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PREAMBULE

Ces travaux de thése ont été effectués entre le 1°" septembre 2018 et le 31 octobre 2021 a
I'Institut Curie (site d’Orsay) au sein de I'équipe « Chimie, Modélisation pour la reconnaissance des
protéines » de 'UMR9187-U1196 « Chimie et Modélisation pour la Biologie du Cancer » sous la direction
du Dr. Florence Mahuteau-Betzer.

Le but initial de cette these était de développer des marqueurs d’organelles excitables a deux
photons. Différents dérivés ont été synthétisés a partir de fluorophores excitables a deux photons
précédemment développés au laboratoire. Malheureusement, ces travaux, qui ne seront pas détaillés
dans ce manuscrit, ont mis en évidence les difficultés a rationaliser les résultats obtenus par rapport aux
travaux déja publiés dans la littérature. Par conséquent, une réorientation du sujet, vers des thématiques
permettant de travailler davantage a la fois sur le design et également la rationalisation des propriétés
des objets étudiés, a été envisagée. Une premiere partie a donc été consacrée au développement de
nouvelles sondes aux propriétés photophysiques et physico-chimiques optimisées pour la microscopie
biphotonique en cellules vivantes.

En accord avec les thématiques de chimie médicinale développées au sein de I'équipe, il a été
envisagé dans un second temps d’utiliser le fluorophore le plus prometteur pour concevoir des sondes
fluorogéniques pour la chimie bioorthogonale. Ce type de sonde pouvant, par exemple, étre utilisé pour
identifier la localisation subcellulaire d’'un composé d’intérét.

Ces travaux de thése ont ainsi été consacrés principalement a la synthése organique de ces
différentes sondes, I'’évaluation a la fois de leurs propriétés physiques (linéaires et non linéaires) et de
leur capacité a étre utilisées comme fluorophores pour la microscopie biphotonique en cellules vivantes.
Différentes études de modélisation moléculaire ont également été entreprises afin de comprendre les
propriétés des composés obtenus.

Ce travail interdisciplinaire est par conséquent le fruit de nombreuses interactions avec des
personnes internes et externes a I'Institut Curie. Tout d’abord, le Dr. Florent Poyer (Institut Curie,
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Dr. Gilles Clavier (ENS Paris Saclay) m’a formée pour les calculs de TD-DFT et donné acces au
supercalculateur Occigen (CINES) afin de réaliser les études de modélisation moléculaire. Nous avons
également échangé a plusieurs reprises sur les résultats obtenus. Enfin, les mesures de sections efficaces
d’absorption biphotonique ont été réalisées par le Dr. Frédéric Bolze (Université de Strasbourg), qui m’a
par ailleurs accueillie pour une série de mesures afin que je découvre ce type d’expériences.
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INTRODUCTION GENERALE

Plus d’un siecle aprées la synthése des premiéres fluorophores organiques (fluorescéine en 1871,
coumarine en 1884, rhodamine en 1887), la microscopie de fluorescence s’est imposée comme un outil
essentiel pour I'observation de phénomeénes biologiques, depuis I'imagerie de cellules fixées a I'imagerie
in vivo, notamment grace au développement conjoint de sondes et de microscopes de plus en plus
performants. L'imagerie optique de fluorescence est ainsi devenue un incontournable en imagerie
médicale, du fait de sa rapidité, de sa sensibilité et sa résolution élevées.!

Figure 1 : Evolution des techniques d’imagerie de fluorescence. Illustration extraite de [D. Wu et al., 2017]?

Bien que I'utilisation des protéines de fusion soit trés largement répandue en microscopie de
fluorescence, I'utilisation de petites molécules reste une méthode de choix; notamment car les
fluorophores organiques présentent I'avantage d’étre photostable et d’étre d’une taille suffisamment
faible pour ne pas altérer le fonctionnement du systéeme a étudier, contrairement aux protéines de
fusion.?

Ce chapitre introductif se découpe en cinq parties qui permettent de présenter les notions clés
nécessaires afin d’appréhender I'utilisation de fluorophores organiques comme outil pour I'imagerie, et
plus particulierement pour la microscopie biphotonique ; et une cinquieme partie présente quant a elle
le concept de la chimie bioorthogonale. Des introductions présentant I'état de I’art sur le développement
de sondes fluorescentes excitables a deux photons et sur les sondes fluorogéniques pour la chimie
bioorthogonale sont proposées respectivement en début de la premiere partie et début de la seconde
partie de ce manuscrit.

L R. Weissleder and M. J. Pittet, Nature 2008, 452 (7187), 580-589. DOI : 10.1038/nature06917
2D. Wu et al., Chem. Soc. Rev. 2017, 46 (23), 7105-7123. DOI : 10.1039/C7CS00240H
3 ). Zhang et al., Nat. Rev. Mol. Cell. Biol. 2002, 3 (12), 906-918. DOI : 10.1038/nrm976
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I.  Généralités sur la fluorescence #>°

1) Diagramme de Perrin-Jablonski

Les différents processus qui peuvent survenir aprées |I'absorption d’un photon par une molécule sont
récapitulés en Figure 2 ci-dessous.

Absorption (1073 s)

|
fenr
|

Conversion interne (10°'! - 1095)
-"v*-*g s~~~ Relaxation vibrationnelle (10-'2- 10-%s)
e — =+ Fluorescence (10°'°- 1075s)

~.r~.~-# Croisement intersystéme (10°'° - 1085s)

———— Phosphorescence (10 - 1025s)

4"'\"H+H-#WJ|
K%
=

-~

mwuwnn
o—Nw

<<<<

So

Figure 2 : Diagramme de Perrin-Jablonski

Lorsqu’une molécule dans son état fondamental So absorbe un photon dans le domaine UV-visible,
cette derniere va passer dans un état électronique excité S, (n 2 1). Dans la majorité des cas, elle se
retrouve alors trés vite (1023 10° s) dans I’état vibrationnel le plus bas en énergie de I’état S; par
conversion interne (si n > 1) et relaxation vibrationnelle, quelle que soit la transition initiale. L'énergie
correspondante est alors dissipée sous forme de chaleur. L’ensemble des transitions de So vers S3,, vont
correspondre au spectre d’absorption de la molécule.

Une fois I'état S1,v-0 atteint, la durée de vie de I'état excité est de I'ordre de la nanoseconde, plusieurs
voies de désexcitation (radiatives ou non) sont alors envisageables pour retourner a I’état fondamental.
Une premiére voie de désexcitation possible est la conversion interne, qui consiste en une transition non
radiative entre deux états électroniques de méme spin. La molécule peut également retourner a I'état
fondamental sans changer de spin et en émettant un photon, ce processus radiatif est alors appelé
fluorescence. La regle de Kasha stipule que la fluorescence peut avoir lieu seulement a partir de I'état
électronique S;.” Néanmoins, il existe des exceptions a cette régle, comme I'azuléne (Figure 3) ou encore
certaines tétrazines, notamment a cause de I'écart énergétique conséquent entre S, et S; qui ralentit le
processus de conversion interne.®® L’ensemble des transitions S, — So vont constituer le spectre

d’émission de la molécule.

Figure 3 : Structure de I'azuléne

4 ). R. Lakowicz, Principles of Fluorescence Spectroscopy. Third edition 2006, Springer, Boston, MA .

5 B. Valeur and M. N. Berberan-Santos, Molecular Fluorescence - Principles and Applications. Second Edition 2013,
Wiley

6]. Delaire et al., Photophysique et photochimie - Des fondements aux applications. 2016, edpsciences

7 M. Kasha, Discussions of the Faraday Society 1950, 9 (0), 14-19. DOI : 10.1039/DF9500900014

8 G. Binsch et al., Chem. Phys. Lett. 1967, 1 (4), 135-138. DOI : 10.1016/0009-2614(67)85008-5

9T. He et al., Chem. Sci. 2019, 10 (15), 4163-4168. DOI : 10.1039/C95C00264B
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Le retour a I'état fondamental peut aussi se faire en passant par un état triplet. La transition S; — T;
résulte d’un croisement intersysteme. Ces transitions S, — T, sont peu probables car interdites de spin,
elles sont par conséquent favorisées quand le temps de vie de I'état S; est élevé. De méme, la présence
d’atomes lourds (tels que Br ou I) favorise le croisement intersystéme. La molécule peut alors retourner
a I’état fondamental en émettant un photon a partir de Ty, c’est la phosphorescence. Comme la transition
T, — So est elle aussi interdite de spin, la phosphorescence est un processus beaucoup plus lent que la
fluorescence (entre 10° et 107 s). Le retour a I’état excité peut également se faire par des voies non
radiatives comme c’était le cas a partir de Si.

2) Grandeurs caractéristiques de la fluorescence

Les propriétés d’absorption et d’émission de fluorescence d’'une molécule peuvent étre caractérisées
a partir de quelques grandeurs clés.

¢ Rendement quantique :

Le rendement quantique est le rapport entre le nombre de photons émis et le nombre de photons
absorbés, il quantifie donc la fraction de molécules qui retournent a I'état fondamental via un processus
de fluorescence. Il est compris entre 0 et 1.

ky

¢ = K, + Ky

Avec k, : constante de vitesse pour la désexcitation radiative S; — So et k,,,- : constante de vitesse pour
la désexcitation non radiative.

e Coefficient d’absorption molaire (L.mol*.cm?):

Ce coefficient, noté g, caractérise la capacité d’'une molécule a absorber des photons. Pour des solutions
peu concentrées, ce coefficient permet de relier I'absorbance (notée A, sans unité) d’une solution a la
concentration c de I'espece chimique qui absorbe via la loi de Beer-Lambert :

A= el.c
Avec [ la longueur du trajet parcouru par la lumiére dans le milieu considéré.
e Brillance (L.molt.cm?):

La brillance est le produit du coefficient d’absorption molaire par le rendement quantique d’une molécule.
C’est un parametre clé en imagerie car il permet de prendre en compte a la fois la capacité d’une molécule
donnée a absorber des photons et a en réémettre.

e Déplacement de Stokes (cm™ ou nm) :

Le déplacement de Stokes représente la différence entre la longueur d’onde a laquelle I'émission est
maximale et la longueur d’onde a laquelle I'absorption est maximale.

e Temps de vie (s) :

Il s’agit de la durée pendant laquelle I’électron va rester dans I'état excité avant de redescendre a I'état

fondamental.
1

Tk ko,

La dépopulation des niveaux excités suit une loi de décroissance exponentielle dont 7 est le temps
caractéristique.

-17 -



Introduction générale

3) Facteurs qui influencent la fluorescence

Les parameétres qui influencent les propriétés émissives d’'un composé sont nombreux. Cette partie
présente les principaux facteurs qui peuvent conduire a une modulation des propriétés de fluorescence
d’une molécule.

a) Structure moléculaire

Les propriétés optiques d’'un composé sont intimement liées a sa structure moléculaire. Il est par
conséquent possible d’optimiser finement les propriétés de fluorescence d’une sonde organique en
modifiant sa structure.'®!! Par exemple, la plupart des chromophores organiques sont des molécules
aromatiques conjuguées, et une augmentation de la conjugaison aura tendance a décaler I'absorption et
I’émission du composé vers des longueurs d’onde plus élevées.

b) Facteurs environnementaux

Les propriétés de fluorescence d’une molécule sont extrémement dépendantes de I’'environnement
dans lequel la molécule se trouve. Quelques parameétres ayant une influence sur les propriétés optiques
d’une molécule sont présentés en Figure 4 ci-dessous.

Potentiel électrique

Polarité Viscosité

_

Quenchers Fluorescence Pression

Température pH

Liaisons hydrogenes

Figure 4 : Facteurs environnementaux qui influent sur la fluorescence

Parmi eux, le solvant joue par exemple un réle clé car il peut modifier les niveaux d’énergie d’une
molécule, en stabilisant plus ou moins les états excités. C'est le cas dans le transfert de charge
intramoléculaire présenté ci-apres.

c) Transfert de charge intramoléculaire (ICT)

Lorsqu’une molécule absorbe un photon, le passage de I'état fondamental Sp a un état électronique
excité S, induit un changement de son moment dipolaire p en raison d’'une modification de la répartition
de la densité électronique au sein de la molécule. Plus la forme des orbitales moléculaires mises en jeu
dans la transition est différente, et plus la modification de moment dipolaire est importante. C'est
particulierement le cas lorsque la molécule est composée de groupements donneurs conjugués a un ou
plusieurs accepteurs (ou vice-versa). Aprés absorption du photon, un état appelé état localement
excité (LE) est atteint. Cet état n’est pas a I'équilibre avec les molécules de solvant car I'absorption est
bien plus rapide que la réorganisation du solvant. Les molécules de solvant vont ensuite tourner pour
atteindre un état d’équilibre appelé ICT (Figure 5). Lorsque la relaxation s"accompagne d’une rotation au
sein de la molécule, on parle de TICT (pour Twisted intramolecular charge transfer).

10 L. D. Lavis, Annu. Rev. Biochem. 2017, 86 (1), 825-843. DOI : 10.1146/annurev-biochem-061516-044839
11J.B. Grimm et al., Nat. Methods 2017, 14, 987-994. DOI : 10.1038/nmeth.4403
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Figure 5 : Diagramme d’énergie dans le cas d’un transfert de charge intramoléculaire (cas ou ti < pe)

L’écart d’énergie noté A est fortement dépendant de la polarité du solvant. Lorsque le moment
dipolaire a I'état fondamental s est supérieur au moment dipolaire a I’état excité e, un déplacement
bathochrome est observé quand la polarité du solvant augmente, on parle alors de solvatochromisme
positif. En effet, une augmentation de la polarité du solvant permet d’abaisser I'énergie du niveau ICT.
Dans le cas contraire (ur > pe), un déplacement hypsochrome est observé, c’est le solvatochromisme
négatif.

d) Transferts d’énergie

Ce sont toutes les réactions qui peuvent étre représentées par: D* + A — D + A*. Ces transferts
d’énergie peuvent étre radiatifs ou non.

e Transfert d’énergie radiatif

Le transfert d’énergie radiatif, aussi appelé « mécanisme trivial » est le plus intuitif. La lumiere émise
par un donneur D est réabsorbée par un accepteur A.

D* > D+hv
A+ hv—> A*

Ce type de transfert est bien évidemment possible uniquement si I'accepteur absorbe sur une plage
de longueurs d’onde a laquelle le donneur émet. Ce transfert peut par exemple étre observé en réalisant
le spectre d’émission de fluorescence d’une solution treés concentrée d’un composé donné. Il s’agit de
I'effet de filtre interne.

e Le FRET (Fdrster Resonance Energy Transfer)

Le FRET est un transfert d’énergie non radiatif via une interaction dip6le-dip6le entre un donneur D
et un accepteur A (Figure 6).

~——— e —————

Figure 6 : Principe du FRET d'un point de vue orbitalaire
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Il repose sur le recouvrement spectral entre I'émission du donneur et I'absorption de I'accepteur,
ainsi que la proximité spatiale entre le donneur et I'accepteur. Lorsque cette condition de recouvrement
spectral est respectée, il peut, si les deux molécules sont a une distance voisine de la distance Ro (= 5 nm)
appelée distance de Forster, se produire un transfert d’énergie entre les deux molécules a travers
I’espace. Un facteur d’orientation se rajoute aux deux conditions précédentes : il est également nécessaire
gue les moments dipolaires du donneur et de I'accepteur ne soient pas a 90° I'un de I'autre pour que le
transfert puisse avoir lieu. Cette condition n’est néanmoins que rarement limitante car ce mécanisme est
exploité le plus souvent dans des conditions dans lesquelles les molécules sont en libre rotation I'une par

rapport a l'autre.

Donneur Accepteur
A A |
f VT ) A
[0)] A\ 4 —
Q L i \\ ycm
c ' ' 10 3
9] ! \ 1 \ | a -
2 | '\ | \ ! 2 2.
o ! ' g -}
Re! I | ' ' ' 33
\ ! !
< ] \ ] ‘\ : 8 0]
! \ ! \ 1
| - », N | \ Iy
| I il
xex }Lem

Longueur d'onde (nm)

Figure 7 : Recouvrement du spectre d’émission du donneur et d’absorption de I'accepteur dans le cas d’un mécanisme de type
FRET

Le rendement quantique du processus de transfert d’énergie est quantifié par :

1+ (RLO)6

Avec r la distance entre le donneur et I'accepteur, et R, la distance de Forster.

dr(r) =

L’accepteur peut ensuite revenir a I'état fondamental via un processus non radiatif (conversion
interne), il jouera dans ce cas le role de quencher de fluorescence. Il peut également retourner a I'état
fondamental en émettant un photon. Dans ce cas, le déplacement de Stokes est artificiellement
augmenté. Cette stratégie est utilisée pour le développement de nombreuses sondes.?

e Le transfert d’énergie a travers les liaisons : TBET (Through-bond energy transfer)

Si dans le cas du FRET il est indispensable qu’il y ait un recouvrement spectral entre I'émission du
donneur et I'absorption de "accepteur, ce n’est pas le cas avec le TBET.!® Par opposition au FRET qui est
un transfert d’énergie a travers I'espace, le TBET est un transfert d’énergie qui se fait a travers les liaisons

(Figure 8).

