15 mmol, 1.1 eq.) and 7-
(diethylamino)-4-(hydroxymethyl)-3-iodo-2H-chromen-2-one (52 mg, 0.14 mmol, 1.0 eq.) The
powders were freeze-dried in the Schlenk for 2 h. The flask was then immediately connected
to a Schlenk line, purged and refilled with argon 3 times, then dry DMF was added and argon
was bubbled into the mixture for 15 minutes. Finally, Pd(OAc)2 (5 mol%) was added, the tube
was sealed with a screw cap, and the mixture heated to 130 °C (microwave) until completion
of the reaction. Upon cooling down to room temperature, the reaction was quenched with

water, filtered and the purple solid was washed using water.

1H NMR (DMSO-d6, 600 MHz), & (ppm): 8.08 (ddd, J = 8.1, 1.2, 0.6 Hz, 1H), 7.97 (d, ) =
15.8 Hz, 1H), 7.97 (ddd, J = 8.1, 1.2, 0.6 Hz, 1H), 7.85 (d, J = 15.8 Hz, 1H), 7.80 (d, J = 9.3 Hz,
1H), 7.51 (ddd, J = 8.1, 7.2, 1.2 Hz, 1H), 7.42 (ddd, J = 8.1, 7.2, 1.2 Hz, 1H), 6.80 (dd, J = 9.3, 2.6
Hz, 1H), 6.57 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 5.69 (t, J = 5.6 Hz, 1H), 4.81 (d, J = 5.6 Hz, 2H), 3.48 (q, J = 7.1
Hz, 4H), 1.15 (t, ) = 7.1 Hz, 6H).
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Synthesis  of  9-methyl-2,3,6,7-tetrahydro-1H,5H,11H-pyrano[2,3-f]pyrido[3,2,1-

ijlquinolin-11-one (52):

To a solution of 8-hydroxyjulolidine (2.04g, 10.78 mmol, 1 eq.) in 50 mL of anhydrous
toluene was added methylacetoacetate (1.28 mL, 11.86 mmol, 1.1 eq.) and chlorotitanium
triisopropoxide (21.56 mL, 21.56 mmol, 2.00 eq.). The reaction mixture was refluxed
overnight. Then water was added and the solution was filtered. The aqueous layer was then
extracted three times using CHxCl,. The organic layer was dried over MgSQs, filtered and
solvent were removed using vacuum. The solid was recrystallized in ethanol as solvent and

heptane as co-solvent to afford 1.70 g (62%) of yellow crystal.

1H NMR (400 MHz, CDCls) 6 6.89 (d, J = 1.1 Hz, 1H), 5.79 (g, J = 1.1 Hz, 1H), 3.22 —3.13 (m, 4H),
2.79 (t,J = 6.5 Hz, 2H), 2.74 — 2.68 (m, 2H), 2.22 (d, J = 1.2 Hz, 3H), 1.94 — 1.84 (m, 4H).}3C NMR
(101 MHz, CDCls) 6 162.5, 153.0, 151.0, 145.8, 121.7, 117.9, 108.9, 108.2, 106.7, 49.9, 49.5,
27.7,21.6,20.7, 20.5, 18.5.

Synthesis of 10-bromo-9-methyl-2,3,6,7-tetrahydro-1H,5H,11H-pyrano|2,3-

flpyrido[3,2,1-ijlquinolin-11-one (53):

Br
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To a solution of 9-methyl-2,3,6,7-tetrahydro-1H,5H,11H-pyrano(2,3-f]pyrido[3,2,1-
iflquinolin-11-one (500 mg, 1,96 mmol, 1.0 eq.) in a mixture 1/1 MeCN/THF was added NBS
(383 mg, 2,15 mmol, 1.1eq.) and NH40Ac (15 mg, 0,2 mmol, 0.1eq.). The solution was stirred
at room temperature for 1h. Then a saturated aqueous solution of NaHCO3 was added and
extracted using CH,Cl,. The organic layers were dried over MgSQy, filtered, and solvent was

removed using vacuum to afford the pure product in quantitativ yield.

1H NMR (400 MHz, CDCls) & 6.84 (s, 1H), 3.17 (m, 4H), 2.76 — 2.68 (m, 4H), 2.32 (s, 3H), 1.95 —
1.82 (m, 4H).23C NMR (101 MHz, CDCl3) § 158.3, 151.5, 149.6, 145.9, 122.2, 118.6, 108.8,
106.5, 105.2, 49.9, 49.5, 27.8, 21.5, 20.6, 20.4, 19.2. MS (ESI) m/z [M+H]* calcd for
C16H17BrNO,* : 334.0443 found 334.0440.

Synthesis of 10-bromo-9-(bromomethyl)-2,3,6,7-tetrahydro-1H,5H,11H-pyrano2,3-

flpyrido[3,2,1-ijl]quinolin-11-one (54):

Br

Br

To a solution of 10-bromo-9-methyl-2,3,6,7-tetrahydro-1H,5H,11H-pyrano(2,3-
flpyrido([3,2,1-ij]quinolin-11-one (210 mg, 0.63 mmol, 1.0 eq.) in anhydrous 8 mL of THF
cooled to — 40 °C, was added a 1M LiHMDS solution in THF (0.82 mL, 0.82 mmol, 1.3 eq.)
dropwise. The solution was stirred for 1 hour, then cooled at —78 °C. A solution of N-
bromosuccinimide (123 mg, 0,69 mmol, 1.1 eq.) in 3 mL of anhydrous THF was added
dropwise, and the mixture was stirred at —78 °C for 2 hours. The mixture was treated with a
0.1M of aqueous HCI solution and extracted with CH,Cl,. The combined organic phases were
dried over Na;SOs and the solvent was removed under reduced pressure. The residue was
purified using column chromatography (Heptane/EtOAc/CH,Clz: 9:1:0 to 8:1:1) to yield the

product 40 mg (15%) of pure product as an orange solid.
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1H NMR (400 MHz, CDCls) & 7.02 (s, 1H), 4.59 (s, 2H), 3.33 — 3.22 (m, 4H), 2.89 — 2.75 (m, 4H),
1.97 (m, 4H).23C NMR (101 MHz, CDCls) & 158.2, 150.1, 148.7, 146.4, 121.5, 119.1, 106.7,
106.2, 105.2, 50.0, 49.5, 27.8, 26.9, 21.3, 20.4. MS (ESI) m/z [M+H]* calcd for C16H16BraNO," :
411.9548, found 411.9547 .