2. Wu et al., Chem. Soc. Rev. 2020, 49 (15), 5110-5139. DOI : 10.1039/C9CS00318E
13.G.-S. Jiao et al., J. Am. Chem. Soc. 2003, 125 (48), 14668-14669. DOI : 10.1021/ja037193|
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Figure 8 : Principes du FRET et du TBET

Une des conditions nécessaires pour que ce type de quenching puisse se produire est que les deux
fluorophores soient liés par un espaceur insaturé qui leur permette de se comporter électroniquement
indépendamment I'un de l'autre a I’état fondamental. IIs doivent ainsi, dans le cas optimal, é&tre a 90° I'un
de l'autre. Il faut par conséquent que les deux fluorophores soient liés par un motif insaturé mais qui ne
leur permet pas d’étre coplanaire (Figure 8).14%

| linker |
Donneur Accepteur

ey, [\ccepteur
Donneur nke

Figure 9 : (a) Donneur et accepteur coplanaire : TBET impossible (b) Donneur et accepteur twisté de 90° : TBET possible

Un exemple est présenté en Figure 9 ci-dessus. Dans le cas (a) les deux entités sont coplanaires, la
conjugaison s’étend sur toute la molécule qui se comporte comme un « unique » fluorophore : le transfert
d’énergie de type TBET est impossible. Dans le second cas, I'introduction d’un groupement phényle sur
I’espaceur permet, grace a I'encombrement stérique généré par les méthyles du BODIPY, de rompre cette
conjugaison. Les deux parties se comportent donc comme deux fluorophores distincts, et le transfert de
type TBET peut avoir lieu.

Par ailleurs, diverses études ont mis en évidence que pour que ce transfert soit le plus performant
possible, les moments de transition associés a I'absorption de I'accepteur et I’'émission du donneur
doivent étre alignés.® Cette condition permet d’améliorer le transfert, mais n’est pas nécessaire. En 2014,
R. Weissleder et son équipe se sont intéressés a des dérivés de coumarine couplés a des tétrazines (Figure
10).Y7 lls ont mis en évidence qu’un transfert de type TBET se produisait au sein de ces molécules. La
tétrazine permet d’inhiber la fluorescence de la coumarine. Elle peut étre restaurée en faisant réagir la
tétrazine avec un alcéne contraint, le trans-cycloocténe (TCO).

14 G.-S. Jiao et al., Chem. Eur. J. 2006, 12 (30), 7816-7826. DOI : 10.1002/chem.200600197

155, Speiser, Chem. Rev. 1996, 96 (6), 1953-1976. DOI : 10.1021/cr941193+

18T. G.Kim et al., J. Phys. Chem. A 2006, 110 (1), 20-27. DOI : 10.1021/jp053388z

171. G. Meimetis et al., Angew. Chem. Int. Ed. 2014, 53 (29), 7531-7534. DOI : 10.1002/anie.201403890
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HELIOS 400Me
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Figure 10 : Régiosiomeéres HELIOS 400Me et HELIOS 400pMe

Aprés avoir mesuré la fluorescence apres réaction entre le TCO et la tétrazine, I'inhibition de
fluorescence a pu étre quantifiée. Cette derniére dépend du régioisomére considéré, et le cas le plus
favorable est celui pour lequel les moments dipolaires de transition sont presque alignés (HELIOS 400Me) :
la fluorescence est 4 000 fois supérieure apres réaction. Néanmoins, elle est tout de méme 1 000 fois
supérieure pour le régioisomere para (HELIOS 400pMe) alors que les deux moments dipolaires sont
guasiment perpendiculaires. L’alignement des moments dipolaires de transition est donc bénéfique mais
non nécessaire.

Ce mécanisme de quenching est particulierement intéressant car il permet d’étre utilisé pour un
donneur et un accepteur dont les spectres d’absorption et d’émission ne se recouvrent pas. Un nombre
croissant de sondes fluorescentes se basant sur ce principe a été développé ces derniéres années.® Le
TBET reste néanmoins un phénomene dont le mécanisme n’est pas clairement décrit.

e Echange d’électrons de type Dexter

L’échange d’électrons de type Dexter est un échange d’électrons simultané décrit pour la premiere
fois en 1959." Un électron de la LUMO du donneur a I'état excité est transféré dans la LUMO de
I'accepteur, et simultanément un électron de la HOMO de I'accepteur est transféré dans la HOMO du
donneur. Une représentation d’un point de vue orbitalaire est présentée en Figure 11 ci-dessous. Il s’agit
néanmoins d’une représentation purement formelle car les électrons sont indiscernables. Seul un modele
quantique permet de décrire ce phénomene.

A

D* +
WMo —=C N o —— 4—
HOMO _l_{\—l—l— HOMO _I_l_ —l—

,_________‘
—— e —— — —— — —

—_—— e o — e — — — — — — — — — — — — — — ———

Figure 11 : Principe d’un échange d’électrons de type Dexter

18D, Cao et al., J. Photochem. Photobiol. C 2020, 44, 100371. DOI : 10.1016/j.jphotochemrev.2020.100371
19D. L. Dexter, J. Chem. Phys. 1953, 21 (5), 836-850. DOI : 10.1063/1.1699044
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Contrairement au FRET, ce transfert d’énergie ne requiert pas de recouvrement spectral entre le
donneur et I'accepteur. En revanche, un recouvrement des fonctions d’onde est nécessaire, ce qui signifie
que ce type de transfert ne peut se produire qu’a trés petite distance (typiquement < 10 A). En effet,
I'efficacité du transfert décroit exponentiellement avec la distance entre le donneur et I'accepteur
(Formule Figure 11).

e) Transfert d’électron photoinduit

Le PeT (Photo-induced electron transfer) repose quant a lui sur la modification des propriétés
d’oxydo-réduction des molécules lorsque celles-ci passent dans un état excité suite a I'absorption d’un
photon. Comme l'illustre le schéma présenté en Figure 12, I'absorption d’un photon par le donneur va
augmenter son caractere réducteur (ou par I'accepteur va augmenter son caractére oxydant) et donc
permettre une réaction d’oxydoréduction entre le donneur et I'accepteur qui n’était pas possible a I'état
fondamental.

E(eV) 4 D*+A ouD +A>I<

|7

D+A

Figure 12 : Principe du transfert d’électron photoinduit (PeT)

Le transfert d’électron photoinduit peut étre qualifié¢ d’oxydant ou de réducteur, selon si le
fluorophore d’intérét est réduit ou oxydé (Figure 13).

7 ————————— e s L ~
PeT réducteur PeT oxydant \
A* + D A- + D+ D + A —— D* + A"
| —
— LUMO — l
LUMO —}~ — ~— —
(~-H- oo 1
oo . = 4
Fluorophore Quencher Fluorophore Quencher Fluorophore Quencher Fluorophore Quencher
excité riche en e réduit oxydé excité  pauvre en e oxydé réduit
~ e

Figure 13 : Principe du transfert d’électron photoinduit réducteur et du transfert d’électron photoinduit oxydant

Ce transfert d’électron de I'espéece excité va empécher le fluorophore de revenir a I'état fondamental
en émettant un photon, c’est pourquoi le PeT constitue un mécanisme d’inhibition de fluorescence.
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f) Agrégation

Lorsque des fluorophores se trouvent en solution concentrée, ils ont naturellement tendance a
s’agréger en raison des interactions m qui peuvent se créer entre les systéemes conjugués de deux
molécules différentes. L'agrégation entraine chez la majorité des molécules une inhibition de leur
fluorescence, c’est I’ACQ (Aggregation-Caused Quenching). Cependant, chez certains chromophores pas
ou peu émissifs en solution, I'agrégation va au contraire entrainer une nette augmentation de la
fluorescence, c’est I'AIE (Aggregation-Induced Emission). Ce phénomeéne a été décrit pour la premiére fois
en 2001 pour des composés autre que des polyméres et il est depuis couramment utilisé pour diverses
applications depuis la conception de matériaux a la bioimagerie.?>?! Ces deux phénoménes sont présentés
en Figure 14 ci-dessous.

—— e — —— ——— —— — —— — —— — — — —— — —— —

N
4 En solution diluée En solution concentrée \

(LA A X
l‘..'

Figure 14 : Principe de I’ACQ (Aggregation-caused quenching) et de I’AIE (Aggregation-induced emission). Molécules de solvant
en bleu et sondes fluorescentes en marron

L’AIE est un phénoméne observé plus particulierement pour les molécules composées de plusieurs
sous unités pouvant tourner I'une autour de I'autre. Aprés absorption d’un photon, ce type de molécules
va principalement se relaxer par conversion interne via des rotations. Sous forme d’agrégats, les rotations
ne sont plus possibles et I'émission d’un photon devient la voie de désexcitation préférentielle.?? En effet,
il a été mis en évidence que le blocage de la rotation dans une molécule présentant un comportement de
type AIE pouvait conduire a une perte de cette propriété.?® Les molécules synthétisées pour cette étude

sont présentées en Figure 15 ci-dessous.
DD
9 b

QN N
Qg“; oo™

Non-AIE

Figure 15 : Molécules synthétisées par G. Lao et al. pour comprendre le phénoméne d’AlE

20 ), Mei et al., Chem. Rev. 2015, 115 (21), 11718-11940. DOI : 10.1021/acs.chemrev.5b00263

21X, Cai and B. Liu, Angew. Chem. Int. Ed. 2020, 59 (25), 9868-9886. DOI : 10.1002/anie.202000845
22Y, Chen et al., Mater. Horiz. 2019, 6 (3), 428-433. DOI : 10.1039/C8MH01331D

2 C. Gao et al., Dyes Pigm. 2019, 160, 909-914. DOI : 10.1016/j.dyepig.2018.08.032
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Des calculs de modélisation moléculaire ont au préalable été effectués afin de d’identifier les voies
de désexcitation de la molécule AIE. Les auteurs ont pu mettre en évidence qu’en solution diluée, la
désexcitation de cette molécule avait principalement lieu par une voie non radiative via la rotation autour
du motif imidazolium. Lorsqu’un méthyle (en rouge) est introduit pour bloquer cette rotation, la molécule
perd ses propriétés d’AlE et devient fluorescente en solution diluée.

g) Autres

De nombreux autres processus non détaillés dans ce manuscrit peuvent également conduire a des
modifications des propriétés émissives d’une sonde. C'est par exemple le cas de la formation d’excimeres,
d’exciplexes, ou encore du transfert de proton photo-induit.

Tous ces processus de modulation de fluorescence sont a la base de la conception de sondes dites
« intelligentes » qui sont présentées ci-apres.

Il. Sondes fluorogéniques pour la microscopie de fluorescence

1) Définition
La plupart des fluorophores couramment utilisés présente I'inconvénient d’étre toujours fluorescent.
Par conséquent, leur utilisation en microscopie peut entrainer un piétre rapport signal sur bruit malgré

plusieurs étapes de lavages. Une des stratégies permettant de contourner cette limitation consiste a
utiliser des sondes dites fluorogéniques.?
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Figure 16 : Principes des sondes fluorogéniques. Figure inspirée de [J. B. Grimm et al., 2013]?°

Une sonde est qualifiée de fluorogénique si elle n’est pas ou peu fluorescente, mais qu’elle le devient
apres rencontre avec sa cible, via un stimulus spécifique. Cela peut étre la formation ou la rupture d’'une
liaison, un changement d’environnement ou encore la détection d’un analyte comme lillustre la Figure

24 X. Li et al., Chem. Rev. 2014, 114 (1), 590-659. DOI : 10.1021/cr300508p
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16.2 Ces sondes sont également qualifiées de pro-fluorescentes, intelligentes, OFF-ON ou encore turn-
on.

Dés 1989, la premiere sonde fluorogénique utilisable dans un contexte biologique a été développée,
et il s’agit d’'une sonde permettant la détection de Iion calcium.?® L’'un des atouts majeurs de ces sondes
est leur excellent rapport signal sur bruit. Le ratio de turn-on, c’est-a-dire le ratio du nombre de photons
émis entre la forme fluorescente et la forme éteinte, peut en effet atteindre 10 000. Dans le cadre d’une
utilisation en microscopie de fluorescence, cela permet d’obtenir des images avec un excellent contraste
sans étapes de lavages. Un exemple est présenté en Figure 17 ci-dessous.?’ Le but de ces travaux est
d’étudier des processus d’endocytose dans des cellules Hela a I'aide d’un conjugué RNase-fluorophore.
Ces images ont été réalisées dans des conditions identiques avec un fluorophore dit « classique »,
c’est-a-dire toujours fluorescent, et une sonde fluorogénique.

Les images obtenues avec le conjugué non fluorogénique (Figure 17, a) mettent en évidence la
présence d’un bruit de fond tres élevé qui résulte d’'un marquage non spécifique. C'est seulement aprés
plusieurs étapes de lavages vigoureux que cette fluorescence résiduelle peut étre éliminée pour laisser
apparaitre le marquage d’intérét (Figure 17, b).

b. c -
Figure 17 : Cellules Hela vivantes incubées avec du Hoechst 33342 et (a) Oregon Green-RNase (10 uM — 1h) — sans lavages (b)

Oregon Green-RNase (10 uM — 1h) — avec lavages (c) Conjugué sonde fluorogénique-RNase (10 uM — 1h) — sans lavages.
Images extraites de [L. D. Lavis et al., 2006]?”

En utilisant la sonde fluorogénique présentée en Figure 18, le rapport signal sur bruit est excellent,
méme sans étapes de lavages. En effet, cette sonde n’est pas fluorescente. Elle le devient uniguement
apreés réaction avec I'enzyme d’intérét, ici une estérase.

Partie réagissant avec
I'enzyme d'intérét

o0~ © H

N

O

(e}
O Maléimide pour la
(0]

bioconjugaison

[ﬁz

Figure 18 : Sonde fluorogénique développée par L. Lavis?”

25), B. Grimm et al., Chapter One - The Chemistry of Small-Molecule Fluorogenic Probes. In Progress in Molecular
Biology and Translational Science, Morris, Ed. Academic Press: 2013; Vol. 113, pp 1-34. DOI : 10.1016/B978-0-12-
386932-6.00001-6

%6 A, Minta et al., J. Biol. Chem. 1989, 264 (14), 8171-8178. DOI : 10.1016/50021-9258(18)83165-9

271, D. Lavis et al., ACS Chem. Biol. 2006, 1 (4), 252-260. DOI : 10.1021/cb600132m
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Cet exemple permet de mettre en évidence I'utilité des sondes fluorogéniques en microscopie de
fluorescence : un bon ratio de turn-on permet d’obtenir un bon rapport signal sur bruit. Les sondes
fluorescentes utilisées en microscopie doivent cependant respecter de nombreux autres critéres. La partie
suivante permet d’établir un « cahier des charges » qu’une molécule doit respecter pour pouvoir étre
utilisée pour I'imagerie en cellules vivantes voire in vivo.

2) « Cahier des charges »

Les sondes fluorogéniques développées pour la bioimagerie doivent remplir de nombreux critéres
photophysiques, mais aussi physico-chimiques et biologiques. Les principaux sont présentés dans le
Tableau 1 ci-dessous.

Criteres physico-chimiques et biologiques Criteres photophysiques

Hydrosolubilité Brillance élevée
Absence de toxicité Absorption et émission dans l'infrarouge
Pénétration en cellules sans perméabilisation Photostabilité
Sélectif Turn-on élevé (>10)

Tableau 1 : Criteres qu’un composé fluorogénique doit respecter pour étre utilisé pour la microscopie de fluorescence in cellulo
ou in vivo

D’un point de vue physico-chimique, il est nécessaire que le composé ne soit pas cytotoxique, qu’il
rentre en cellules sans perméabilisation des membranes et qu’il soit soluble dans I’eau. Pour cela, il pourra
étre judicieux d’utiliser des molécules chargées ayant un faible poids moléculaire. La sonde devra
également étre sélective pour sa cible afin de limiter le bruit de fond.?®

D’un point de vue photophysique, il est nécessaire que le composé soit photostable, posséde une
brillance et un ratio de turn-on élevés pour obtenir un contraste maximal. Un turn-on supérieur a 10
semble étre un objectif raisonnable pour obtenir un contraste élevé. Il est également préférable que le
fluorophore soit excitable et émette a des longueurs d’onde comprises entre 670 nm et 910 nm ce qui
correspond a une fenétre appelée « fenétre thérapeutique » (Figure 19).2°

1000000 1.000
Surface imaging In vivo imaging

100000

10000 0.100
Hb Water

1000
HbO2

100 0.010

Coefficient d’absorption molaire
de Hb et HbO, (L.mol'-em'')

Coefficient d’absorption molaire de I'eau
(L.mol-"-em)

1 0.001
400 500 600 700 800 900 1000

Longueur d’onde (nm)

Figure 19 : Fenétre thérapeutique. Figure extraite de [H. Kobayashi et al., 2010]%°

28 H. Zhu et al., Acc. Chem. Res. 2016, 49 (10), 2115-2126. DOI : 10.1021/acs.accounts.6b00292
2% H. Kobayashi et al., Chem. Rev. 2010, 110 (5), 2620-2640. DOI : 10.1021/cr900263i
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En effet, la pénétration de la lumiére dans les tissus biologiques est maximale dans cette zone grace
a la faible absorption de ’hémoglobine et de I’eau. Ainsi, pour les rayonnements visibles, plus la longueur
d’onde du rayonnement est élevée et plus ce dernier pénetre dans les tissus (Figure 20).

Par ailleurs, I'excitation dans cette fenétre de longueurs d’onde permet de s’affranchir en grande
partie de I'autofluorescence des tissus, qui est non négligeable pour des longueurs d’onde d’excitation
plus faibles.?°

100 ym
| mm

lem

Figure 20 : Propagation de la lumiére dans les tissus en fonction de la longueur d’onde du laser.
Adapté de [P. Agostinis et al., 2011]31

Plus récemment, une seconde fenétre thérapeutique (NIR-Il, au-dessus de 1000 nm) a également été
identifiée comme étant prometteuse.> Un moyen de parvenir 3 atteindre des longueurs d’onde
d’excitation dans le rouge ou le proche infrarouge est d’utiliser un processus d’absorption a deux photons,
qui est présenté dans la partie suivante.

l1l. Absorption a deux photons

1) Principe et caractéristiques

Le concept d’absorption a deux photons a été proposé par Maria Goeppert-Mayer en 1931 et a été
mis en évidence expérimentalement trente ans plus tard par W. Kaiser et C. Garrett avec I'invention des
premiers lasers pulsés.3*3* L’absorption a deux photons est I"absorption simultanée (10'® s) de deux
photons permettant d’amener une molécule dans un état excité de plus haute énergie (Figure 21).

L’avantage de cette technique réside dans le fait qu’il est possible de faire passer une molécule de
son état fondamental a un état excité avec un rayonnement dont I'énergie est environ deux fois inférieure
a celui utilisé dans le cas d’une excitation a un seul photon (hv; << hv;). Ce type d’absorption est qualifiée
d’absorption non linéaire car le nombre d’excitations n’est pas proportionnel a I'intensité du faisceau
incident.

30 ), V. Frangioni, Curr. Opin. Chem. Biol. 2003, 7 (5), 626-634. DOI : 10.1016/j.cbpa.2003.08.007

31p, Agostinis et al., CA: Cancer J. Clin. 2011, 61 (4), 250-281. DOI : 10.3322/caac.20114

Image de la couche de peau : www.futura-sciences.com

32, Li et al., Dyes Pigm. 2020, 183, 108756. DOI : 10.1016/j.dyepig.2020.108756

33 M. Géppert-Mayer, Annalen der Physik 1931, 401 (3), 273-294. DOI : 10.1002/andp.19314010303

34 W. Kaiser and C. G. B. Garrett, Phys. Rev. Lett. 1961, 7 (6), 229-231. DOI : 10.1103/PhysRevlett.7.229
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Figure 21 : Principe de I'absorption a deux photons

La capacité d’un fluorophore a absorber a deux photons est quantifiée via sa section efficace
d’absorption noté §, qui s’exprime en Goeppert-Mayer (1 GM = 10°°°.cm*.s.photon?). Diverses techniques
permettent d’obtenir cette donnée, et deux d’entre elles sont présentées dans le paragraphe suivant.

2) Mesure des sections efficaces d’absorption biphotonique

Deux méthodes sont principalement utilisées pour déterminer la section efficace d’absorption
biphotonique d’'un composé : le Z-Scan et le TPEF (Two-photon excited fluorescence).

e 7Z-Scan
Cette technique consiste a mesurer la transmittance en sortie d’'un échantillon lorsque celui-ci se
déplace le long d’un axe, le point de référence étant I'endroit ou le laser est focalisé.
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Figure 22 : Principe du Z-scan

En utilisant un modele mathématique adéquat, la section efficace peut étre obtenue a partir du type
de courbe présenté en Figure 22.

La technique du Z-Scan permet ainsi d’obtenir la section efficace d’absorption d’'un composé que ce
dernier soit fluorescent ou non.
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e  TPEF (Two-photon excited fluorescence)

Introduit en 1996, cette technique consiste a mesurer I'émission de fluorescence d’un composé aprés
une excitation biphotonique.®® Contrairement au Z-scan, il est par conséquent indispensable que le
composé soit fluorescent pour mesurer sa section efficace d’absorption via la méthode TPEF. Cette
technique peut étre utilisée de maniére absolue si les paramétres du laser et du détecteur sont connus
avec précision. Cependant, elle est le plus souvent utilisée d’'une maniére relative. Dans ce cas, une
référence pour laquelle la dépendance de la section efficace en fonction de la longueur d’onde est connue
est utilisée. Tout comme pour la détermination d’'un rendement quantique de fluorescence par
comparaison, il existe quelques références pour lesquelles les valeurs sont tabulées.3®

IV. Microscopie de fluorescence

1) Généralités

La microscopie de fluorescence est une technique non invasive a la fois sensible, rapide et qui
posséde une tres bonne résolution de I'ordre de 200 nm (Tableau 2).

Méthode

TEP lcm
IRM 100 pum
Mi .
icroscopie de 200 nm
fluorescence
Microscopie RX 30 nm

Microscopie électronique 0.08 nm

Tableau 2 : Comparatif de différents types d’imagerie

La résolution d’une technique dépend directement du type de rayonnement utilisé et plus
particulierement de sa longueur d’onde. En effet, les travaux d’Abbe ont permis de mettre en évidence
que la résolution spatiale était intrinséquement limitée par la diffraction de la lumiére.?” L'image d’un
point lumineux infiniment petit a travers un systéme optique donné va étre une figure de diffraction
appelée tache d’Airy (Figure 23).

\

\

Y @

Figure 23 : Tache d'Airy38

En imagerie, cette figure est souvent appelée « fonction d’étalement du point » ou PSF, qui
correspond a la description mathématique du disque d’Airy. L'un des principaux critéres utilisés pour
relier la résolution avec la longueur d’onde du rayonnement est le critere de Rayleigh : la limite de
résolution est considérée comme atteinte quand le maximum principal d’'une des taches coincide avec le

35C. Xu and W. W. Webb, J. Opt. Soc. Am. B 1996, 13, 481-491. DOI : 10.1364/JOSAB.13.000481
36 N. S. Makarov et al., Opt. Express 2008, 16 (6), 4029-4047. DOI : 10.1364/0E.16.004029

37 E. Abbe, Archiv fiir Mikroskopische Anatomie 1873, 9 (1), 413-468. DOI : 10.1007/BF02956173
38 https://www.leica-microsystems.com/
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premier minimum d’intensité de I'autre tache. Les taches sont distinctes si la distance qui les sépare est
égale a au moins la demi-largeur de la tache d’Airy (Figure 24).* La résolution latérale d s’exprime ainsi :

g 0,611
~ NA

Avec A la longueur d’onde du rayonnement et NA I'ouverture numérique de |'objectif utilisé. Cette
formule explique pourquoi a priori plus la longueur d’onde du rayonnement est faible et plus la résolution
de I'image obtenue est élevée.

@ Limite de résolution Non résolu
Figure 24 : lllustration du critére de Rayleigh3®

En réalité, la résolution d’'une image est tres largement multifactorielle. Avec le développement de
différentes techniques de super-résolution, il est par exemple possible de contourner la limite de
diffraction et d’atteindre des résolutions tres légérement inférieures a celles obtenues avec la microscopie
RX.40'41

2) Microscopie confocale

La microscopie confocale ou CLSM (Confocal Laser Scanning Microscopy) a été développée a partir
de I'année 1978.% Le schéma d’un principe d’un microscope confocal est présenté en Figure 25 page
suivante. En microscopie d’épifluorescence, tout I'échantillon est irradié, puis la lumiere émise est
récoltée en étant séparée de la lumiére incidente via un miroir dichroique.

39 R. S. Rayleigh, The London, Edinburgh, and Dublin Philosophical Magazine and Journal of Science 1896, 42 (255),
167-195. DOI : 10.1080/14786449608620902

405 W. Hell and J. Wichmann, Opt. Lett. 1994, 19 (11), 780-782. DOI : 10.1364/01.19.000780

41 L. Schermelleh et al., J. Cell. Biol. 2010, 190 (2), 165-175. DOI : 10.1083/jcb.201002018

42 C. J. R. Sheppard and T. Wilson, Optica Acta: International Journal of Optics 1978, 25 (4), 315-325. DOI :
10.1080/713819784
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Figure 25 : Schéma d’un microscope a épifluorescence et d’un microscope confocal.
Figure inspirée de [L. Schermelleh et al., 2019]%3

En microscopie confocale, I'excitation est réalisée via un laser focalisé en un point du plan focal, et
ce dernier va balayer I'’échantillon. Toute I'épaisseur de I’échantillon est néanmoins excitée. Un pinhole
permet ensuite de récolter la fluorescence provenant uniquement du plan focal. La résolution en
profondeur de la microscopie confocale a balayage laser est par conséquent de I'ordre de 600 nm. Cela
permet d’obtenir des images bien mieux résolues qu’en microscopie d’épifluorescence (Figure 26).4

Figure 26 : Images de cellules HeLa obtenue en microscopie confocale (A-C) et en microscopie biphotonique (D-F).
Images extraites de [J. G. White et al., 1987]*

L'imagerie a un photon est cependant limitée a des tissus dont I'épaisseur est d’environ 100 pum au
maximum.* Un moyen d’imager davantage en profondeur est d’avoir recours a la microscopie
biphotonique, présentée dans le paragraphe suivant.

43 |, Schermelleh et al., Nat. Cell. Biol. 2019, 21 (1), 72-84. DOI : 10.1038/541556-018-0251-8
44 J. G. White et al., J. Cell Biol. 1987, 105 (1), 41-48. DOI : 10.1083/jcb.105.1.41
45 F. Helmchen and W. Denk, Nat Methods 2005, 2 (12), 932-940. DOI : 10.1038/nmeth818
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3) Microscopie biphotonique

La microscopie biphotonique a été développée a partir des années 1990.* Moins de 10 ans plus tard,
elle a été utilisée pour I'imagerie in vivo.*’

@5D «— Pinhole
S
! I( ‘\

Y \

Plan focal

(.- -- [ [.>-A-- [

Microscopie confocale Microscopie biphotonique

Figure 27 : Schéma de principe d’un microscope confocal et d’un microscope a excitation biphotonique.*8
Figure inspirée de [L. Schermelleh et al., 2019]%3

Contrairement a I'imagerie avec un microscope confocal, I’excitation ne se produit que dans un trés
petit volume autour du point focal (environ 1 pm3). Il n’y a donc pas d’absorption et ni d’émission de
fluorescence en dehors du plan focal, c’est-a-dire pas photoblanchiment ni de phototoxicité en dehors du
plan focal (Figure 27). Cela permet également d’avoir une haute résolution spatiale.

Par ailleurs, peu de chromophores biologiques sont de bons absorbeurs biphotoniques. Par exemple,
la flavine mononucléotide et la NADPH qui sont des sources d’autofluorescence ont des sections efficaces
trés faibles, de I'ordre de quelques GM. 474 Les longueurs d’onde utilisées (au-dela de 800 nm le plus
souvent), font que méme I'absorption a un photon de molécules endogeénes est trés peu probable.
L'autofluorescence des tissus en microscopie biphotonique est par conséquent trés souvent limitée.

Un autre avantage majeur de cette technique est qu’elle permet d’imager des tissus en profondeur,
jusqu’a quelques millimetres.> En I'utilisant pour de I'imagerie in vivo, la microscopie biphotonique a par
exemple permis d’imager un cerveau de souris jusqu’a une profondeur de 1,4 mm (Figure 28).>

46 W. Denk et al., Science 1990, 248 (4951), 73-76. DOI : 10.1126/science.2321027

47 B. R. Masters et al., Biophys. J. 1997, 72 (6), 2405-2412. DOI : 10.1016/S0006-3495(97)78886-6

48 photos prises par S. Ruzin (issues du site : http://mcb.berkeley.edu/labs2/robey/content/2-photon-imaging)
4 G. A. Blab et al., Chem. Phys. Lett. 2001, 350 (1), 71-77. DOI : 10.1016/50009-2614(01)01282-9

50'S. Huang et al., Biophys. J. 2002, 82 (5), 2811-2825. DOI : 10.1016/50006-3495(02)75621-X

51y, Aoyagi et al., PLoS One 2015, 10 (1), e0116280. DOI : 10.1371/journal.pone.0116280

52 R. Kawakami et al., Sci. Rep. 2013, 3, 1014. DOI : 10.1038/srep01014
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Figure 28 : Imagerie in vivo d’un cerveau de souris sous excitation biphotonique (Aex= 1030 nm).
Illustration extraite de [R. Kawakami et al., 2013]

Un comparatif technique entre la microscopie confocale et la microscopie biphotonique est présenté

dans le Tableau 3 ci-dessous.>®
Excitation a un photon Excitation a deux photons

Nombre d’excitations N, ol YK
Section efficace d’absorption o~ 10"%cm? 8 ~1075%°cm*. s /photon
Intensité de I'excitation I, 1 MW.cm™?2 10 MW.cm™?
Pulsé
Type de laser Continue
P t~10"1352 100 MHz
Puissance du laser 1mw 10 mWw

Tableau 3 : Ordres de grandeur des différents paramétres pour les microscopies confocale et biphotonique

Pour toutes les expériences de fluorescence, le nombre d’excitations dépend a la fois de la capacité
d’absorption du composé et de I'intensité de la lumiére incidente. Pour I'absorption linéaire utilisée dans
le cadre de la microscopie confocale, le nombre d’excitations (N, ) dépend linéairement de I'intensité de
la lumiére incidente. La section efficace d’absorption a un photon (o) est directement liée au coefficient
d’absorption molaire. Elle est d’environ 1026 cm? pour les fluorophores usuels. Ainsi, pour une image de
512 x 512 pixels avec un fluorophore incubé a une concentration inférieure au millimolaire, l'intensité
d’excitation doit étre de 'ordre de 1 MW.cm™2. Mé&me si cette intensité peut sembler élevée a priori, cela
signifie que pour la focalisation sur un point dont le diametre est de I'ordre du micrometre, cette intensité
peut étre atteinte a I'aide d’un laser continu ayant une puissance inférieure a 1 mW. Cela correspond a
I'intensité d’un pointeur laser standard.

53 U. Kubitscheck, Fluorescence Microscopy: From Principles to Biological Applications. Second Edition 2017, Wiley
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Dans le cadre de I'absorption biphotonique, la dépendance entre le nombre d’excitations et
I'intensité de la lumiére incidente est quadratique. Les deux photons doivent interagir « en méme temps »
avec le fluorophore, la section efficace d’absorption biphotonique (&) posséde a la fois une composante
spatiale (comme o) et une composante temporelle. Si on considére que la composante spatiale est voisine
des 10%® cm? comme c’est le cas pour I'absorption linéaire, et que 'on prend en compte ce facteur pour
chacun des photons ; alors la composante temporelle est de I'ordre de 1028 s. « En méme temps » signifie
donc que le second photon doit arriver au maximum 108 s aprés le premier. Si on prend en compte la
vitesse de la lumiére, les deux photons doivent se trouver & une distance maximum de 3 A I'un de I'autre.
Cela est cohérent si on considére que la taille typique d’un fluorophore est de 'ordre de 10 A.

L'intensité de I'excitation nécessaire pour I'imagerie biphotonique devrait étre environ un million de
fois plus élevée que celle utilisée pour I'absorption linéaire. En utilisant un laser continu, cela nécessiterait
une puissance de plusieurs kilowatts, ce qui est voisin de la puissance utilisée pour faire de la soudure
laser. Afin de réduire la puissance totale, un laser pulsé est utilisé. Ces pulses lasers durent environ 1023 s
et sont répétés a une fréquence de 100 MHz, ce qui signifie que le laser est 100 000 fois plus souvent
éteint qu’il n’est allumé. Au lieu d’utiliser un laser d’'une puissance de plusieurs kW, la saturation des
fluorophores peut ainsi étre atteinte pour une puissance moyenne d’environ 10 mW, soit seulement dix
fois plus que pour I'absorption linéaire. Comme I'absorption biphotonique doit survenir en 108 s, cela
signifie que le pulse est suffisamment long pour cette derniére survienne.