Synthesis of 7-bromo-1-azatricyclo[7.3.1.0%,®]trideca-5,7,9(13)-triene (56):

Br

To a solution of Julolidine (210 mg, 1.21 mmol, 1.0 eq.) in 3 mL of anhydrous MeCN
was slowly added at 0 °C a solution of NBS (215 mg, 1.21 mmol, 1.0 eq.) in 1mL. The solution
was allowed to warm at room temperature and stirred for 3h. Then a saturated aqueous
solution of NaHCO3; was added and extracted three times with CH;Cl,. The organic layers were
dried over Na;SOg, filtered and solvent were removed under vacuum to afford the product in

guantitativ yield.

1H NMR (400 MHz, CDCl3) & 6.90 (s, 1H), 3.17 —3.11 (m, 2H), 2.76 — 2.70 (m, 2H), 2.01 — 1.94
(m, 2H).13C NMR (101 MHz, CDCls) 6 176.8, 141.9, 129.2, 123.6, 107.2, 49.9, 27.6, 21.9.
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Synthesis of 4-(bromomethyl)-7-(diethylamino)-2H-chromen-2-one (58) :

Br

To a solution of 4-(hydroxymethyl)-7-(diethylamino)-2H-chromen-2-one (250 mg, 1.01
mmol, 1.0 eq.) was added dropwise PBr3 (0.19 mL, 2.02 mmol, 2.0 eq.). The resulting solution
was stirred at room temperature overnight. The reaction was quenched by satured NaHCOs3,
and aqueous phase was extracted by CH,Cl; three times. The organic layer was washed with
brine, dried over anhydrous Na;S04, and concentrated under vacuum. The crude product was
purified using flash chromatography (heptane/AcOEt 0 :10 to 10:0 in vol. in 25 min) to afford
147 mg (50%) of pure product.

1H NMR (400 MHz, CDCls) 6 7.27 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 6.41 (dd, J = 9.0, 2.6 Hz, 1H), 6.29 (d, J =
2.6 Hz, 1H), 5.91 (s, 1H), 4.18 (s, 2H), 3.20 (q, J = 7.1 Hz, 4H), 0.99 (t, J = 7.1 Hz, 6H). 13C NMR
(101 MHz, CDCls) 6 161.7, 156.7, 150.9, 150.3, 125.4, 109.2, 108.7, 106.2, 97.9, 44.8, 27.1,
12.5.

Synthesis of trifluoro({3-[(2S)-1-methylpyrrolidin-2-yl]pyridin-1-ium-1-yl})boranuide
(60):

XN
B
ON
BF3
O

To a solution of (-)-Nicotine (0.5 mL, 3.13 mmol, 1.0 eq.) in anhydrous THF (10 mL) was
added boron trifluorate diethyl etherate (0.5 mL, 3.95 mmol, 1.2 eq.). The solution was stirred

at room temperature for 30 min. The solvent was then removed under vacuum and the solid
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was triturated using diethyl ether (3X) and CH2Cl; once in order to get 461 mg of pure product

as a yellow oil. (64% of yield)

IH NMR (400 MHz, CDsCN) & 8.70 (dd, J = 2.2, 0.8 Hz, 1H), 8.65 (dd, J = 4.9, 1.6 Hz, 1H), 7.99
(dt, J = 8.0, 2.2 Hz, 1H), 7.51 (ddd, J = 8.0, 4.9, 0.8 Hz, 1H), 4.40 (m, 1H), 3.87 (m, 1H), 3.31 (m,
1H), 2.73 (s, 3H), 2.59 — 2.48 (m, 1H), 2.41 — 2.32 (m, 1H), 2.32 — 2.19 (m, 2H).13C NMR (101
MHz, CDsCN) & 268.7, 267.7, 255.0, 246.7, 242.5, 185.3, 174.4, 156.7, 143.2, 139.4

Synthesis of 1-benzyl-3-[(2S)-1-methylpyrrolidin-2-yl]pyridin-1-ium (63)

®

XN
\

7

T

Nicotine (0.5 mL, 3.08 mmol, 1 eq.) was slowly added in 4 mL of acetic acid. Then the

-1®®_
P4

solution was cooled at 0°C and benzyl bromide (0.44 mL, 3.70 mmol, 1.2 eq.) was added in
one portion. The solution was stirred for 3 days. Then solvent was then removed in vacuo and
5 mL water was added. The solution was neutralized with excess solid sodium carbonate and
extracted with CH,Cl,. The organic phase was dried over Na;SO4 and the solvent then removed
in vacuo. The residue was purified on a small column of silica, washing with CHCl,
CH,Cl>/MeOH 9.5:0.5 in vol. then eluted with CH,Cl,/MeOH : 9:1 in vol. to afford the 186 mg

(24%) of product as a yellow oil.

1H NMR (400 MHz, CDCls) 6 9.51 (m, 1H), 9.49 (m, 1H), 8.34 (dt, J = 8.2, 1.5 Hz, 1H), 7.89 (m,
1H), 7.67 — 7.61 (m, 2H), 7.21 (m, 3H), 6.17 (d, J = 2.3 Hz, 2H), 3.48 (t, J = 8.2 Hz, 1H), 3.07 (ddd,
J=9.6,7.6,2.5 Hz, 1H), 2.34 — 2.19 (m, 2H), 2.04 (s, 3H), 1.84 — 1.63 (m, 2H), 1.51 (m, 1H).13C
NMR (101 MHz, CDCls) & 146.3, 143.9, 143.6, 133.3, 129.7, 129.5, 129.4, 128.2, 66.6, 63.7,
56.6, 40.3, 35.6, 23.1.
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Synthesis of 3-[(2S)-1-methylpyrrolidin-2-yl]-1-(prop-2-en-1-yl)pyridin-1-ium (64)

To a solution of trifluoro({3-[(2S)-1-methylpyrrolidin-2-yl]pyridin-1-ium-1-
yl})boranuide (58 mg, 0.25 mmol, 1.0 eq.) in 5 ml of anhydrous MeCN was added allyl bromide
(26 pL, 0.3 mmol, 1.2 eq.) The solution was refluxed for 24 h then solvent was removed and
the crude product was triturated with diethyl ether (3x), then CH2Cl, (3x) to afford 20.4 mg

(40%) of product as a yellow oil.

1H NMR (400 MHz, CD3sCN) & 9.29 (s, 1H), 9.07 (dd, J = 6.1, 1.5 Hz, 1H), 8.92 (dd, J = 8.1, 1.5 Hz,
1H), 8.25 (dd, J = 8.1, 6.1 Hz, 1H), 6.25 (ddt, J = 16.9, 10.2, 6.6 Hz, 1H), 5.67 (dg, J = 16.9, 1.2
Hz, 1H), 5.59 (dd, J = 10.2, 1.2 Hz, 1H), 5.34 (d, J = 6.6, 1.4 Hz, 2H), 3.97 (m, 1H), 3.49 — 3.37
(m, 1H), 2.92 (s, 3H), 2.72 (m, 1H), 2.54 — 2.30 (m, 3H). 13C NMR (101 MHz, CDsCN) & 147.3,
145.0, 135.4, 131.2, 130.0, 124.8, 69.8, 65.1, 57.7, 39.7, 32.2, 22.8.

Synthesis  of  6-(chloromethyl)-3-oxa-13-azatetracyclo[7.7.1.02,7.0"3,"lheptadeca-

1(17),2(7),5,8-tetraen-4-one (66)

Cl

To a solution of 8-hydroxyjulolidine (2.0 g, 10.57 mmol, 1.0 eq) in 30 mL of anhydrous
toluene was added a 1M in hexane of chlorotitanium triisopropoxide (21.14 mL, 21.14 mmol,
2.0 eq.) and ethyl 4-chloroacetoacetate (1.58 mL, 11.62 mmol, 1.1 eq.). The reaction mixture
was refluxed overnight, then solvent was removed and the crude product was purified using

flash chromatography (Heptane/ AcOEt: 10/0 to 0/10 in vol. in 25 min).
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Rs: 0.5 (Heptane/AcOEt: 5/5 in vol.). *H NMR (500 MHz, CDCls) § 6.92 (s, 1H), 6.02 (s, 1H), 4.45
(s, 2H), 3.18 (m, 4H), 2.78 (t, J = 6.3 Hz, 2H), 2.70 (t, ) = 6.3 Hz, 2H), 1.91 — 1.85 (m, 4H). 13C
NMR (126 MHz, CDCl3) 6 162.0, 151.5, 150.0, 146.1, 121.1, 118.3, 108.1, 106.9, 106.0, 49.9,
495, 41.6, 27.8, 21.5, 20.6, 20.4

Synthesisb of 6-(chloromethyl)-5-iodo-3-oxa-13-

azatetracyclo[7.7.1.0%,7.0"3,"heptadeca-1(17),2(7),5,8-tetraen-4-one (67)

Cl

To a solution of 6-(chloromethyl)-3-oxa-13-azatetracyclo[7.7.1.0%,7.03,"]heptadeca-
1(17),2(7),5,8-tetraen-4-one (250 mg, 0,86 mmol, 1.0 eq.) in 10 mL of distilled CH,Cl, was
added TFA (0.11 mL, 1.47 mmol, 1.5 eq.) . Then a solution of NIS (330 mg,1.47 mmol, 1.5 eq.)
in 10 mL of dried acetonitrile was added over 10 min at room temperature. After 2h of stirring
a saturated aqueous solution of NaHCO3 was added and extracted three times with CH,Cl,.
The organic layer was dried over NaxSO, filtered and solvent was removed under vacuum.
The crude product was purified using flash chromatography (C18 column: acidified
Water/MeCN 0:10 for 2 min then 10:0 to 6:4 in 10 min then 6:4 for 20 min then 6:4 to 0:10
for 25 min) to afford (52%) of pure product.

1H NMR (400 MHz, CDCls) & 7.09 (s, 1H), 4.80 (s, 2H), 3.32 — 3.22 (m, 4H), 2.84 (m, 4H), 2.03 -
1.93 (m, 4H).13C NMR (101 MHz, CDCls) & 158.98, 153.05, 150.90, 146.54, 121.86, 118.89,
106.49, 83.88, 49.98, 49.53, 46.51, 27.79, 21.38, 20.40. MS (ESI) calcd for CigHisCIINO;*:
414.9836; found 414.9837
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Synthesis  of  1-({5-iodo-4-ox0-3-oxa-13-azatetracyclo[7.7.1.0%,7.0",]heptadeca-

1(17),2(7),5,8-tetraen-6-yl}methyl)-3-(1-methylpyrrolidin-2-yl)pyridin-1-ium trifl (69)

(_h-

To a solution of 6-(chloromethyl)-5-iodo-3-oxa-13-
azatetracyclo[7.7.1.02,7.0"3,]heptadeca-1(17),2(7),5,8-tetraen-4-one (19 mg, 0.046 mmol, 1.0
eqg.) in 1 mL of DMF were added TBAI (8 mg, 0.023 mmol, 0.5 eq.) and trifluoro[3-(1-
methylpyrrolidin-2-yl)pyridin-1-ium-1-yl]boranuide (42 mg, 0.180 mmol, 4.0 eq.) in 0.5 mL of
dried acetonitrile. The solution was stirred in the dark for 16h at 60 °C and when all starting
material was consumed the solvent were removed using vacuum. Then the product was

purified using HPLC prep (analytical gradient) to afford 22 mg (73%) of pure product.

IH NMR (500 MHz, D;0) 6 9.10 (s, 1H), 9.00 (d, J = 6.2 Hz, 1H), 8.88 (d, J = 8.2, 1H), 8.30 (dd, J
= 8.2, 6.2 Hz, 1H), 7.19 (s, 1H), 6.20 — 6.09 (m, 2H), 3.92 (br, 1H), 3.42 (br, 1H), 3.34 (m, 4H),
2.84 (s, 3H), 2.72 (dt, ) = 15.3, 5.7 Hz, 3H), 2.59 (q, J = 6.7 Hz, 2H), 2.44 — 2.19 (m, 4H), 1.93 (dq,
J=11.0, 5.6 Hz, 4H). 3C NMR (126 MHz, D,0) 6 162.8, 162.7, 161.2, 150.5, 148.0, 147.6, 146.9,
145.8, 144.6, 138.9, 134.5, 129.7, 121.4, 120.9, 117.5, 115.0, 107.8, 106.2, 83.2, 63.7, 56.6,
49.7, 49.1, 27.1, 21.4, 20.4, 19.6 (x2), 19.3. MS (ESI): m/z [M]* calculated for CasH2oIN30,":
442,1299; found 442.1304.
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Synthesis of 6-(chloromethyl)-5-[6-(chloromethyl)-4-oxo0-3-oxa-13-

azatetracyclo[7.7.1.0%,7.0'3,"|heptadeca-1(17),6,8-trien-5-yl]-3-oxa-13-

azatetracyclo[7.7.1.0%. (71)

To a solution of 6-(chloromethyl)-3-oxa-13-azatetracyclo[7.7.1.0%,7.03,"|heptadeca-
1(17),2(7),5,8-tetraen-4-one (100 mg, 0.34 mmol, 2.0 eq.) in 9 mL of a mixture CH,Cl,/MeCN
1:1 was added NIS (130 mg, 0.58 mmol, 1.7 eq.) and the reaction was stirred at room
temperature for 1h. Then a saturated aqueous solution of NaHCOs was introduced and
extracted three time using CH2Cl,. The crude product was purified using silica column

chromatography (Heptane/AcOEt: 0/10 to 5/5 in vol.) to afford 18.5 mg (18%) of pure product.