Ce comparatif met avant tout en évidence que ces deux techniques sont complémentaires selon
I'application biologique souhaitée, et ne sont en aucun cas a opposer I'une a l'autre.

En conclusion, les avantages de la microscopie biphotonique sont les suivants : >*

e Profondeur de pénétration environ 10 fois supérieure a la microscopie confocale : 1 mm contre
100 pm>

e Photodommages et photoblanchiment uniquement dans le plan focal

e Faisceau incident non atténué par absorption hors du plan focal

e Autofluorescence tres faible ou nulle

Ces différentes avantages en font une technique de choix pour I'imagerie en intravitale.’® Il est
également possible d’avoir recours a I'absorption a trois photons, qui permet d’atteindre des longueurs
d’onde d’excitation encore plus élevées.>’

V. La chimie bioorthogonale

Pour mieux comprendre le vivant, la modification des protéines est devenue un outil précieux,
notamment afin de sonder leur activité et de la moduler. Etudier les biomolécules dans leur
environnement natif constitue par ailleurs un enjeu crucial. Dans cette démarche, la chimie
bioorthogonale, c’est-a-dire le développement de réactions compatibles avec les milieux biologiques, est
actuellement en plein essor,8>%60

54 W. R. Zipfel et al., Nat. Biotechnol. 2003, 21 (11), 1369-1377. DOI : 10.1038/nbt899

55 V. E. Centonze and J. G. White, Biophys. J. 1998, 75 (4), 2015-2024. DOI : 10.1016/50006-3495(98)77643-X
%6 B. G. Wang et al., J. Microsc. 2010, 238 (1), 1-20. DOI : 10.1111/j.1365-2818.2009.03330.x

57D. Li et al., Mater. Chem. Front. 2021, 5 (7), 3201-3208. DOI : 10.1039/D1QM00243K

8 M. Smeenk et al., Curr. Opin. Chem. Biol. 2021, 60, 79-88. DOI : 10.1016/j.cbpa.2020.09.002

9S. L. Scinto et al., Nat. Rev. Met. Primers 2021, 1 (1), 30. DOI : 10.1038/s43586-021-00028-z

80y, Rigolot et al., Angew. Chem. Int. Ed. 2021, 60, 2-24. DOI : 10.1002/anie.202101502
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Figure 29 : Exemples de réactions bioorthogonales ainsi que leurs avantages et inconvénients.
Inspirée de [B.L. Oliveira et al., 2017]°*

Il est nécessaire que ces réactions soient sélectives vis-a-vis des groupes fonctionnels portés par les
biomolécules, puissent se dérouler dans I'eau et a un pH proche du pH physiologique et aient une
constante de vitesse élevée a température ambiante pour étre réalisée sans catalyseur.®? Les principes de
la chimie bioorthogonale se recoupent partiellement avec ceux de la chimie click établis en 2001 par
Sharpless.5?

61 B. L. Oliveira et al., Chem. Soc. Rev. 2017, 46 (16), 4895-4950. DOI : 10.1039/C7CS00184C

62 J, A. Prescher and C. R. Bertozzi, Nat. Chem. Biol. 2005, 1 (1), 13-21. DOI : 10.1038/nchembio0605-13

6 H. C. Kolb et al, Angew. Chem. Int. Ed. 2001, 40 (11), 2004-2021. DOl : 10.1002/1521-
3773(20010601)40:11<2004::AID-ANIE2004>3.0.C0O;2-5
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La premiere réaction a avoir été utilisée pour une application de chimie bioorthogonale est la
réaction de Staudinger modifiée par C. Bertozzi en 2003.%* Depuis, de nombreuses autres réactions ont
été adaptées ou développées pour répondre aux critéres de la chimie bioorthogonale. Le rapide
développement de ce domaine a déja permis I'émergence de multiples applications in vivo.®>%®%” Une
partie des réactions de chimie bioorthogonale est détaillée en Figure 29.

Ces réactions sont classées selon leur constante de vitesse : il existe un écart considérable entre la
vitesse de la réaction la plus rapide, la IEDDA, et celle de réaction la plus la plus lente, la condensation
d’aldéhydes. En effet, 10 ordres de grandeur séparent leur constante de vitesse respective. Il s’agit d’'un
parametre clé pour effectuer des réactions en milieu biologique, car les concentrations utilisées sont le
plus souvent de I'ordre du micromolaire ou moins. Une simulation d’une réaction du second ordre avec
des concentrations en réactifs de 100 uM est présentée en Figure 30. Seules les réactions avec des
constantes de vitesse supérieures a8 10 M.s permettent d’atteindre au moins 80 % de conversion en
moins d’une heure, ce qui parait une échelle de temps maximum pour effectuer une réaction en milieu
biologique.

------ 1 100 M”'s”
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(¥,]
o

20 0.01 M-'s!
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Figure 30 : Simulation d’une réaction du second ordre avec 100 uM de réactifs. Adaptée de [B.L. Oliveira et al., 2017]

La recherche de nouvelles réactions biocompatibles est encore d’actualité pour tenter d’améliorer
encore davantage le caractére biocompatible ou bien les cinétiques des réactions de chimie
bioorthogonale.%%%

En 2019, H. Wennemers et al. ont par exemple développé une réaction bioorthogonale entre un
isonitrile et une chlooroxime (Figure 31).”° Un des avantages majeurs de cette réaction est que le motif
introduit sur la biomolécule, un isonitrile, est de treés petite taille (environ 1 A) ce qui permet de ne pas
perturber le systeme étudié. Les auteurs ont également mis en évidence que cette réaction était
orthogonale a une autre réaction bioorthogonale, la SPAAC.

La constante de vitesse de cette réaction est en revanche de I'ordre de 1 M.s, ce qui peut sembler
modeste par rapport a d’autres réactions développées précédemment.

84 H. C. Hang et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 2003, 100 (25), 14846-14851. DOI : 10.1073/pnas.2335201100
85 Kenry and B. Liu, Trends Chem. 2019, 1 (8), 763-778.DOI : 10.1016/j.trechm.2019.08.003

66 K. Porte et al., ChemBioChem 2021, 22 (1), 100-113. DOI : 10.1002/cbic.202000525

67 ). B. Rebelein and T. R. Ward, Curr. Opin. Biotechnol. 2018, 53, 106-114. DOI : 10.1016/j.copbio.2017.12.008
8 N. K. Devaraj, ACS Cent. Sci. 2018, 4 (8), 952-959. DOI : 10.1021/acscentsci.8b00251

69 R. D. Row and J. A. Prescher, Acc. Chem. Res. 2018, 51 (5), 1073-1081. DOI : 10.1021/acs.accounts.7b00606
70R. J. B. Schafer et al., J. Am. Chem. Soc. 2019, 141 (47), 18644-18648. DOI : 10.1021/jacs.9b07632
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Figure 31 : Réaction bioorthogonale entre un isonitrile et une chlorooxime. lllustration extraite de [H. Wennemers et al., 2019]

Plus récemment, J. Kim et son équipe ont développé une réaction bioorthogonale de type
rétro-Cope, faisant intervenir une cyclooctyne et une hydroxylamine selon le schéma présenté ci-dessous
(Figure 32).7* Cette réaction posséde une constante de vitesse de I'ordre de 80 M1.s™,
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enamine N-oxide

Figure 32 : Réaction bioorthogonale de type rétro-Cope

Un état de I'art sur les différentes versions fluorogéniques de ces réactions sera présenté en
introduction de la deuxiéme partie de ce manuscrit.

1 D. Kang and J. Kim, J. Am. Chem. Soc. 2021, 143 (15), 5616-5621. DOI : 10.1021/jacs.1c00885
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OBJECTIFS DE LA THESE

Ce manuscrit est découpé en deux parties qui permettent de répondre aux deux objectifs de cette
these.

Le premier objectif de ce projet est de développer un fluorophore excitable a deux photons aux
propriétés photophysiques et physico-chimiques optimisées pour la microscopie biphotonique en cellules
vivantes, notamment en s’appuyant sur les travaux effectués précédemment au laboratoire. Ces derniers
seront présentés dans l'introduction de la premiére partie de ce manuscrit. Le premier chapitre de cette
partie sera consacré a la synthéese de sondes excitables a deux photons, a I'évaluation de leurs propriétés
photophysiques (linéaires et non linéaires) et de leur application pour I'imagerie en cellules vivantes. Les
propriétés photophysiques de ces sondes seront rationnalisées via une étude de modélisation
moléculaire. Une fois la méthode de calcul optimisée, cette derniere sera utilisée pour prédire les
propriétés de nouvelles structures afin de proposer une deuxieme génération de sondes a synthétiser.
Cette deuxieme famille de composés sera étudiée dans le deuxieme chapitre.

R RN
\ R \\‘ Sonde
O| fluorescente
Inhibiteur de o/ Inhibiteur
fluorescence ) inactivé R
- | H
= .
p 4

Figure 33 : Conception d’une sonde fluorogénique excitable a deux photons

Le second objectif sera d’utiliser le fluorophore développé dans la premiére partie afin de concevoir
une sonde fluorogénique (ou OFF-ON) excitable a deux photons pour la chimie bioorthogonale (Figure
33). Aprés un bref état de I'art sur les sondes fluorogéniques pour la chimie bioorthogonale, le premier
chapitre de cette deuxieme partie permettra de discuter de la synthese de différentes sondes
fluorogéniques excitables a deux photons. Le deuxieme chapitre sera quant a lui consacré a I'évaluation
de leurs propriétés photophysiques.
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INTRODUCTION PARTIE N°1

Ce chapitre introductif permet dans un premier temps de présenter les travaux majeurs de ces
vingt dernieres années sur le développement de sondes excitables a deux photons. Une seconde partie
s’intéresse plus particulierement a I’ utilisation de ce type de fluorophores en bioimagerie. Sans se montrer
exhaustive, cette introduction a pour but d’exposer les avancés dans ce domaine, mais également de
mettre en exergue les enjeux qui persistent a I’heure actuelle.

I. Design d’absorbeurs a deux photons

De nombreux fluorophores biocompatibles aux propriétés photophysiques linéaires optimisées ont
été développés ces 20 derniéres années.”>’>’* Malheureusement, la plupart de ces fluorophores sont de
pietres absorbeurs a deux photons. En effet, les fluorophores couramment utilisés possedent des sections
efficaces entre 1 et 100 GM en général, comme le montre la Figure 34 ci-dessous. Par exemple la
fluoresceine a une section efficace d’absorption de 57 GM tandis que la coumarine a une section efficace
de 32 GM.3>% Quant aux BODIPY et cyanines, leurs sections efficaces sont de I'ordre de 50 a4 100 GM.”>7®
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Figure 34 : Sections efficaces d’absorption biphotonique de quelques fluorophores couramment utilisés en bioimagerie

La microscopie biphotonique requiert I'utilisation de laser dont la puissance moyenne est environ dix fois
supérieure aux puissances utilisées en microscopie confocale (cf. Introduction générale).

Si la puissance utilisée est trop élevée, de nombreux processus de photodégradation qui sont impossibles a un
photon deviennent possibles a deux photons, comme des ruptures de liaisons par exemple.”” Par conséquent, ces

72 L. D. Lavis and R. T. Raines, ACS Chem. Biol. 2014, 9 (4), 855-866. DOI : 10.1021/cb500078u

3 K. Colas et al., Eur. J. Org. Chem. 2021, 2021 (15), 2133-2144. DOI : 10.1002/ejoc.202001658

74 X. Tian et al., Chem. Sci. 2021, 12, 3406-3426. DOI : 10.1039/D0SC06928K

75 L. W. T. Barros et al., Phys. Chem. Chem. Phys. 2017, 19 (32), 21683-21690. DOI : 10.1039/C6CP07849D
76 K. Demirhan et al., Proc.SPIE, 2009, 7183. DOI : 10.1117/12.810506

77 A. P. Demchenko, Methods Appl. Fluoresc. 2020, 8 (2), 022001. DOI : 10.1088/2050-6120/ab7365
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puissances élevées peuvent entrainer tres facilement le photoblanchiment de sondes couramment utilisées en
microscopie confocale. Par exemple, le Mitotracker® Deep Red est dégradé en I'espace de quelques secondes sous
excitation biphotonique.” C'est pourquoi il est absolument indispensable d’utiliser des fluorophores spécialement
congus pour cette application, notamment afin de limiter la puissance d’excitation. Une brillance biphotonique
(B2p = 0®) supérieur a 100 GM semble étre un objectif raisonnable pour obtenir des images qualitatives tout en
préservant I'échantillon.

Depuis les années 1990, plusieurs groupes ont travaillé sur le développement de sondes fluorescentes excitables
a deux photons. C'est notamment le cas des groupes de W.Webb, K. Belfield, P. Prasad et M. Blanchard-Desce. Ces
différents travaux ont permis d’établir une relation entre la structure des composés et leurs propriétés d’absorption
biphotonique.

La Figure 35 ci-dessous présente quelques structures étudiées pour établir cette relation
structure-propriétés.’980
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Figure 35 : Relation structure-propriétés d’absorption biphotonique de quelques composés

Les premiéres optimisations ont été faites sur des composés présentant une structure D-n-D. A partir
de lI'isomeére E du stilbéne (12 GM a 514 nm), différentes modifications structurelles ont été réalisées.
Dans un premier temps, I'augmentation du caractere donneur via I'introduction d’anilines aux extrémités
a permis d’augmenter la section efficace de prés de 200 GM. Ensuite, I'extension de la conjugaison via
I'ajout de vinyles a également engendré une augmentation de la section efficace d’absorption, jusqu’a
1300 GM dans le cas n = 5. Deux dérivés de triphénylamine avec un design D-n-A-t-D ont par la suite
permis de mettre en évidence une corrélation entre la force de I'accepteur et la section efficace
d’absorption : plus I'accepteur attire les électrons et plus la section efficace d’absorption biphotonique
est élevée.

En paralléle, le groupe de Prasad a étudié l'influence des ramifications sur les propriétés d'absorption
biphotonique des composés.®! Ils ont pour cela analysé trois structures présentées en Figure 36 : une structure
dipolaire A-n-D et ses équivalents quadrupolaire et octupolaire. L'ajout d’'une branche a la structure
permet de multiplier par trois environ la section efficace d’absorption biphotonique (208 GM contre 60
GM). l'ajout d’une troisieme branche permet de la multiplier encore par deux (587 GM contre 208 GM).
Cette étude met en évidence un effet coopératif entre les branches : 'augmentation de la section efficace

78 Dégradation observée lors d’expériences réalisées au laboratoire (Aex= 750 nm).

7 M. Rumi et al., J. Am. Chem. Soc. 2000, 122 (39), 9500-9510. DOI : 10.1021/ja994497s

80 M. Albota et al., Science 1998, 281 (5383), 1653-1656. DOI : 10.1126/science.281.5383.1653
815.-J. Chung et al., J. Phys. Chem. B 1999, 103 (49), 10741-10745. DOI : 10.1021/jp9928462
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d’absorption est bien supérieure a celle attendue par rapport au nombre d’électrons m ajoutés au
systeme.

’B“’Q—‘«o : PN NN o
/N© ’B“’Q’(o OO OO o>§©‘
@ N

60 GM (810 nm) I

N NN O
‘Bu"®’<0 O o Bu
U <Ueh -
N
By

208 GM (810 nm) 587 GM (810 nm)

Figure 36 : Structures des composés développées par le groupe de P. Prasad

Ces études de relation structure-propriétés ont permis d’aboutir a trois types de structures possibles
pour avoir une section efficace d’absorption biphotonique élevée (Figure 37).828 Sur ce schéma, les
groupements donneurs et accepteurs sont interchangeables : une structure quadrupolaire peut par
exemple étre établie a partir d’'un accepteur central conjugué a deux groupements donneurs.

-

N

| Structure dlpolalre

>

— — — — — — — —
— — — — — — — —

| Structure quadrupolaire |

~ /s

e

Figure 37 : Structures de type dipolaire, quadrupolaire et octupolaire

Cela a également permis de mettre en évidence que l'augmentation de la section efficace
d’absorption est intimement corrélée a I'augmentation du transfert de charge de la périphérie vers le
centre de la molécule ou inversement. Cette dépendance a depuis été établie via des calculs théoriques,
en démontrant une relation présentée ci-aprés entre la section efficace d’absorption biphotonique et les
moments dipolaires de transition.®* Selon les éléments de symétrie d’un composé, les transitions permises

82 C. Katan et al., J. Phys. Chem. A 2005, 109 (13), 3024-3037. DOI : 10.1021/jp044193e
8 G.S. He et al., Chem. Rev. 2008, 108 (4), 1245-1330. DOI : 10.1021/cr050054x
8 M. Pawlicki et al., Angew. Chem. Int. Ed. 2009, 48 (18), 3244-66. DOI : 10.1002/anie.200805257
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et interdites ne sont pas les mémes, ce qui conduit a différents types de transitions selon la structure. Les
diagrammes de Perrin-Jablonski simplifiés qui en résultent sont présentés ci-dessous (Figure 38). Les
regles de sélection de I'absorption a deux photons sont par ailleurs différentes de celles pour I'absorption
monophotonique. L'émission de fluorescence reste néanmoins identique que I'absorption soit mono ou
biphotonique, car elle a toujours lieu depuis le premier état électronique excité S; d’apres la régle de
Kasha.