IH NMR (500 MHz, CD2Cl) & 7.18 (s, 2H), 4.57 (d, J = 11.4 Hz, 2H), 4.39 (d, J = 11.4 Hz, 2H),
3.33 — 3.28 (m, 8H), 2.90 — 2.80 (m, 8H), 1.99 (m, 8H). 3C NMR (126 MHz, CD,Cl;) 6 184.5,
175.1,172.9,170.1, 146.1, 142.5, 136.8, 130.3, 129.7, 73.7, 73.3, 62.9, 51.5, 45.3, 44 .3, 44 1.
MS (ESI) m/z [M+H]* calcd for C32H30Cly* : 576.1583, found 576.1661 .

Synthesis of 5-bromo-6-(chloromethyl)-3-oxa-13-

azatetracyclo[7.7.1.0%,7.0'3,"heptadeca-1(17),2(7),5,8-tetraen-4-one (73)

Cl

Br

To a solution of 6-(chloromethyl)-3-oxa-13-azatetracyclo[7.7.1.0%,7.0%,"]heptadeca-
1(17),2(7),5,8-tetraen-4-one (130 mg, 0,45 mmol, 1.0 eq.) in 5 mL of distilled dichloromethane
was added NH4OAc (3.5 mg, 0.045 mmol, 0.1 eq.). Then a solution of NBS (95.8 mg, 0.54 mmol,

1.2 eq.) in 5 mL of dried acetonitrile was slowly add at room temp. After 2h of stirring a
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saturated aqueous solution of NaHCOs was added and extracted three times with
dichloromethane. The organic layer was dried over Na>SOg, filtered and solvent was removed

under vacuum. The crude product was used without further purification.

1H NMR (400 MHz, CDCl3) & 7.03 (s, 1H), 4.73 (s, 2H), 3.29 — 3.21 (m, 4H), 2.81 (m, 4H), 1.95
(m, 4H). 3C NMR (101 MHz, CDCls) & 177.4, 158.2, 150.1, 148.3, 146.4, 121.7, 119.2, 106.6,
106.3, 105.5, 50.0, 40.8, 29.6, 27.8, 21.3, 20.4.
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2.3 Synthesis of highly sensitive coumarin PPG

(32)-7-(diethylamino)-3-(4-(dimethylamino)benzylidene)-1-hydroxy-2,3-

dihydrocyclopental[c]chromen-4(1H)-one (74):

Under an argon atmosphere, a microwave tube was filled with 4-(N,N-
dimethylamino)phenylboronic acid pinacol ester (97 mg, 0.4 mmol, 1.3 eq.), K2CO3 (41.7 mg,
0.302 mmol, 1.00 eq.), and 3-bromo-7-(diethylamino)-4-(1-hydroxybut-3-yn-1-yl)-2H-
chromen-2-one 7 (110 mg, 0.302 mmol, 1.00 eq.). To this was added 1,2-dimethoxyethane (3
mL) and distilled water (1 mL). Three “freeze-pump-thaw” cycles were performed before
adding tetrakis(triphenylphosphine)palladium (7 mg, 6 umol, 0.02 eq.) and one of these cycles
was done again after the addition. The tube was allowed to warm up to room temperature
and was microwaved at 105 °C during 45 min. The solution turned dark brownish. The reaction
mixture was poured into NaHCOs and extracted with EtOAc. The combined organic layers were
dried over Na;SOs, filtered and evaporated under vacuum. The product was purified by
preparative TLC (EtOAc/Heptane 6:4 in vol.) to afford 27.6 mg (23%) of pure compound as a
reddish solid. The product was diluted in 25 mL of CH.Cl; and irradiated at 430 nm using a LED-

apparatus for 2h to afford the trans product in quantitative yield.
Cis Isomer (74a):

Rf = 0.31 (1:1 EtOAc/heptane in vol.). *H NMR (500 MHz, CDCls): § 7.78 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 7.03
(d, ) = 8.8 Hz, 2H), 6.64 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 6.61 (dd, J = 9.0, 2.6 Hz, 1H), 6.51 (s, 1H), 6.51 (s,
1H), 5.43 (dd, J = 7.0, 5.1 Hz, 1H), 3.42 (q, J = 7.1 Hz, 4H), 3.29 (ddd, J = 14.6, 7.0, 1.5 Hz, 1H),
2.94 (s, 6H), 2.87 — 2.82 (m, 1H), 1.21 (t, J = 7.1 Hz, 6H). 13C NMR (126 MHz, CDCl3): 6 159.8,
157.3, 157.2, 150.7, 149.4, 130.4, 130.1, 126.5 (2 C) 123.4, 119.8, 111.5, 109.0, 106.8, 97.5,
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72.8, 46.9, 45.0, 40.7, 12.7.MS (ESI): m/z [M+H]" calculated for C5H29N203: 405.2173, found:
405.2176.

Trans Isomer (74b):

1H NMR (500 MHz, CDCl3): & 7.68 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 7.45 (s, 1H), 7.31 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 6.68
(d, ) = 8.8 Hz, 2H), 6.59 (dd, J = 8.9, 2.6 Hz, 1H), 6.47 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 5.46 (dd, J = 7.9, 3.1 Hz,
1H), 3.47 (ddd, J = 17.1, 7.9, 2.1 Hz, 1H), 3.38 (q, J = 7.1 Hz, 4H), 2.96 (s, 6H), 2.94-2.93 (m, 1H),
1.19 (t, ) = 7.1 Hz, 6H), 3C NMR (126 MHz, CDCls): & 159.7, 156.4, 154.0, 150.3, 149.1, 132.8,
130.0, 127.0, 126.1, 123.8, 120.8, 112.5, 109.2, 107.2, 97.7, 73.5, 44.9, 41.2, 40.6, 12.7.

Synthesis of (32)-7-(diethylamino)-3-{3-[4-(dimethylamino)phenyl]prop-2-yn-1-

ylidene}-1-hydroxy-1H,2H,3H,4H-cyclopentalc]lchromen-4-one (75)

In a microwave vial was added under argon 3-bromo-7-(diethylamino)-4-(1-
hydroxybut-3-yn-1-yl)-2H-chromen-2-one (32 mg, 0.09 mmol, 1.0 eq.), 4-ethynyl-N,N-
dimethylaniline (19 mg, 0.13 mmol, 1.5 eq.) and 3 mL of distilled diisopropylamine. Then two
freeze-pump-thaw cycle were carried out and Pd(Cl)2(PPhs)2 (6 mg, 0.01 mmol, 0.1 eq.) and
Cul (3 mg, 0.02 mmol, 0.2 eq.) were added and a last cycle was performed. The solution was
heated at 120 °C for 1 h using microwave apparatus. The reaction mixture was allowed to cool
at room temperature and a saturated aqueous solution of NH4Cl was added and extracted
three times with CH,Cl,. The organic layer was dried over MgSQs, filtered and evaporated
under reduced pressure. Then the product was diluted in ethyl acetate and the resulting
diisopropylamine salt was filtered and solvent was removed under vacuum. The crude was

purified using TLC prep (Heptane/EtOAc: 5:5) to afford the pure 13 mg (35%) of pure product.

196



The compound was then diluted in CH,Cl; and irradiated using LED setup at 430 nm for 2h to

afford the full trans-isomer compound.

Cis Isomer (75a):

1H NMR (400 MHz, CDCls) & 7.72 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 7.50 — 7.44 (m, 2H), 6.65 — 6.60 (m, 2H),
6.58 (dd, J = 9.0, 2.5 Hz, 1H), 6.49 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 5.76 (m, 1H), 5.35 (dd, J = 7.4, 3.9 Hz, 1H),
3.41(q, J = 7.1 Hz, 4H), 3.25 (ddd, J = 16.4, 7.4, 1.7 Hz, 1H), 2.96 (s, 6H), 2.81 (ddd, J = 16.4,
3.9,2.0 Hz, 1H), 1.21 (t, ) = 7.1 Hz, 6H). 3C NMR (126 MHz, CDCls) § 159.5, 157.6, 157.6, 151.1,
150.0, 142.8, 132.8, 127.0,118.9,112.0, 111.6, 109.1, 106.6, 101.6, 97.6, 97.3, 87.2, 72.0, 45.0,
44.5,40.4,12.6. MS (ESI) calcd for C27H3oN03: 428.2100, found 428,2105.

Trans Isomer (75b):

1H NMR (700 MHz, CDCl3) § 7.70 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 7.34 — 7.32 (m, 2H), 6.69 (t, J = 2.3 Hz, 1H),
6.66 — 6.63 (m, 2H), 6.62 (dd, J = 8.9, 2.5 Hz, 1H), 6.55 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 3.50 (ddd, J = 18.0,
7.7, 2.3 Hz, 2H), 3.43 (q, J = 7.1 Hz, 4H), 2.98 (s, 3H), 2.93 — 2.89 (m, 2H), 1.22 (t, J = 7.1 Hz,
6H).13C NMR (176 MHz, CDCls) 6 159.0, 157.1, 157.0, 151.0, 150.1, 146.4, 132.6, 126.6, 119.0,
112.0 (2x), 109.3, 106.8, 102.9, 97.8, 87.1, 72.5, 45.0, 41.1, 40.4, 12.6.

E)-7-(diethylamino)-3-((E)-3-(4-(dimethylamino)phenyl)allylidene)-4-oxo-1,2,3,4-

tetrahydrocyclopentalc]jchromen-1-yl 4-methoxybenzoate (79):
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In a dark room, (3E)-7-(diethylamino)-3-[(2E)-3-[4-(dimethylamino)phenyl]prop-2-en-
1-ylidene]-1-hydroxy-1H,2H,3H,4H-cyclopenta[c] chromen-4-one 11 a (29.5 mg, 0.069 mmol,
1.0eq.), 4-methoxybenzoic acid (12.5 mg, 0.08 mmol, 1.2 eq.) and DMAP (0.8 mg, 7 umol,
0.1 eq.) were dissolved in 3 mL of distilled CHxCl,. DIC (21 uL, 0.14 mmol, 2.0 eq.) was added
at 0 °C. The mixture was stirred at 0 °C during 30 min and the cold bath was removed. After
18h, some starting materials were still seen on TLC. 4-Methoxybenzoic acid (5 mg, 0.03 mmol,
0.5 eq.) and DIC (5 pL, 0.03 mmol, 0.5 eq.) were added again at 0 °C. The mixture was stirred
at 0 °C during 30 min and the cold bath was removed. After 4h30 stirring, some starting
materials were still seen on TLC hence, again, 4-methoxybenzoic acid (10.4 mg, 0.07 mmol,
1.0 eq.) and DIC (10.7 pL, 0.07 mmol, 1.0 eq.) were added at 0 °C. The mixture was further
stirred at 0 °C during 30 min and the cold bath was removed. After 19h stirring, the reaction
was completed as revealed by TLC analysis and the volatile compounds were removed under
reduced pressure. The product was purified by preparative HPLC to give 26 mg (67 %) of pure

product.

Rf =0.74 (EtOAc /heptane 1:1 in vol).H NMR (700 MHz, CD,Cl,): 6 7.98 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 7.38
(d,J=9.7Hz, 1H), 7.32 (d, ) = 8.8 Hz, 2H), 7.27 (d, J = 11.5 Hz, 1H), 6.92 (d, ) = 9.0 Hz, 2H), 6.77
(m, 1H), 6.67 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 6.64—6.60 (m, 2H), 6.59 — 6.56 (m, 2H), 3.84 (s, 3H), 3.60-3.53
(m, 1H), 3.42 (q,) = 7.1 Hz, 4H), 2.96 (s, 7H), 1.19 (t, J = 7.1 Hz, 6H). 13C NMR (176 MHz, CD,Cl,):
6 166.2, 164.3, 159.1, 156.9, 152.1, 151.0, 150.7, 136.1, 134.0, 132.3, 128.0, 126.5, 126.1,
124.3,122.7,122.6, 122.2, 114.3, 112.8, 109.8, 107.2, 97.9, 74.4, 56.1, 45.3, 40.7, 37.0, 12.8.
MS (ESI): m/z [M+H]" calculated for C3sH37N20s: 565.2697, found : 565.2701.
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(3E)-7-(diethylamino)-3-{[4-(dimethylamino)phenyllmethylidene}-4-oxo-

1H,2H,3H,4H-cyclopentalc]chromen-1-yl 4-methoxybenzoate (80):