E“ Eu

th A I \
il piaity ’ Y Etat virtuel
hv hv

Molécule non centrosymétrique Molécule centrosymétrique

Figure 38 : Diagrammes de Perrin-Jablonski simplifiés dans le cas de molécules non centrosymétrique (a gauche) et
centrosymétrique (a droite)

Dans le cas d’une molécule centrosymétrique, la transition So — S; est par exemple interdite pour
des raisons de symétrie. Dans ce cas, la section efficace d’absorption maximale peut s’exprimer par :

2 2
Wsyss, X Us s,
A2

Omax = C *

. , 3 - , . ., . E(S
Ou C est une constante, A est I'écart énergétique entre S; et |'état virtuel situé a (TZ), Us, Sy, €St le

moment dipolaire de transition entre les états électroniques Sy et Sp+1.

Toutes ces optimisations ont permis de développer des fluorophores excitables a deux photons particulierement
efficaces. Plusieurs revues permettent de recenser les différentes avancées dans le domaine et soulignent notamment
I’émergence de (macro)molécules avec des sections efficaces de plusieurs milliers de GM, et pour certaines a des
longueurs d’onde supérieures a 1 000 hm &8¢

Parmi elles, les squaraines font figure d’exemples car ces molécules possedent des sections efficaces jusqu’a
plusieurs dizaines de milliers de GM. Deux exemples sont présentés en Figure 39.87:88

85 H. Myung Kim and B. Rae Cho, Chem. Commun. 2009, (2), 153-164. DOI : 10.1039/B813280A

86 S, Pascal et al., Chemical Society Reviews 2021, 50 (11), 6613-6658. DOI : 10.1039/D0CS01221A
87 H.-Y. Ahn et al., ACS. Appl. Mater. Interfaces 2012, 4 (6), 2847-2854. DOI : 10.1021/am300467w
8 C.-L. Sun et al., J. Mater. Chem. C 2017, 5 (5), 1224-1230. DOI : 10.1039/C6TC04129A
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| b =45%

6=11% 12 000 GM (775 nm)
20 000 GM (800 nm) 3000 GM (900 nm)
DMSO DMSO/H,0 (9:1)

[H.-Y. Ahn et al., 2012] (CL. Sun et al., 2017]

Figure 39 : Squaraines possédant des sections efficaces d’absorption biphotonique de I'ordre de 10 000 GM

En 2017, Sun et al. ont développé une squaraine possédant une section efficace d’absorption de
12 000 GM a 775 nm. Cette valeur est cependant a nuancer car elle a été obtenue via la méthode TPEF et
les spectres de la publication montrent que ce composé absorbe entre 750 et 800 nm dans le mélange
DMSO/H,0 utilisé pour réaliser les spectres d’excitation biphotonique. Par conséquent, la fluorescence
observée dans cette zone pourrait étre majoritairement due a une excitation monophotonique et non
biphotonique. Cela surestimerait nettement la valeur de section efficace d’absorption. Dans cette
publication, le potentiel de cette squaraine a étre utilisée comme outil pour I'imagerie en cellules a
également été évalué.

40 pm

Figure 40 : Images de fibroblastes fixées obtenues en microscopie biphotonique (Aex = 800 nm), incubées avec de la squaraine
développée par Sun a gauche et de la Rhodamine B a droite. Images extraites de [Sun et al., 2017]

Les auteurs ont cherché a comparer leur sonde avec la Rhodamine B. Ils ont pour cela réalisé des
images apreés excitation biphotonique de cellules incubées avec leur composé ou avec cette derniere. Les
images obtenues sont présentées en Figure 40 ci-dessus. Ces études ont été réalisées en cellules fixées,
ce qui laissent supposer que le composé ne pénétre pas en cellules vivantes. Par ailleurs, bien que la
squaraine soit environ 40 fois plus brillante que le Rhodamine B (3® = 5 400 GM pour la squaraine contre
125 GM pour la Rhodamine B), les images obtenues pour la squaraine sont seulement légérement plus
brillantes. Les auteurs I'expliquent par une tres faible solubilité de la squaraine en milieu aqueux.

Ces images mettent en évidence que pour une utilisation en cellules vivantes, I'optimisation de
nombreux parameétres est nécessaire, et qu’avoir une section efficace d’absorption biphotonique trés
élevée est loin d’étre suffisant.
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II. Sondes biphotonigues pour la bioimagerie

Tout comme pour I'imagerie a un photon, de nombreux critéres doivent étre respectés pour qu’une
sonde puisse étre utilisée en microscopie biphotonique, en cellules vivantes ou in vivo. En effet, la sonde
doit étre soluble dans I'eau, capable de franchir les membranes cellulaires, photostable et ne pas étre
cytotoxique.

Les problemes de solubilité rencontrés précédemment peuvent cependant étre mis a profit pour
utiliser les propriétés d’AlE de certains fluorophores.® Il est également possible d’encapsuler les
composés dans des micelles.®® Cependant, cette encapsulation est rarement sans conséquence sur les
propriétés photophysiques de la sonde encapsulée. La sonde développée par Ahn & Belfield (Figure 39)
possede un rendement quantique de 11 % dans le DMSO, et celui-ci chute a 0,5 % une fois encapsulée
dans les micelles. De plus, ces stratégies ne sont pas forcément applicables a toutes les sondes
développées jusqu’a présent.

Quelques fluorophores utilisés pour des applications biologiques publiés entre 2010 et 2020 sont
présentés en Figure 41 ci-dessous.”*?>%

ot oo el

| )

Aaps = 362 1M, A = 497 N Haps =368 M, D = hapn = 452 1M, hy =
®=24% D=12% Y 0=50%
_ 8=633GM (750 nm Tou
8=170 GM (750 nm) ( ) 8=877 GM (870 nm)
(0] (@]

|
Aaps =413 nM, Ay, = Aabs = 382 NM, Ay, = Aaps =475 nm, A, =613 nm
D=29% D=56% D=19%

=290 GM (820 nm) =100 GM (770 nm) § =280 GM (830 nm)
C
A Q W o
) N )
O ;
CN \ )

haps =466 N, Aepy = Doupe = 478 N, A,
®=51%

§=1120 GM (810 nm) - ACN

em = 665 NM
(Eau/Acétone 99:1)
4 =350 GM (900 nm) - Dioxane

Figure 41 : Exemples de fluorophores utilisés pour développées des sondes excitables a deux photons pour la bioimagerie et leurs
propriétés photophysiques en tampon aqueux®%93

Ces sondes présentent des brillances biphotoniques comprises entre 41 et 570 GM, ce qui
représentent des brillances faibles a trés bonnes. Cela reste néanmoins bien inférieures a celles des

8Y. Dou et al., ChemBioChem 2021, 22 (11), 1871-1883. DOI : 10.1002/cbic.202000709

%S, Yao and K. D. Belfield, Eur. J. Org. Chem. 2012, 2012 (17), 3199-3217. DOI : 10.1002/ejoc.201200281
91L. Xu et al., J. Mater. Chem. C 2020, 8 (19), 6342-6349. DOI : 10.1039/D0OTC00563K

92 H. M. Kim and B. R. Cho, Chem. Rev. 2015, 115 (11), 5014-5055. DOI : 10.1021/cr5004425

% L. Wu et al., Chem. Soc. Rev. 2021, 50 (2), 702-734. DOI : 10.1039/D0CS00861C
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composés biphotoniques présentés précédemment (jusqu’a 5 400 GM). Par ailleurs, il s’agit
majoritairement de structures ayant un faible poids moléculaire afin qu’elles restent hydrosolubles. Grace
a I'absorption biphotonique, elles présentent des maxima d’absorption entre 750 nm et 870 nm, mais la
plupart émette bien en deca de la fenétre thérapeutique.

Par exemple, en 2019, B. Tang et son équipe ont développé une sonde fluorogénique excitable a
deux photons pour détecter I'acétylcholinestérase chez des souris in vivo.>*

Stress Control

Figure 42 : Sonde excitable a deux photons utilisée pour détecter I'acétylcholinestérase in vivo chez la souris. A : souris exposée a
un stress pendant 14 jours. B : groupe contréle. Aex = 800 nm Détection : 480-650 nm.
lllustration extraite de [X. Wang et al., 2019] %*

La sonde libérée posséde une émission possédant un maximum a 570 nm, ce qui correspond a une
émission dans le jaune-vert, et sa section efficace n’est que d’une vingtaine de GM. Cela laisse penser
gu’une puissance de laser tres élevée a été utilisée pour I'obtention des images présentées en Figure 42
ci-dessus, ce qui n’est pas sans conséquence sur |’échantillon.

Pour conclure, les trés bons absorbeurs a deux photons sont souvent des molécules ayant un poids
moléculaire élevé et peu biocompatibles car trés hydrophobes. En effet, la section efficace d’absorption
d’un composé dépend tres fortement de I'extension du systéme 7w sur ce dernier car elle est liée a la
distance sur laquelle la charge est déplacée au cours de la transition. Un réel décalage apparait ainsi entre
les sondes présentant des sections efficaces de plusieurs milliers de GM et celles qui peuvent
effectivement étre utilisées pour des applications biologiques. Le développement de nouveaux
fluorophores excitables a deux photons adaptés a I'imagerie en cellules vivantes, c’est-a-dire "efficaces et
compacts”, et qui sont donc biocompatibles, reste ainsi un enjeu majeur.

% X. Wang et al., J. Am. Chem. Soc. 2019, 141 (5), 2061-2068. DOI : 10.1021/jacs.8b11414
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lll. Travaux antérieurs et objectifs

1) Travaux antérieurs

Ces derniéres années, le laboratoire a contribué au développement de plusieurs sondes excitables a
deux photons de type vinyltriphénylamine.

La premiére structure a avoir été identifiée comme prometteuse est la TP-2Py dont la structure et
quelques propriétés sont présentées en Figure 43 ci-dessous.”® Cette sonde posséde un maximum
d’émission dans le rouge et de bonnes propriétés d’absorption biphotonique (450 GM a 820 nm dans
I’ADN duplexe).

® ®
o) ~e
[N Z X
iNJ
TP-2Py
Aabs = s Mg = 656 Nm
b=7%

€=31400 L.molt.cm?
6 =450 GM (820 nm)

Figure 43 : Structure et propriétés photophysiques de la TP-2Py dans I’ADN duplexe. Cellules HeLa incubées en cellules vivantes
avec 2 uM de TP-2Py pendant 2h puis fixées. Excitation a 496 nm. Détection : 560-720 nm.

A partir de ce squelette, différentes modifications ont été effectuées a la fois sur le coeur
(remplacement de la triphénylamine par un carbazole ou une trinaphtylamine), I'espaceur ou bien les
accepteurs.?®’

TP-2Bzim
Aaps =476 nm, Ay, =
¢ =54%
€ =44 400 L.molt.cm™
5=1080 GM (820 nm)

TP-2Bzim1 puM

Figure 44 : Structure et propriétés photophysiques de la TP-2Bzim dans I’ADN duplexe. Cellules HT29 incubées en cellules
vivantes avec 1 uM de TP-2Bzim pendant 2h puis fixées. Excitation a 800 nm. Détection : 500-750 nm.

% C. Allain et al., ChemBioChem 2007, 8 (4), 424-433. DOI : 10.1002/cbic.200600483

% B. Dumat et al., Org. Biomol. Chem. 2012, 10 (30), 6054-6061. DOI : 10.1039/C20B25515D

97 B. Dumat. Sondes fluorescentes vinyl-triphénylamines optimisées pour la microscopie biphotonique : Etude des
intéractions non covalentes avec I'ADN et la HSA et application a I'imagerie cellulaire. 2012 Université Paris Sud -
Paris XI, NNT : 2012PA112319.
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Ces études ont notamment permis d’identifier la TP-2Bzim comme un marqueur trés brillant (brillance
biphotonique de 583 GM), photostable et sélectif de ’ADN nucléaire en cellules fixées (Figure 44).%8 Tous
ces composés cationiques sont biocompatibles et peuvent également étre utilisés en cellules vivantes.
Dans ce cas, ils marquent les mitochondries.’>!% Bien que ces modifications aient été effectuées
principalement dans le but d’avoir une meilleure section efficace d’absorption spécifiquement dans I’ADN
duplexe, ces travaux pourront constituer un point de départ intéressant pour la conception de nouvelles
sondes excitables a deux photons utilisables dans un contexte de bioimagerie.

2) Objectifs

L’objectif de cette partie sera de synthétiser une sonde excitable a deux photons pour I'imagerie en
cellules vivantes, en cherchant a améliorer les propriétés photophysiques des sondes biocompatibles
développées jusqu’a présent. Cela consistera notamment a maximiser les propriétés d’absorption
biphotonique tout en minimisant la taille du fluorophore. Pour cela, il sera judicieux de veiller a obtenir le
ratio section efficace sur masse molaire le plus grand possible, afin d’obtenir une structure a la fois
« efficace et compact » pour s’assurer de sa biocompatibilité. Le design quadrupolaire semble par
conséquent étre le plus approprié pour avoir de bonnes propriétés d’absorption biphotonique, tout en
conservant un poids moléculaire raisonnable (< 1 000 g.mol™?). Deux critéres devront ainsi guider le design
de cette sonde :

e Biocompatilité et donc premiérement hydrosolubilité
e Ratio section efficace d’absorption biphotonique sur masse molaire le plus élevé possible

Les quelques exemples présentés dans l'introduction ont permis de mettre en évidence que le
squelette fluoréne est largement utilisé comme donneur pour la conception de sondes excitables a deux
photons. Par ailleurs, en remplacgant le carbone par un atome de silicium, un effet bathochrome pourrait
étre attendu grace a un effet d’hyperconjugaison, comme c’est par exemple le cas entre un
cyclopentadiéne et son analogue silylé.2°! Par analogie avec les structures précédemment synthétisées au
laboratoire, I’étude de deux fluorophores a dans un premier temps été envisagée : SiFluo-V et SiFluo-L
dont les structures sont présentées en Figure 45 ci-dessous.

SiFluo-L

SiFluo-V

Figure 45 : Structures des composés SiFluo-V et SiFluo-L

La synthese, I’étude des propriétés photophysiques (linéaires et non linéaires) de ces composés, ainsi
que des expériences de microscopie en cellules vivantes avec ces derniers sont présentées dans le premier
chapitre de cette partie.

% B. Dumat et al., J. Am. Chem. Soc. 2013, 135 (34), 12697-12706. DOI : 10.1021/ja404422z

% R. Chennoufi et al., Chem. Commun. 2015, 51 (80), 14881-14884. DOI : 10.1039/C5CC05970D

100 | Fourmois et al., ChemBioChem 2021, 22 (14), 2457-2467. DOI : 10.1002/cbic.202100168

101 5, Yamaguchi and K. Tamao, J. Chem. Soc., Dalton Trans.1998, (22), 3693-3702. DOI : 10.1039/A804491K
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CHAPITRE 1-1 : Premiere génération de sondes excitables a deux photons

I. Synthese
1) Synthése de SiFluo-V

a) 1¢¢voie de synthése

Br. Br
Réaction de Heck Bromation
. . . Si
Méthylation Si
A\ /\ 1
SiFluo-Br-V

SiFluo-V

Figure 46 : Premiére voie de synthése envisagée pour le composé SiFluo-V

Le fluorophore SiFluo-V pourrait étre obtenu a partir du composé dibromé SiFluo-Br-V via une
réaction de Heck avec la 4-vinylpyridine, suivie d’une réaction de méthylation. Le cceur silylé dibromé
peut quant a lui étre obtenu en dibromant le composé commercial 1.

Des conditions décrites dans la littérature pour la monobromation du composé 1 en présence de NBS
dans du chloroforme n’ont pas permis d’obtenir le produit souhaité (ni méme la monobromation). En
effet, avec ces conditions, le produit de départ n’a pas du tout réagi. Différents essais de bromation
présentés dans le Tableau 4 ci-dessous ont donc été effectués.