In a dark room, (3E)-7-(diethylamino)-3-{[4-(dimethylamino)phenyl]methylidene}-1-
hydroxy-1H,2H,3H,4H-cyclopenta[c]chromen-4-one (54 mg, 0.13 mmol, 1.0 eq.), 4-
methoxybenzoic acid (24.4 mg, 0.16 mmol, 1.2 eqg.) and DMAP (1.6 mg, 0.013 mmol, 0.1 eq.)
were dissolved in 4.5 mL of distilled CHCl; then DIC (42 uL, 0.27 mmol, 2 eq.) was added at 0
°C. The mixture was stirred at 0 °C during 30 min and the cold bath was removed. After 18h
stirring, some starting materials were still seen on TLC. Therefore, 4-methoxybenzoic acid
(24.4 mg, 0.16 mmol, 1.2 eq.) and DIC (42 uL, 0.27 mmol, 2 eq.) were added at 0 °C. The
mixture was stirred at 0 °C during 30 min and the cold bath was removed. After 6h30 stirring,
some starting materials were still seen on TLC and 4-methoxybenzoic acid (24.4 mg, 0.16
mmol, 1.2 eq.) and DIC (42 pL, 0.27 mmol, 2 eq.) were again added at 0 °C. The mixture was
stirred at 0 °C during 30 min and the cold bath was removed. After 64h stirring, the reaction
was completed as revealed by TLC analysis. The solvent was removed under vacuum. The
product was purified by preparative HPLC to give the title compound 3b as a dark reddish solid
(14.1 mg, 20%)

Rf = 0.67 (1:1 EtOAc/heptane in vol.), 'H NMR (700 MHz, CD,Cl): & 7.97 (d, J = 8.8 Hz, 2H),
7.56 (brs, 1H), 7.41 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 7.39 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 6.94-6.90 (m, 4H), 6.64 (dd, J =
9.0, 2.5 Hz, 1H), 6.60-6.57 (m, 2H), 3.83 (s, 3H), 3.70-3.65 (m, 1H), 3.42 (q, J = 7.1 Hz, 4H),
3.10-3.05 (m, 1H), 3.01 (s, 6H), 1.19 (t, J = 7.1 Hz, 6H). 13C NMR (176 MHz, CD,Cl,): 6 166.1,
164.3, 159.2, 156.9, 151.6, 151.1, 147.8, 135.1, 132.3, 130.5, 126.1, 123.5 (br, 2C), 122.6,
122.5, 114.9, 114.3, 109.8, 107.0, 97.8, 74.8, 56.0, 45.4, 42.2, 38.9, 12.8. MS (ESI): m/2z
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[M+2H]?* calculated for CasH3gN20s: 270,1312, found: 270.1312; m/z [M+H]* calculated for
C33H35N20s: 539.2540, found: 539.2562.

Synthesis of (32)-7-(diethylamino)-3-{3-[4-(dimethylamino)phenyl]prop-2-yn-1-

ylidene}-4-oxo-1H,2H,3H,4H-cyclopentalc]lchromen-1-yl 4-methoxybenzoate (81)

To a solution of (3E)-7-(diethylamino)-3-{3-[4-(dimethylamino)phenyl]prop-2-yn-1-
ylidene}-1-hydroxy-1H,2H,3H,4H-cyclopenta[c]chromen-4-one (27mg, 0.063 mmol, 1.0 eq.) in
2 mL of anhydrous CH,Cl, was added 4-methoxybenzoic acid (12 mg, 0.079 mmol, 1.2 eq.) and
DMAP (1 mg, 0.007 mmol, 0.1 eq.). The solution was cooled at 0 °C and DIC (20 uL, 0.13 mmol,
2.0 eq.) was introduced and the solution was stirred at this temperature for 30 min. Then the
solution was allowed to warm at room temperature and stirred overnight. Then solvent were
removed using vacuum and the crude product was purified on TLC prep (Heptane/EtOAc: 7:3)

to afford 4 mg (11%) of pure product.

1H NMR (700 MHz, CD,Cl,) & 8.04 — 8.01 (m, 2H), 7.44 (d, J = 9.5 Hz, 1H), 7.36 — 7.33 (m, 2H),
6.98 — 6.95 (m, 2H), 6.71 (t, J = 2.3 Hz, 1H), 6.69 — 6.65 (m, 3H), 6.64 — 6.61 (m, 2H), 3.88 (s,
3H), 3.64 (ddd, J = 18.4, 7.7, 2.4 Hz, 1H), 3.46 (g, J = 7.1 Hz, 4H), 3.05 (m, 1H), 3.01 (s, 6H), 1.24
(t,J = 7.1 Hz, 6H).23C NMR (176 MHz, CD,Cl,) 6 165.5, 163.8, 158.4, 156.7, 154.1, 151.1, 150.1,
146.7, 132.4, 131.8, 126.0, 122.0, 120.3, 113.7, 111.7, 110.3, 109.4, 106.3, 102.2, 97.9, 97.4,
86.6, 73.0, 55.5, 44.8, 40.0, 38.2, 12.2. MS (ESI) calcd for CssHzsN2Os: 562,2468, found
562.2449.
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7-(diethylamino)-4-(1-hydroxy-4-{4-[2-(trimethylsilyl)ethynyl]phenyl}but-3-yn-1-yl)-

2H-chromen-2-one (82)

HO
A
L C
/}\1 o0 Yo A

In 5 mL of freshly distilled THF was added 7-(diethylamino)-4-(1-hydroxybut-3-yn-1-yl)-

SiMe3

2H-chromen-2-one (180.0 mg, 0.63 mmol, 1.00 eq), 1-ethynyl-4-iodobenzene (276 mg, 0.95
mmol, 1.50 eq.), triethylamine (0.13 mL, 0.95 mmol, 1.50 eq.). Three freeze-pump-thaw cycle
were carried out and Pd(Cl)2(PPhs)2 (22 mg, 0.03 mmol, 0.05 eq.) and Cul (24 mg, 0.13 mmol,
0.20 eq.) were added and a last freeze-pump-thaw cycle was performed. Then the solution
was heated in microwave apparatus at 40°C for 2 h. When all starting material was consumed,
the solution was diluted with a saturated aqueous solution of NH4Cl and the aqueous layer
was extracted three times with CH,Cl,. The combined organic layers were dried over Na;SOsg,
filtered, and concentrated with vacuum to afford a yellow oil. The crude product was purified
using silica gel (Heptane/EtOAc: 10:0 to 6:4 in vol.) to afford 228 mg (79%) of pure product as

an orange solid.