SiFluo-Br-vV
NBS1?2 CHCl; Reflux Pas de conversion
3 produits ayant la
Br CHCl3 Reflux 12h P y
masse attendue
NBS DMF anhydre 0 °C puis t.a. 24h Pas de conversion

Tableau 4 : Essais de bromation réalisés sur le cceur silafluoréne 1

La réaction du dibrome dans le chloroforme sur le silafluoréne 1 a conduit a la formation de
3 composés possédant la méme masse, et qui n‘ont pas pu étre séparés par chromatographie sur gel de
silice. Pour pallier ce probléme, des conditions de bromation connues pour mener a une forte
para-sélectivité (NBS dans DMF) ont été testées.'®® Malheureusement, ces conditions n’ont pas permis
I’obtention de SiFluo-Br-V, une autre voie de synthése a ainsi d( étre envisagée.

102 KR20120120906, 2012.
103 R. H. Mitchell et al., J. Org. Chem. 1979, 44 (25), 4733-4735. DOI : 10.1021/j000393a066
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b) 2°7¢voie de synthése

Afin de contourner le manque de régiosélectivité de la bromation directe du composé 1, il a été
envisagé de réaliser une réaction de cyclisation sur un composé possédant déja les bromes sur les deux
positions désirées. L'iodation du dérivé bromé 2 permettrait d’obtenir le composé 3, qui, par réaction
avec du n-butyllithium puis du dichlorodiméthylsilane pourrait conduire au coeur silylé dibromé désiré.%*

Br. Br Br, Br
Cyclisation lodation Br Br
/ \ (I 3 2

SiFluo-Br-V

Figure 47 : Deuxieme voie de synthése envisagée

Différents essais d’iodation en présence de NIS ont été réalisés a partir de diverses méthodes décrites
dans la littérature, et sont présentés dans le Tableau 5 ci-dessous.

Br

-0
mm—m—

NIS05 AcOH t.a. 0% Pas de conversion
NIS AcOH 70 °C 6h 0% Pas de conversion
NIS08 Eau 50 °C 24h 40 % (3’) -

Tableau 5 : Essais d’iodation réalisés

Seul le composé 3’ qui ne posséde pas la régiosélectivité souhaitée a été obtenu lors de ces différents
essais. |l semble par conséquent tres difficile d’obtenir le 5,5'-dibromo-2,2'-diiodo-1,1'-biphényle 3 en une
seule étape a partir du 3,3’-dibromo-1,1’-biphényle 2.

Ainsi, une autre voie de synthese décrite dans la littérature a été utilisée pour obtenir le composé
souhaité (Figure 48).1%’

104 4, Toyama et al., Bioorg. Med. Chem. 2015, 23 (13), 2982-2988. DOI : 10.1016/j.bmc.2015.05.004
105y, Mita et al., Bioorg. Med. Chem. Lett. 2010, 20 (5), 1712-1717. DOI : 10.1016/j.bmcl.2010.01.079
106 M. Bergstréom et al., Eur. J. Org. Chem. 2017, 2017 (22), 3234-3239. DOI : 10.1002/ejoc.201700173
107K, L. Chan et al., Chem. Commun. 2005, (46), 5766-5768. DOI : 10.1039/B511208G
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Br |
O O 1) n-BuLi, THF, -78 °C, 1h O O
2) |, -78 °C puis t.a., 2h
Br 2 75 % [ 4
Bry, Fe (0)
DCM, Reflux, 2h
70 %
Br. Br Br, Br
1) n-BuLi, THF, -78 °C, 1h O O
Si 2) SiMe,Cl, -78 °C puis t.a., 2h
/\ 62 % | 3
SiFluo-Br-V

Figure 48 : Synthése du cceur bromé SiFluo-Br-V en 3 étapes a partir du 2,2'-dibromobiphényle 2

Le diiodobiphényle 4 a été obtenu par réaction entre du diiode et le lithien formé par I'échange
halogéne-métal entre le dibromobiphényle 2 et du n-butyllithium. Une bromation du composé 4 en
présence de dibrome et de fer a ensuite conduit au dérivé 3 avec un rendement de 70 %. lLa
régiosélectivité de cette substitution électrophile aromatique va a I'’encontre des régles de Holleman :
c’est I'iode et non le phényle qui impose ici la régiosélectivité. Cela peut s’expliquer par le fait que les deux
phényles sont a 90° I'un de I'autre en raison de la géne stérique. Le dérivé halogéné 3 a par la suite été
engagé dans une réaction de cyclisation pour donner SiFluo-Br-V avec un bon rendement de 62 %.

N= N
Br ) S
4-vinylpyridine \ —
Pd(OAC),, P(o-tol); —— =~
DMF, E3N, 90 °C, 5h O O
39 % s
S|Fluo Br-v / I\
SiFluo"-V
Mel
DCM/MeOH (1:1)
Reflux, 12h
62 %
© C)
N\ | /
®ON= I J N@
/ \
N\ —
——
Rag®
Si
/\
SiFluo-V

Figure 49 : Synthese de SiFluo-V

Le composé SiFluo-V a ensuite été synthétisé en deux étapes a partir de SiFluo-Br-V (Figure 49). Une
réaction de Heck en présence de 4-vinylpyridine a permis d’accéder au dérivé SiFluo"-V, qui a ensuite été
méthylé avec de I'iodométhane pour conduire au composé souhaité SiFluo-V avec un rendement de 24 %
sur deux étapes.

2) Synthése de SiFluo-L

Le composé SiFluo-L a été obtenu en 3 étapes a partir du 4,4'-dibromo-2,2'-diiodo-1,1'-biphényle 5
commercialement disponible.
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Figure 50 : Synthése de SiFluo-L

La synthese, tres similaire a celle de SiFluo-V, consiste premierement a effectuer une réaction de
cyclisation en réalisant un échange halogene-métal chimiosélectif sur les atomes d’iode. Puis, grace a une
réaction de Heck en présence de 4-vinylpyridine, I'intermédiaire SiFluo"-L a été obtenu. Ce dernier a
ensuite été engagé dans une réaction de méthylation en présence d’iodométhane pour conduire au
composé souhaité SiFluo-L avec un rendement global de 32 % sur trois étapes.

Il. Propriétés photophysiques de SiFluo-V et SiFluo-L

1) Propriétés linéaires

Les propriétés d’absorption (a un photon) et d’émission des deux sondes SiFluo-V et SiFluo-L ont été
étudiées. Les mesures ont été effectuées dans I'eau (1 = 1,01.103 Pa.s a 20 °C) ainsi que dans le glycérol
(W = 1.49 Pa.s a 20 °C). Ce dernier permet de mimer I'immobilisation de la sonde une fois sa cible
biologique atteinte. En effet, dans I'eau, apres passage a I'état excité S;, la désexcitation se fait tres
majoritairement par voie non radiative via des rotations autour des vinylpyridiniums (Figure 51).

h
SZ
——> Absorption
S ;
I ——> Fluorescence A
SiFluo-V
~—— Conversion interne l\
\ _—
) i O o O Ve
Voie principale de désexcitation © si \" S
/\
SiFluo-L
So Rotation autour des vinylpyridiniums

Figure 51 : Désexcitation non radiative des dérivés SiFluo-V et SiFluo-L par rotation autour des vinylpyridiniums
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Ainsi, la viscosité particulierement élevée du glycérol permet de limiter la désexcitation de la sonde
par des processus non radiatifs.

Les spectres d’absorption et d’émission dans le glycérol et dans I'eau sont présentés en Figure 52
pour SiFluo-V et en Figure 53 pour SiFluo-L. Par ailleurs, les spectres d’excitation dans le glycérol ont été
réalisés pour les deux sondes et sont disponibles en annexe. Dans chacun des cas, le spectre d’excitation
est superposable au spectre d’absorption ce qui permet de conclure sur la présence d’une unique espéce
en solution.
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0,6 ] \
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2 | \ 300 "
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Figure 52 : Spectres d'absorption (en trait plein) et d'émission de fluorescence (trait pointillé) de SiFluo-V dans |'eau (gris) et
dans le glycérol (violet) — Solution a 12 uM pour les spectres d’absorption et 2 uM pour les spectres d’émission de fluorescence
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Figure 53 : Spectres d'absorption (en trait plein) et d'émission de fluorescence (trait pointillé) de SiFluo-L dans I'eau (gris) et
dans le glycérol (violet) — Solution a 12 uM pour les spectres d’absorption et 2 uM pour les spectres d’émission de fluorescence
(}\ex = }\max)

Les propriétés photophysiques des deux sondes sont récapitulées dans le Tableau 6 page suivante.
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Si SiFluo-L
/\
SiFluo-V
Déplacement de D
Composé Amax (abs Amax (€M
P (L.molt.cm?) (abs) (em) Stokes (cm™) (L.molt.cm™)
Eau 58 600 345 nm 10 100 3% 1760
SiFluo-V
Glycérol 54 100 350 nm 510 nm 9 000 31% 16 770
Eau 62 900 416 nm 5300 13 % 8180
SiFluo-L
Glycérol 64 200 425 nm 4700 29 % 18 610

Tableau 6 : Comparaison des propriétés spectroscopiques de SiFluo-V et SiFluo-L

SiFluo-V absorbe dans I'UV autour de 350 nm, tandis que SiFluo-L absorbe dans le violet entre 416
et 425 nm selon le solvant. Cette différence entre les deux régioisoméres met en évidence une meilleure
conjugaison dans la structure de type linéaire par rapport a la structure en V. Par ailleurs, SiFLuo-L possede
des coefficients d’absorption molaire légérement plus élevés que SiFluo-V, ce qui peut également
s’expliquer par une plus grande rigidité. Le solvatochromisme observé pour I'absorption et I'émission
selon le solvant est cohérent avec une transition de type transfert de charge.

De plus, ces sondes présentent des déplacements de Stokes trés élevés (autour de 5 000 cm™ pour
le L et 10 000 cm™ pour le V), ce qui est environ 10 fois supérieur a la plupart des sondes fluorescentes
comme les rhodamines, les BODIPY ou encore les cyanines, utilisées habituellement dans un contexte
biologique. Un large déplacement de Stokes représente un avantage en imagerie. Cela permet
notamment d’éviter les problemes de réabsorption. Malgré leurs longueurs d’onde d’absorption tres
différentes, les deux sondes émettent dans le vert autour de 530 nm et possédent des rendements
quantiques comparables dans le glycérol (29 % pour le L et 31 % pour le V). En revanche, SiFluo-L émet
davantage dans I'eau que SiFLuo-V (rendement quantique de 13 % contre 3 %). Cette différence de
comportement entre le glycérol et I'eau indique que les deux sondes fluorescent davantage dans un
environnement contraint et devraient ainsi exhiber une fluorescence similaire en cellules, une fois leur
cible biologique atteinte. Ces résultats semblent indiqués que ces deux sondes ont des propriétés
photophysiques adaptées a I'imagerie cellulaire. SiFluo-L semble cependant plus prometteuse grace a ses
longueurs d’onde d’absorption plus élevées.

Malgré tout, une absorption dans I'UV ou le proche UV comme c’est le cas pour ces sondes peut
représenter une limitation majeure pour leur utilisation en cellules, il est donc particulierement
intéressant de porter notre attention sur leurs propriétés d’absorption biphotonique.

2) Propriétés d’absorption biphotoniques

Les sections efficaces d’absorption de SiFluo-V et SiFluo-L ont été évaluées par le Dr. Frédéric Bolze
(Faculté de pharmacie — Strasbourg). Les différentes mesures ont été effectuées (en duplicat) de 680 nm
a 950 nm dans I'eau et dans le glycérol, tout comme pour les propriétés d’absorption linéaire. Toutefois,
ces derniéres ont également été réalisées dans le DMSO dans le but de pouvoir comparer les données
obtenues avec celles de la littérature. Les spectres d’excitation obtenus sont présentés en Figure 54.
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Figure 54 : Spectres d’excitation biphotonique de SiFluo-V (a) et SiFluo-L (b) dans le glycérol (rond), I'eau (triangle) et le DMSO
(carré)

Dans I'eau et dans le DMSO, le signal de fluorescence induit par I'absorption a deux photons de
SiFluo-V est malheureusement trop faible pour étre quantifié. Il est donc impossible d’en tirer une valeur
de section efficace d’absorption biphotonique. Cela est tout a fait cohérent avec les faibles rendements
quantiques mesurés dans ces deux solvants (respectivement 1 % et 3 %, dans le DMSO et dans I'eau).
Dans le glycérol, ce dernier présente des sections efficaces d’absorption de I'ordre de 200 GM.

Eau - n.d. -

3%
SiFluo-V Glycérol 680 210 31% 65
DMSO = n.d. 1% =
Eau 740 2100 13 % 270
SiFluo-L Glycérol 760 2150 29% 620
DMSO 760 2 000 25% 500

Tableau 7 : Propriétés d’absorption biphotonique de SiFluo-V et SiFluo-L dans I'eau, le glycérol et le DMSO
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Bien que SiFluo-V puisse étre considéré comme un « bon absorbeur » a deux photons, cette sonde
possede des sections efficaces environ 10 fois inférieures a celles mesurées pour son analogue linéaire
SiFluo-L. En effet, cette sonde présente des sections efficaces d’absorption de 'ordre de 10® GM avec un
maximum a 2 150 GM autour de 750 nm (dans le DMSO). C’'est environ trois fois plus que le fluorene
correspondant, qui posséde une section efficace d’absorption maximum de 810 GM a 770 nm (Figure
55).108

810 GM (770 nm, DMSO)
[Y.Suzuki et al., 2011]

Figure 55 : Structure et section efficace d’absorption biphotonique de I'analogue fluoréne de SiFluo-L

Comme pour les propriétés d’absorption a un photon, la brillance est le parametre le plus adapté
pour comparer deux fluorophores entre eux. Dans le glycérol, la brillance a deux photons de SiFLuo-L
(620 GM a 760 nm) est bien plus élevée que celle du carbazole correspondant (63 GM a 820 nm).1®

Il est cependant indispensable de vérifier que les spectres obtenus résultent bien d’un processus
d’absorption biphotonique et non monophotonique. Lorsque le processus d’absorption est biphotonique,
I'intensité de fluorescence est proportionnelle a la puissance du laser au carré. Pour vérifier que la
fluorescence observée est bien la conséquence d’un phénomene d’absorption biphotonique, I'intensité
de fluorescence obtenue pour chaque composé a donc été mesurée pour différentes puissances de laser
a une longueur d’onde donnée. Les résultats obtenus pour SiFluo-L dans le glycérol a 730 nm sont
présentés en Figure 56 ci-dessous.

6.8 .
»
6.6 ".'
y=1.8978x + 2.3806 K
= 6.4 R? = 0.9964 -
) ¢
= (.2 1
\d
6 -
58 -.’
5.6
0 05 1 15 2 25
Log(PmW)

Figure 56 : Logarithme de l'intensité de fluorescence en fonction du logarithme de la puissance du laser pour SiFluo-L & 730 nm
dans le glycérol

Le coefficient directeur de la droite est différent de 1, ce qui met en évidence que le phénoméne
observé est bien un phénomeéne d’absorption non linéaire. Par ailleurs, la valeur obtenue est proche de
2, ce qui permet de mettre en évidence la dépendance quadratique de l'intensité de fluorescence par
rapport a la puissance du laser, ce qui est caractéristique de I'absorption biphotonique.

En conclusion, cette étude a permis de mettre en évidence les excellentes capacités d’absorption
biphotonique du composé linéaire SiFluo-L, qui semble ainsi étre tout a fait adapté a la microscopie
biphotonique. Une nette différence entre les propriétés photophysiques (linéaires et non linéaires) des

108y, Suzuki et al., J. Phys. Chem. C 2011, 115 (42), 20653-20661. DOI : 10.1021/jp203809b
109 B, Dumat et al., Biochimie 2011, 93 (8), 1209-1218. DOI : 10.1016/j.biochi.2011.05.035

-60 -


https://doi.org/10.1021/jp203809b
https://doi.org/10.1016/j.biochi.2011.05.035

Chapitre n°1-1

deux régioisomeres SiFluo-V et SiFluo-L a cependant été observée. Le prochain paragraphe sera consacré
a la rationalisation des propriétés photophysiques de ces deux composés via une étude de modélisation
moléculaire.

I1l. Rationalisation des propriétés photophysiques

1) Choix de la méthode de calculs

Plusieurs bases et plusieurs méthodes ont été testées dans le but d’évaluer leur compatibilité avec
les structures étudiées.

Dans tous les calculs effectués, la base et la méthode utilisées pour I'optimisation de géométrie sont
6-31G(d) et B3LYP. Pour les calculs de TD-DFT, il est nécessaire d’utiliser une autre méthode de calcul car
B3LYP est une fonctionnelle qui stabilise trop les états de transfert de charges et ne convient par
conséquent pas pour |'étude d’états excités. De méme, il est nécessaire de modifier la base pour
« autoriser » les électrons a s’éloigner de la molécule, ce qui est indispensable pour les états excités.

En 2009, D. Jacquemin et al. ont mis en évidence que la fonctionnelle PBEO1 était celle présentant
les résultats les plus probants pour le calcul de spectre d’absorption UV-visible, c’est cette méthode qui a
dans un premier temps été utilisée pour les calculs.'?%*!! Afin de s’assurer de la pertinence d’utiliser la
base 6-311+G(d,p) et cette méthode pour effectuer des prédictions, des calculs ont préalablement été
réalisés sur des molécules synthétisées au laboratoire qui présentent une structure similaire aux
composés étudiés et dont les propriétés photophysiques sont connues.

Pour les premiers essais, les calculs ont été réalisés sans prendre en compte les effets du solvant. Les
résultats obtenus sont présentés dans Tableau 8 ci-dessous.

& N
\ | - PG
<N)
SiFluo-V TP-2Py
Cbz-2Py
Aabs (€Xp) Aabs (calc) - vide Ecart relatif

SiFluo-V 345 nm 390 nm +45 nm 13%
Cbz-2Py 440 nm 515 nm +75 nm 17 %
TP-2Py 500 nm 600 nm +100 nm 20 %

Tableau 8 : Résultats obtenus avec la base de calcul 6-311+G(d,p) et la méthode PBEO1 dans le vide

Ces premiers résultats mettent en évidence des écarts conséquents (de 45 a 100 nm) entre les valeurs
observées expérimentalement et celles obtenues par le calcul. Ces résultats modestes sont néanmoins a
nuancer car ils ont été obtenus a partir de calculs dans le vide, alors que le solvant possede une forte
influence sur les transitions des composés a transfert de charges.

10D, Jacquemin et al., Acc. Chem. Res. 2009, 42 (2), 326-334. DOI : 10.1021/ar800163d
1L A, D. Laurent et al., Phys. Chem. Chem. Phys. 2014, 16 (28), 14334-14356. DOI : 10.1039/C3CP55336A
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Dans le but d’obtenir des résultats permettant de mieux rendre compte des observations
expérimentales, une deuxieme série de calculs en prenant compte les effets du solvant a été réalisée
(Tableau 9).

Aabs (exp) Aabs (calc) - eau m Ecart relatif
6 %

SiFluo-V 345 nm 365 nm +20 nm

SiFluo-L 416 nm 483 nm +67 nm 16 %
Cbz-2Py 440 nm 475 nm +35 nm 8%
TP-2Py 500 nm 550 nm +50 nm 10 %

Tableau 9 : Résultats obtenus avec la base de calcul 6-311+G(d,p) et la méthode PBEO1 dans I'eau

Une nette amélioration est constatée puisque les écarts relatifs entre la valeur expérimentale et la
valeur calculée sont cette fois-ci compris entre 4 et 10 %, pour les dérivés carbazole, triphénylamine et
SiFluo-V. Malheureusement, pour le calcul dans le cas du régioisomére SiFluo-L, la valeur obtenue est
67 nm plus élevée que la valeur expérimentale. Ces résultats ont conduit a tester une autre fonctionnelle :
MO06-2X.112 Les résultats obtenus sont récapitulés dans le Tableau 10 ci-dessous.

5%

SiFluo-V 345 nm 367 nm +22 nm

SiFluo-L 416 nm 424 nm +8 nm 2%
Cbz-2Py 440 nm 414 nm -26 nm 6 %
TP-2Py 500 nm 464 nm -36 nm 7%

Tableau 10 : Résultats obtenus avec la base de calcul 6-311+G(d,p) et la méthode M06-2X dans I'eau

Pour chacune des quatre molécules étudiées, I'écart relatif entre la valeur calculée et la valeur
obtenue expérimentalement est inférieur a 10 %, c’est donc cette méthode qui sera utilisée pour les
différents calculs réalisés par la suite.

2) Résultats

Des calculs de TD-DFT (MO06-2X/6-311+G(d,p)) ont été réalisés pour tenter de rationaliser les
propriétés photophysiques des deux sondes SiFluo-V et SiFluo-L.

_ E(eV) Amax abs (nm) Contributions majeures ( > 5 %)

HOMO - LUMO (70 %)

SiFluo-V 337 e HOMO-1 > LUMO+1 (23 %)

HOMO - LUMO (90 %)

SiFluo-L 2.92 424 HOMO-1 -> LUMO+1 (8 %)

Tableau 11 : Contributions a la transition So = S;

Pour les deux composés, les longueurs d’onde d’absorption maximum calculées sont proches des
valeurs expérimentales : 424 nm contre 416 nm pour SiFluo-L et 367 nm contre 345 nm pour SiFluo-V

12Y. Zhao and D. G. Truhlar, Theor. Chem. Acc. 2007, 120 (1-3), 215-241. DOI : 10.1007/s00214-007-0310-x
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(Tableau 11). Cette concordance entre les données expérimentales et les calculs permet de valider le choix
de la méthode computationnelle.

La nature de la transition peut étre déterminée en regardant la forme des orbitales frontieres. Dans
le cas de la HOMO, la densité électronique est située majoritairement sur le coeur silafluoréne, tandis
gu’elle est située sur toute structure dans le cas de la LUMO (Figure 57).
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Figure 57 : Orbitales frontiéres de SiFluo-V (a gauche) et SiFluo-L (d droite)

Dans les deux cas, la contribution majoritaire a la transition So = S; est issue de la paire électron-trou
HOMO-LUMO. Cependant, les orbitales HOMO-1 et LUMO+1 jouent également un réle dans la transition
So = S1. Ainsi, pour mieux comprendre cette transition, un calcul de type NTO (Natural transition orbitals)
dont les résultats sont présentés en Figure 58 a été réalisé.

, ‘Oo"
}‘,d,

Figure 58 : Augmentation (en bleu) et diminution (en jaune) de la densité électronique au cours de la transition Sp = S;

Cette figure permet sans ambigliité de confirmer que la transition So = S; est bien de type transfert
de charge, ce qui est cohérent avec le design A-n-D-1t-A des sondes.

Les propriétés d’absorption a deux photons d’un composé dépendent principalement de I'intensité
du transfert de charge et de I'’étendue de la conjugaison au sein de la molécule. La section efficace
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d’absorption maximum 8y 4x peut donc étre corrélée avec les moments de transition associés aux
transitions So > S1et S; > S, selon la formule présentée ci-dessous (Figure 59).%*

E
S, ———— Etatfinal
S i Etat intermédiai
atintermédiaire 2
! I A I»l?soasl X Ws s,
------------- -~ Etatvirtuel Smax x AZ (1)
hv
hv
So Etat fondamental

Figure 59 : Diagramme de Perrin-Jablonski dans le cas d’une molécule centrosymétrique et relation entre la section efficace
d’absorption biphotonique maximum et les moments de transition

Les moments de transition associées aux transitions So = Si1et S; = S, ont été calculés pour SiFluo-V
et SiFluo-L (Tableau 12).

)
Woyos, X M
Composé Us,—s, Us, s, A (eV) S0—S1 _ $1-82
A

SiFluo-V 3.47 3.02 2.09 25

SiFluo-L 6.05 5.54 1.66 408

Tableau 12 : Moments de transition associés aux transitions So - S et S; = S, pour SiFluo-V et SiFluo-L

Pour chacun des deux transitions So > S;et S;1 2 S,, la norme associée au moment de transition est
environ deux fois supérieure pour SiFluo-L que pour SiFluo-V. Par conséquent, la Smax calculée est environ
16 fois supérieure pour SiFluo-L que pour SiFluo-V. Ceci est en accord avec les sections efficaces
d’absorption biphotonique mesurées. En conclusion, les calculs théoriques confirment que SiFluo-L
présente de bien meilleures propriétés d’absorption biphotonique que SiFluo-V.

IV. Microscopie en cellules vivantes

1) Cytotoxicité

Avant de réaliser des expériences en cellules vivantes, il est indispensable de vérifier que les
composés utilisés ne sont pas cytotoxiques.

La cytotoxicité des différents composés a été évaluée sur des cellules A549 (cancéreuses du
poumon), qui seront par la suite utilisées pour réaliser I'imagerie.

Ces cellules ont été incubées avec des concentrations croissantes de composé testé. Apres 24h, le
pourcentage de survie a été évalué a I'aide d’un test MTT. Ce test repose sur la réduction du bromure de
3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphényle tétrazolium en formazan par la succinate déshydrogénase
mitochondriale (Figure 60). Le formazan, qui est un dérivé non hydrosuble de couleur violette, précipite
dans les mitochondries. La quantité de précipité formée est proportionnelle a I'activité mitochondriale
qui est elle-méme proportionnelle au nombre de cellules vivantes.
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Figure 60 : Réduction du sel de tétrazolium MTT par une réductase mitochondriale

Les résultats de ce test pour les composés SiFluo-L et SiFluo-V, réalisé en triplicata, sont présentés
en Figure 61 ci-dessous.

100% I I I I .
80% I
60% SiFluo-V
40%
m SiFluo-L
20%
0%
5 10

0,313 0,625 1,25 2,5
Concentration (uM)

Pourcentage de survie

Figure 61 : Pourcentage de survie a 24h de cellules A549 en fonction de la concentration en composé SiFluo-V ou SiFluo-L

Pour des concentrations inférieurs ou égales a 5 UM, aucun des deux composés n’est cytotoxique.
Une légere toxicité apparait a partir de 10 uM. Néanmoins, comme les expériences de microscopie
confocale et biphotonique seront réalisées a des concentrations inférieures ou égales a 2 uM, aucun
probléme de cytotoxicité ne devrait étre rencontré.

2) Imagerie a un et a deux photons

a) Comparaison entre SiFluo-V et SiFluo-L

Des cellules A549 (cellules cancéreuses- poumons) ont été incubées pendant 2h avec 2 UM de chaque
sonde. Ces derniéres ont ensuite été excitées a un photon (405 nm, le laser possédant la plus petite
longueur d’onde sur le microscope utilisé) ou deux photons (705 nm ou 750 nm selon le composé). Les
images concernant SiFluo-L se trouvent en Figure 62, tandis que celles concernant le composé SiFluo-V
se trouvent en Figure 63.
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Figure 62 : Cellules A549 incubées vivantes avec SiFluo-L a 2 uM pendant 2h aprés excitation a un (405 nm) ou deux photons
(750 nm). Détection : 500-650 mn. Barre d’échelle : 20 um

Les images obtenues pour SiFluo-L présentent un contraste élevé, aussi bien lors d’une excitation a
un photon que lors d’une excitation a deux photons. Ces images ont par ailleurs été acquises avec un laser
réglé a faible puissance. En effet, la puissance mesurée en sortie d’objectif est de 3,35 mW ce qui est a
minima 5 fois plus faible que la puissance mesurée pour les lasers utilisés pour ce type d’expériences.!?
Cela permet de s’affranchir de tout probleme de dommage pour I'échantillon. Aucune autofluorescence
n’est par ailleurs détectée sur les images controles. SiFLuo-L est donc particulierement brillante.

Les images obtenues pour SiFLuo-L permettent également de mettre en évidence que la bonne
sélectivité d’une sonde pour sa cible biologique peut compenser son piétre ratio de turn-on (bgy/deay) :
Bien que cette derniére fluoresce de maniére non négligeable dans I'eau (13 %), le rapport signal/bruit
est ici tout a fait satisfaisant car le composé s’accumule efficacement dans un sous compartiment
cellulaire. En effet, grace a ces deux branches cationiques et lipophiles cette sonde marque les
mitochondries. Ce marquage a par ailleurs pu étre confirmé en effectuant une colocalisation avec un
marqueur commercial (Figure 67).

Al'opposé, les images obtenues pour SiFluo-V sont peu contrastées, ce qui met en évidence la faible
brillance de cette sonde. Pour |’excitation a un photon, cela est notamment da au fait que la molécule
absorbe tres peu a 405 nm, qui est la longueur d’onde la plus petite disponible pour I'excitation sur le

131, Sacconi et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 2006, 103 (9), 3124-3129. DOI : 10.1073/pnas.0511338103
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microscope utilisé. De méme, 705 nm est la plus petite longueur d’onde disponible pour I'excitation a
deux photons. Pour obtenir ces images, il a par ailleurs été nécessaire d’utiliser les lasers a une puissance
plus élevée que dans le cas de SiFluo-L, comme en témoigne I'autofluorescence observée sur les images
controles.

1PA 2 PA
)\,ex = 405 nm }\ex= 705 nm

Brightfield

SiFluo-V
2 uM-2h

Superposition

Contrdle
0.2 % DMSO -2h

Figure 63 : Cellules A549 incubées vivantes avec SiFluo-V a 2 uM pendant 2h apreés excitation a un (405 nm) ou deux photons
(705 nm). Détection : 500-650 nm. Barre d’échelle : 20 um

b) Colocalisation

Apres avoir constaté la capacité de SiFluo-L a étre utilisé pour I'imagerie en cellules vivantes, il
apparait pertinent de s’intéresser a sa localisation intra-cellulaire. Pour cela, un comarquage avec
différents marqueurs commerciaux dont la localisation est connue peut étre réalisé. Une analyse des
images permet ensuite d’évaluer s’il y a colocalisation ou non entre les deux marqueurs.

Parmi les différentes méthodes qui existent pour quantifier une colocalisation, trois sont
principalement utilisées :'*

e Approche de Pearson

Cette approche consiste a tracer un graphique de type nuage de points, pour lequel I'intensité d’un
pixel de la premiére image va donner la coordonnée x, tandis que I'intensité du pixel correspondant de la

14 K. W. Dunn et al., Am. J. Physiol. Cell Physiol. 2011, 300 (4), C723-C742. DOI : 10.1152/ajpcell.00462.2010
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seconde image va donner la coordonnée y. Le coefficient de Pearson (PC) quantifie ensuite la dispersion
des points autour de la valeur moyenne, et est donné par I’équation suivante :

2R —R)x(Gi— G)
\/Zi(Ri — R)?x %i(G; — G)?

Ou R; et G;correspondent aux intensités d’un pixel donné dans I'image rouge et I'image verte
Et R et G correspondent aux intensités moyennes dans I'image rouge et dans I'image verte

PC

Equation 1 : Formule permettant de calculer les coefficients de Pearson

Le coefficient de Pearson est ainsi compris entre -1 et 1, 1 correspondant a une colocalisation
parfaite. Différents exemples sont présentés ci-dessous (Figure 64).
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Figure 64 : Différents cas de colocalisation ou d’absence de colocalisation avec le nuage de points correspondant.
lllustration extraite de [S. Bolte et F.P. Cordeliéres, 2006] 115

Dans le cas A, le coefficient de Pearson est supérieur a 0.95, ce qui va bien dans le sens d’une
colocalisation. En revanche, dans le cas B, bien que la colocalisation soit « parfaite », le coefficient de
Pearson ne sera que de 0.8 environ. Cette méthode comporte donc un biais notable lorsqu’elle est utilisée

1155, Bolte and F. P. Cordeliéres, J. Microsc. 2006, 224 (3), 213-232. DOI : 10.1111/j.1365-2818.2006.01706.x
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pour quantifier la colocalisation entre deux marqueurs dont les intensités de fluorescence sont

différentes.
Par conséquent, cette approche est pertinente uniquement lorsqu’il n’y a pas de différences
d’intensité significatives. Elle ne permet pas a elle seule d’attester ou non d’une colocalisation.

e Approche de Van Steensel
Il s’agit de « I'extension » de I'approche de Pearson et consiste a calculer le coefficient de Pearson

pour plusieurs positions relatives des deux images, en décalant pixel par pixel sur un axe I'image verte sur
I'image rouge. Un graphique avec en abscisse le déplacement en pixel 6x en fonction du coefficient de

Pearson est ainsi obtenu (Figure 65).
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Figure 65 : Fonction de corrélation de type Van Steensel pour les 4 images de la figure précédente.
Illustration extraite de [S. Bolte et F.P. Cordelieres, 2006]

Le cas A représente la fonction obtenue dans le cas d’une colocalisation compléete (cloche centrée
sur 0), le cas B d’une colocalisation compléete avec des différences d’intensité, le cas C une colocalisation

partielle et le cas D une totale exclusion.

Des différences dans les intensités ont pour conséquence une réduction de la hauteur de la cloche,
comme on peut le voir en passant du cas A au cas B. Le maximum est néanmoins atteint pour 6x=0.

e Approche de Manders!!®

Pour s’affranchir des différences d’intensité entre les deux sondes, il est possible de calculer les

coefficients de Manders M; et M.