Rf =0.23 (Heptane/ EtOAc: 6:4 in vol.) *H NMR (400 MHz, CDCl3) § 7.46 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 7.37
—7.34(d,J=8.5Hz, 1H), 7.29 - 7.26 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 6.55 (dd, J = 9.1, 2.6 Hz, 1H), 6.48 (d, J
=2.6 Hz, 1H), 6.34 (d, /= 0.9 Hz, 1H), 5.22 (dd, /= 7.3, 4.8 Hz, 1H), 3.39 (q, / = 7.1 Hz, 5H), 3.02
(dd, J=17.0, 4.8 Hz, 1H), 2.88 (dd, J = 17.0, 7.3 Hz, 1H), 1.20 (t, J = 7.1 Hz, 6H), 0.25 (s, 9H).13C
NMR (101 MHz, CDCl3) § 162.7, 156.5, 156.4, 150.5, 131.9, 131.6, 125.0, 123.1, 122.9, 108.7,
106.2, 105.7, 104.7, 98.0, 96.2, 87.1, 83.8, 68.2, 44.8, 28.9, 12.5, 0.0.

Synthesis of 7-(diethylamino)-4-(1-hydroxy-4-{4-[2-(trimethylsilyl)ethynyl]phenyllbut-

3-yn-1-yl)-2H-chromen-2-one (83)

201



To a solution of 7-(diethylamino)-4-(1-hydroxy-4-{4-[2-
(trimethylsilyl)ethynyl]phenyl}but-3-yn-1-yl)-2H-chromen-2-one (228 mg, 0.5 mmol, 1 eq.) in
2 mL of dry acetonitrile were added NBS (70 mg, 0.39 mmol, 1.1 eq.) and NH40Ac (4 mg, 0.05
mmol, 0.1 eq.). The solution was stirred for 30 min and quenched a saturated aqueous solution
of NaHCO3 and extracted with CH,Cl,. The combined organic layer was dried over Na;SOs,
filtered and solvent were removed with vacuum. The product was used purified using silica
gel (Heptane/ EtOAc: 10:0 to 6:4 in vol.) to afford 227 mg (85%) of the pure product as a yellow

solid.

Ri= 0.36 (Heptane/EtOAC : 6:4 in vol.) *H NMR (400 MHz, CDCls) 6 8.20 (d, J = 9.3 Hz, 1H), 7.29
—7.25 (m, 2H), 7.22 = 7.17 (m, 3H), 6.48 (dd, J = 9.3, 2.7 Hz, 1H), 6.38 (d, J = 2.7 Hz, 1H), 5.60
(m, 1H), 3.31 (q, J = 7.1 Hz, 6H), 3.06 (dd, J = 16.9, 8.2 Hz, 1H), 2.93 (dd, J = 16.9, 5.8 Hz, 1H),
1.11 (t, J = 7.1 Hz, 6H), 0.15 (s, 9H).13C NMR (101 MHz, CDCls) & 158.5, 155.1, 153.6, 150.4,
131.7,131.4,128.1, 123.3, 122.6, 108.9, 106.6, 104.7, 103.8, 97.2, 96.0, 87.2, 83.0, 73.8, 44.7,
27.0,12.5, 0.0.
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2.4 1P and 2P characterization of new PPG

One photon-photolysis

A solution of compound 69 (at 71 M) in PBS at 25 °C was exposed to a LUMOS 43 LED
source (Atlas Photonics Inc.) at 430 nm (Typical optical output: 200 mW/cm?). The reaction
was monitored by UV and aliquots of samples (100 yL) were analyzed by HPLC to determine

the percentage of released nicotine using a calibration curve.

3000000
.
2500000 _
o
O 2000000 e
o o V=28560x-149211
W 1500000 R? = 0.99586
3 8
o
&% 1000000 )
o o
T
g 500000 o
0
0 20 40 60 80 100 120

Concentration (uM)

For 69 at 71 uM irradiated 90s area of the nicotine peak at 250 nm: 18639322 uV/s leading to

a 70.49 uM nicotine release (99.3% release).

A solution of compound 79-81 (at 20 ©M) in in MeOH/H20 9:1 in vol. at 25°C was
exposed to a LUMOS 43 LED source (Atlas Photonics Inc.) at 430 nm (Typical optical output:
200 mW/cm?). The reaction was monitored by UV and aliquots of samples (100 L) were

analyzed by HPLC to determine the percentage of released p-MBA using a calibration curve.
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pMBA calibration
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For 79 at 20 uM irradiated 120s area of the p-MBA peak at 250 nm : 1242970 uV/s
leading to a 19,54 uM p-MBA release (97,8% release)

For 80 at 20 uM irradiated 60s area of the P-MBA peak at 250 nm : 1266600 pV/s
leading to a 19.79 uM of p-MBA release (99.1% release)

For 81 at 20 uM irradiated 240s area of the P-MBA peak at 250 nm : 1250100 pV/s
leading to a 19.71 uM of p-MBA release (98.6% release)

The quantum yield for the photoconversion for DEACAS-Glutamate 19, 79, 80 and 81
were determined in MeOH/H,O 9:1 in vol. at 25°C by comparison with DEACAS-p-
methoxybenzoic acid (ref) (@ = 0.2) of the same concentration (20 M) as reference. Light
(430 = 0.2 nm) from a 1000 W Hg lamp from Hanovia was focused on the entrance slit of a
monochromator for photolysis for 79, 80, 81 and 19 was exposed to a LUMOS 43 LED source
(Atlas Photonics Inc.) at 430 nm (Typical optical output: 200 mW/cm?). The reaction was
monitored by UV spectroscopy on 1 mL 20 M solutions of ref, 19, 79, 80 and 81. To determine
the extent of the photolytic conversions difference spectrum (tirr-t0) were used. Full
photolysis was confirmed by HPLC analysis. The absorbance evolution at 450 nm (for ref, 79

and 81) and 430 nm (for 80) were plotted to follow the uncaging kinetics (ksample for
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19,79,80,81 and ke for ref), values were normalized. Determination of the ¢ values at the
excitation wavelength, measured in the solvent of the photolysis, then allowed the

determination of the ®sample. The quantum yield was then determined using Equation 13 :

Equation 13: Equation to determine the quantum yield of uncaging of compounds with a different € than the

reference.
( q) = ¢u(ref) x slope(compound) €430nm(ref)
¢ucompound) = slope(ref) x €430nm(compound)

The quantum yield for the photoconversion for 69 was determined in PBS at 25°C by
comparison with DEACAS-p-methoxybenzoic acid (ref) (@=0.2) of the same concentration (48
1M) as reference. Compounds were exposed to a LUMOS 43 LED source (Atlas Photonics Inc.)
at 430 nm (Typical optical output: 200 mW/cm?). The reaction was monitored by UV
spectroscopy on 1 mL 48 1M solution for the reference and to determine the extent of the
photolytic conversions difference spectrum (tirr-t0) were used. The reaction was monitored
using HPLC for the compound 69, 1 mL 48 uM solutions were irradiated and 100 aliquots of
samples (100 uL) were analyzed by HPLC to determine the percentage of released nicotine
using a calibration curve. The disappearance of starting material at 260 nm was plotted to
follow the uncaging kinetics (ksample for 69). Determination of the & values at the excitation

wavelength, measured in the solvent of the photolysis, then allowed the determination of the

®Dsample. The quantum yield was then determined using Equation 13 :
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Uncaging kinetics for ref (&ssonm= 40200 M1.cm™):
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Uncaging kinetics for 80 (&ssonm= 42400 M™.cm™?):

Average normalized absorbance evolution at

Normalized absorbance evolution at 430nm 430nm
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- Uncaging Kinetics for 81 (&sonm= 38600 M™*.cm™):

Normalized absorbance evolution at 450nm Average normalized absorbance evolution at
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Two-photon experiments

Two-photon photolysis experiments were performed on our home-made set-up at the
“Plateforme d'Imagerie Quatitative” PIQ at the faculty of pharmacy (University of Strasbourg).
The excitation source was a Ti:sapphire femtosecond laser Insight DS (680-1300 nm) with
pulse width < 120 fs and a repetition rate of 80 MHz (Spectra-Physics). The excitation beam
was collimated using a 5 cm lens in the center of a Hellma 105.202 — Ultra-Micro cells. The
position of the two-photon focal point was verified using a solution of fluorescein and its two-
photon induced fluorescence at 800 nm in the ultra-micro cell. The average laser power was

measured using a Spectra Physique 407A power meter.
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The reference compound and the studied compound were dissolved in MeOH/H,0 9:1
in vol. with the absorbance of both solution close to 0.4000 (at Amax) matched using a Uvikon
XL UV-vis spectrophotometer and two ultra-micro cells. First, the quadratic dependency of the
photolysis percentage was verified at 740 and 800 nm. To do this, 100 uL of the solution of
interest was irradiated for 45 min for ref and 20 min for compounds 79, 80 and 81 with various
average laser powers. The percentage of uncaging was calculated for each power by
absorbance measurement. To avoid artifacts and remain in the initial linear regime, the
percentage of uncaging should remain below 15%. The plot of Log (Photolysis) vs Log(Laser

power) is linear in this range with a slope of 2 for a two-photon process.

Secondly, the kinetics of the two-photon process of the compound of interest
compared to compound 1 allow the determination of the two-photon uncaging action cross-
sections. Thus 100 ulL of the solution (both reference and sample alternatively) is irradiated
and analyzed by UV-vis spectroscopy after different times of irradiation, without modifying
the laser excitation settings. The percentage of photolysis is plotted vs the irradiation time. A
linear regression is then performed with uncaging percentages again lower than 15 % give
access to the slope of the line. The two-photon uncaging action cross-section can be calculated

using the following formula:

Equation 15: Equation to determine the 2-photon uncaging cross section of a molecule.

du(ref) x slope(compound)

du(compound) = pente(reh)

where &, is the two-photon absorption cross-section, @, the uncaging quantum vyield,
slope is determined on the graph %uncaging vs time, C the concentration of the reference and

the compound.

The precision of the uncaging action cross-section was estimated to 20% and all

experiments were at least duplicated.
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a) Determination of the quadratic dependency

- Quadratic dependency of compound ref

Quadratic dependency of photolysis at 740 nm using power beam into 123 mW and

420 mW:
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Quadratic dependency of photolysis at 800 nm using power beam into 310 mW and

640 mW:
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- Quadratic dependency of Compound 79:

Quadratic dependency of photolysis at 740 nm using power beam into 165 mW and

250 mW:
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Quadratic dependency of photolysis at 800 nm using power beam into 410 mW and
590 mW:
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- Quadratic dependency of Compound 80:

Quadratic dependency of photolysis at 740 nm using power beam into 210 mW and
360 mW:
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- Quadratic dependency of Compound 81

Quadratic dependency of photolysis at 740 nm using power beam into 165 mW and

280 mW:
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b) Kinetic of two photon photolysis

Kinetic of photolysis of compound 79

Kinetic of photolysis of compound 79 at 740 nm with a power beam of 210 mw
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Kinetic of photolysis of compound ref at 800 nm in the same excitation settings
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Kinetic of photolysis of compound 80 at 740 nm with a power beam of 220 mw
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Kinetic of photolysis of compound ref at 740 nm in the same excitation settings
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Kinetic of photolysis of compound 81

Kinetic of photolysis of compound 81 at 740 nm with a power beam of 220 mw
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Réesumeé

Ce projet de thése consiste a développer de nouveaux groupements protecteurs
photolabiles (GPP) et de les adapter pour qu’ils puissent étre utilisés en biologie, notamment,
en neurosciences. Le projet principal de ce travail de thése est de développer des précurseurs
photolabiles du glutamate. Ainsi, deux GPPs sensibles a I’excitation bi-photonique ont été
élaborés et utilisés pour libérer du glutamate sur tranches de cervelet par I'équipe du Dr.
Philippe Isope. Une collaboration avec I'équipe du Dr. Nicolas Vitale a ensuite été entreprise
dans le but de développer un précurseur photolabile de la nicotine. Cela a mené au
développement d’'un GPP permettant de libérer la nicotine efficacement aprés excitation a un
photon dans le vert. Pour finir, une nouvelle série de coumarines au squelette rigidifié a été
développée au laboratoire a I'aide de réactions domino initiées par une carbopalladation 5-
exo-dig suivie d’un couplage de Suziki-Miyaura ou de Sonogashira. Ce travail d’ingénierie
moléculaire par rigidification du squelette de ces coumarines a permis de développer des GPPs
possédants d’excellentes sensibilités a I'excitation bi-photonique.

Mots clés : chimie biologie, chimie organique, excitation a deux photons, groupements
protecteurs photolabiles, neurosciences, photochimie.

This thesis project consists in the development of new photoremovable protecting
groups (PPGs) and their adaptations for different areas of neuroscience. The main aim
involved the development of caged glutamate. Hence, two two-photon sensitive PPGs were
synthesized and used to uncage glutamate on brain slices by Dr. Philippe Isope’s team. An
additional collaboration with the team of Dr. Nicolas Vitale was then undertaken to design a
caged nicotine. This project led to an elaboration of a PPG able to uncage nicotine efficiently
upon green irradiation. Finally, a series of highly rigidified coumarine based PPGs were
developed using a 5-exo-dig carbopallation followed by a Suzuki-Miyaura or Sonogashira
cross-coupling reactions. This work of molecular engineering led to the synthesis of highly
two-photon sensitive PPGs.

Key words: chemical biology, organic chemistry, two-photon excitation,

photoremovable protecting groups, neuroscience, photochemistry
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