Y. R,
i Nircolocal < . .
= Ri,colocal =R;siG;>0et Ri,colocal =0siG;=0

M, =
! iR
G,
M, = 2 zl:-cgl.ocal U Gjcotocat = Gi SUR; > 0 et Gy corocar = 0SIR; =0
ibi

Equation 2 : Formules permettant de calculer les coefficients de Manders

116 £, M. M. Manders et al., J. Microsc. 1993, 169, 375-382. DOI : 10.1111/j.1365-2818.1993.tb03313.x
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Ainsi, M; est définit comme le ratio entre la somme des intensités de I'image rouge pour lesquels
I'intensité de I'image verte est au-dessus de 0 sur I'intensité totale de I'image rouge. Par exemple, si les
coefficients de Manders sont de 1.0 et 0.2 cela signifie que 100 % des pixels rouge coincident avec les
pixels verts, mais que seulement 20 % des pixels verts coincident avec les pixels rouges. Cette méthode
néanmoins est tres sensible au « bruit de fond ». L'utilisation d’un seuil pour chaque image est nécessaire,
et cela contribue parfois a une perte d’informations dans le cas de sondes peu brillantes.

En conclusion, I'approche de Van Steensel semble la plus pertinente pour évaluer une colocalisation
entre deux marqueurs dont l'intensité est différente.

SiFluo-L est un composé dicationique et lipophile, par conséquent, il devrait s’accumuler dans les
mitochondries, car cet organite posséde un potentiel de membrane négatif.}®® Un premier comarquage
avec du DRAQS5, un composé commercial marquant le noyau, a été effectué. Ce dernier a été choisi car il
absorbe a 633 nm, longueur d’onde a laquelle SiFluo-L n’absorbe pas. Il est donc possible de récolter
indépendamment le signal venant des deux composés. La structure de ce composé est présentée en
Figure 66 ci-dessous.

I Cl

DRAQS .
MitoTracker Deep Red FM

Figure 66 : Structures du DRAQS5 (marqueur de noyau) et du MitoTracker® Deep Red FM (marqueur des mitochondries)

Des cellules A549 ont donc été incubées en présence de SiFluo-L pendant 2h, puis en présence de
DRAQS5 pendant 25 min. Les images obtenues sont présentées dans la partie gauche de la Figure 67. Ce
premier comarquage permet de mettre en évidence que SiFluo-L se trouve dans le cytoplasme. Un
deuxiéme comarquage avec du MitoTracker® Deep Red, un composé commercial marquant les
mitochondries, a été effectué. Ce dernier a également été choisi car il absorbe a 633 nm, il est ainsi
possible de I'exciter sans exciter SiFluo-L. Les images obtenues sont présentées dans la partie droite de la
Figure 67. La présence de jaune sur la superposition semble indiquer une colocalisation entre ces deux
composés.
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SiFluo-L SiFluo-L
2 uM-2h 2 uM-2h
Aex= 405 nm Aex= 750 nm
; ®
DRAQS MitoTracker® Deep
5 uM-25 min Red
. il 100 nM-15 min
o Aex= 633 nm
Superposition Superposition

Figure 67 : Colocalisation entre SiFluo-L (2 uM, 2h, détection : 500-700 nm) et DRAQS5 (5 uM, 25 min, détection : 500-795 nm) a
gauche et SiFluo-L (2 uM, 2h, détection : 500-700 nm) et Mitrotracker Deep Red (100 nM, 15 min, détection : 500-700 nm) a
droite. Barre d’échelle : 20 um

Cette colocalisation a été mise en évidence de maniére quantitative en réalisant I’analyse des images
via le plugin JACoP sur le logiciel Image J. La fonction de corrélation de Van Steensel’s est présentée en
Figure 68 ci-dessous.
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Figure 68 : Colocalisation entre SiFluo-L et MitoTracker® Deep Red — Fonction de corrélation de Van Steensel’s
(Plugin JACoP - Imagel)

Cette analyse permet bien de confirmer que SiFluo-L s’accumule dans les mitochondries car la cloche
est centrée sur 0. Ce comarquage met également en évidence que le coefficient de Pearson est souvent
peu pertinent car il est ici de 0.78 (ordonnée a l'origine de la représentation de Van Steensel) alors que la
fonction de corrélation de Van Steensel permet de mettre en évidence une colocalisation entre les deux
composeés.
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3) Photostabilité

Dans le but de confirmer leur capacité a étre utilisées en imagerie cellulaire, la photostabilité des
sondes SiFluo-V et SiFluo-L a été évaluée (Figure 69).
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Figure 69 : Stabilité de SiFLuo-L (rond) et SiFluo-V (triangle) sous excitation biphotonique (750 nm et 705 nm respectivement) en
fonction du temps d’irradiation

Aprés 2h d’incubation a 2 uM, ces dernieres ont été irradiées pendant 10 min a 705 nm pour SiFluo-V
et 750 nm pour SiFluo-L. Pendant cette irradiation, une image a été acquise toutes les 15 secondes. Apres
10 min d’irradiation, I'intensité de fluorescence dans le cas de SiFluo-V reste similaire a son niveau initial.
Dans le cas de SiFluo-L, le signal a diminué de moins de 20 %, ce qui permet d’obtenir des images toujours
satisfaisantes avec un bon contraste, comme le montre la Figure 70.

Figure 70 : Cellules A549 incubées avec SiFluo-L a 2 uM pendant 2h, sous excitation biphotonique (750 nm) au début de
I'expérience et aprés 10 min d’acquisition. Détection : 500-650 nm. Barre d’échelle : 20 um

Cette sonde est donc parfaitement adaptée pour faire de I'imagerie sur des temps longs.
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4) Imagerie complémentaire pour SiFluo-L

Bien que SiFluo-L puisse étre excitée a 750 nm via un processus biphotonique, cette sonde posséde
un maximum d’émission vers 530 nm. Cela constitue un désavantage majeur car cette longueur d’onde
se situe en dehors de la fenétre thérapeutique. Néanmoins, il a été montré qu’il est possible de recueillir
assez de signal pour obtenir des images exploitables en restreignant la fenétre de détection de 600 a
700 nm (Figure 71). Cela nécessite d’augmenter la puissance du laser a 20 mW, soit une puissance environ
6 fois supérieure a celle utilisée précédemment (Figure 62).

500-700 nm 600-700 nm Brightfield

SiFluo-L
2 uM-2h

Superposition

Contrdle
0.2 % DMSO -2h

Figure 71 : Cellules A549 incubées en cellules vivantes avec SiFluo-L a 2 uM pendant 2h apreés excitation a 405 nm.
Barre d’échelle : 20 um

Ainsi, bien que ce dernier ne soit trés peu fluorescent dans cette zone (Figure 72), sa forte brillance
permet de restreindre la fenétre d’acquisition a la plage 600-700 nm.

-73-



Chapitre n°1-1

1000
900
800
700
600
500
400
300
200
100

Intensité de fluorescence (u.a.)

450 550 650 750
Longueur d’onde (nm)

Figure 72 : Spectre d’émission de fluorescence de SiFluo-L dans le glycérol superposé avec la fenétre de détection 600-700 nm

Par ailleurs, des expériences complémentaires ont permis de mettre en évidence qu’il était possible
d’utiliser cette sonde a une concentration de 100 nM (Figure 73). Des images ont pu étre obtenues suite
a une excitation monophotonique ou biphotonique. Cependant, cette baisse de concentration se traduit
inévitablement par une baisse notable de I'intensité dans les deux cas.

1PA 2 PA

Aex = 405 nm Aex= 750 nm Brightfield

SiFluo-L
100 nM-2h

Superposition

Contrdle
0.2 % DMSO -2h

Figure 73 : Cellules A549 incubées en cellules vivantes avec SiFluo-L a 100 nM pendant 2h apreés excitation a un (405 nm) ou
deux photons (750 nm). Détection : 500-650 mn. Barre d’échelle : 20 um
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Ces deux expériences complémentaires permettent de mettre en évidence le caractere trés brillant
de SiFluo-L.

V. Conclusion

Deux premieres sondes fluorescentes, SiFluo-V et SiFluo-L, dont les structures sont rappelées en
Figure 74 ci-dessous, ont été synthétisées. L'étude de leurs propriétés photophysiques a permis de mettre
en évidence le potentiel de ces sondes a étre utilisées pour de I'imagerie en cellules vivantes, notamment
grace a leur brillance élevée (monophotonique et biphotonique). Cependant, de tres grandes différences
entre les deux régioisoméres ont pu étre observées, notamment concernant leurs propriétés d’absorption
biphotonique. Ces différences de propriétés photophysiques ont pu étre rationnalisées via des calculs de
TD-DFT. Ces sondes ont par la suite été utilisées pour différentes expériences d’'imagerie en microscopie
confocale et biphotonique en cellules vivantes.
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Figure 74 : Structures des composés SiFluo-V et SiFluo-L

En particulier, SiFluo-L s’est révélée étre une sonde pénétrant en cellules vivantes, trés brillante,
photostable, non cytotoxique et possédant d’excellentes propriétés d’absorption biphotonique, comme
I'illustre la Figure 75 ci-dessous. Ces résultats ont conduit a la rédaction d’une publication dans le journal
Dyes & Pigments.Y’

hv =750 nm

Jusqu'a 2150 GM

Figure 75 : Image en cellules vivantes de SiFluo-L apres excitation biphotonique (750 nm)

Malheureusement, cette sonde ne remplit pas complétement les critéres d’absorption et d’émission
dans le rouge/proche IR énoncées précédemment. Il pourrait étre judicieux de développer un fluorophore
possédant une émission davantage décalée vers le rouge. L'objectif suivant est donc de trouver une
nouvelle structure pouvant remplir ces critéres, tout en conservant de bonnes propriétés d’absorption
biphotonique.

17 M. Auvray et al., Dyes Pigm. 2021, 187, 10908. DOI : 10.1016/j.dyepig.2020.109083

-75-


https://doi.org/10.1016/j.dyepig.2020.109083

-76 -



CHAPITRE 2-1 : Deuxiéme génération de composés

Pour tenter d’améliorer les propriétés photophysiques par rapport aux structures synthétisées
précédemment au laboratoire (triphénylamines et silafluoréne), il a été envisagé d’accroitre le caractere
donneur du cceur en introduisant un hétéroatome supplémentaire. Cela devrait permettre d’enrichir le
cceur donneur du systeme A-m-D-m-A et ainsi entrainer une augmentation de la section efficace
d’absorption biphotonique. L’ajout de cet hétéroatome permet également de rigidifier la structure par
rapport a la triphénylamine (Figure 76).
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Figure 76 : Modification structurelle envisagée a partir de la triphénylamine

Ce type de structure permet également d’avoir un site facilement fonctionnalisable. En effet, d’autres
groupes peuvent aisément étre greffés sur I'aniline a la place du phényle. Cela permettra ensuite de
diversifier I'utilisation de ce type de sonde.

Apres I'optimisation des conditions pour les calculs de modélisation moléculaire, il semblerait que le
couple 6-311+G(d,p)/M06-2X permette d’obtenir des résultats fiables. Les propriétés d’absorption de
différentes molécules présentées ci-dessous ont donc été simulées dans I’eau (Figure 77).
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Figure 77 : Structure des molécules dont les longueurs d’onde maximale d’absorption ont été prédites a I'aide de calculs TD-DFT

L'utilisation de différents cceurs a ainsi été envisagée : I'ajout d’'un atome d’oxygene, de soufre, de
carbone, de silicium ou encore de phosphore permettrait d’enrichir le cceur donneur. Dans le cas de la
phénothiazine, le dérivé non oxydé est connu pour ne pas étre fluorescent, il parait donc plus judicieux
de s’intéresser au sulfoxyde.!®

118 4. Hung Lin and C. Chung Chang, Dyes Pigm. 2009, 83 (2), 230-236. DOI : 10.1016/j.dyepig.2009.05.004
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A priori, d’aprés leurs longueurs d’onde maximum d’absorption, les trois structures les plus
intéressantes semblent étre I'acridane (Aabsth = 460 nm), la phénazasiline (Aabs,h = 450 nm), la phénoxazine
(Aabsth = 505 nm). Les propriétés d’absorption biphotonique ont également été simulées afin de décider a
quelles structures il est le plus judicieux de s’intéresser. Les résultats sont récapitulés dans le Tableau 13

ci-dessous.
X
Composé Usy—>s, HUs,>s, A (eV) ﬂSo—)Sl ”51—)52

Phénophosphazine 5,4 5,7 0,4 4712
Sulfoxyde 5,28 5,96 0,47 4483
Phénazasiline 5,81 6,75 0,47 6 962
Acridane 5,58 6,72 0,48 6 103
Phénoxazine 4,99 7,91 0,55 5150

Tableau 13 : Simulation des propriétés d’absorption biphotonique des différentes sondes via des calculs de TD-DFT

D’apres les calculs réalisés, il n’y a pas de différence notable entre les dérivés acridane et
phénazasiline. Cependant, les propriétés biphotoniques de la phénoxazine pourraient étre tres
légerement inférieures a celles de I'acridane et de la phénazasiline. Les trois seront donc synthétisés pour
voir quel est le composé le plus prometteur. Par ailleurs, les dérivés sulfoxyde et phénophosphazine qui
semblaient dans un premier temps peu intéressants pourraient finalement étre d’excellents absorbeurs
biphotoniques d’apres les calculs réalisés. Ces deux composés seront donc également synthétisés.

I. Synthése

1) Synthese de la phénazasiline Phenaz-Py

La voie de synthese envisagée pour Phenaz-Py est décrite en Figure 78 ci-dessous. Comme aucun
dérivé de phénazasiline n’est disponible commercialement, il sera dans un premier temps nécessaire de

synthétiser ce cceur.
/o NZ Z>N
| N |
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Phenaz-Py Phenaz"-Py
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Br: Br Br\CESijij/Br
; N ; N
Br | B 6 | 7

Figure 78 : Voie de synthese envisagée pour l'obtention du composé Phenaz-Py

Comme pour les molécules développées précédemment, I'étape clé de cette synthéese est la réaction
de cyclisation qui va permettre I'obtention du cceur bromé 7. La cyclisation avec le dérivé tétrabromé est
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décrite dans la littérature avec des rendements allant de 40 a 61 % selon la nature des groupements R ou
R’ qui sont des alkyles (Figure 45).119120121 Aycune explication n’est cependant proposée pour la
régiosélectivité de I'’échange halogéne-métal ; un effet orienteur de I'aniline est probablement en jeu ici.

Br: Br Br- Br R, R
n-BuLi SiR,Cl, Br\@:&:@/Br
N Et,0, -5/0 °C N -5/0 °C puis t.a., 1 nuit N
Br R Br Li R L R
R'=Me, Et ou n-Bu 40 -61%

Figure 79 : Conditions de cyclisation présentées dans la littérature

Apres avoir réalisé la bromation de la N-méthyldiphénylamine, les conditions de cyclisation décrites
dans la littérature ont été appliquées au substrat d’intérét. Il s’agit d’'une réaction particuliéerement
sensible : de nombreux essais ont été réalisés avant de parvenir a obtenir le composé. Le n-Buli
(fraichement dosé) est additionné goutte a goutte sur une suspension du dérivé bromé dans de I'éther
diéthylique anhydre. Aprés une heure d’agitation a -5 °C, le milieu devient limpide, ce qui indique que le
lithien est formé. Le dichlorodiméthylsilane peut alors étre ajouté au milieu réactionnel pour conduire a
I’obtention du composé souhaité 7 avec un trés bon rendement de 67 %. Cela permet d’accéder au coeur
dibromé 7 en deux étapes avec un rendement global de 62 % (Figure 80).

Br Br \.”
©\ O NBS 1) n-BuLi, Et,0, -5 °C, 30 min Br\@:S'j@/Br
'il DMF, t.a., 1 nuit T 2) SiMe,Cl, -5 °C puis t.a., 1h N

92 % Br Br g 67 % | 7

Figure 80 : Voie de synthese du coeur bromé 7

Face aux difficultés rencontrées pour obtenir ce composé, deux autres voies alternatives permettant
également d’accéder au cceur phénazasiline dibromé 7 ont parallelement été explorées. Elles sont
présentées en Figure 81 et Figure 82.

La premiere voie de synthese consiste a synthétiser la 2-bromo-N-(2-bromophényl)-N-méthylaniline
9 sur laquelle une réaction de cyclisation pourra ensuite étre effectuée. Cette aniline est obtenue en 2
étapes a partir de la 2-bromoaniline. Un couplage pallado-catalysé de type Buchwald-Hartwig entre la
2-bromoaniline et le 2-bromoiodobenzéne a permis d’obtenir la 2-bromo-N-(2-bromophényl)aniline 8.
Cette derniere a ensuite été méthylée en présence d’'iodométhane pour conduire au précurseur de
cyclisation 9 avec un excellent rendement de 91 % sur deux étapes. La réaction de cyclisation a été réalisée
dans les mémes conditions que celles utilisées précédemment pour les silafluorénes : dans le THF a-78 °C.
Ces conditions ont permis d’accéder au coeur phénazasiline 10 avec un trés bon rendement de 75 %.

119 R, E. J. D. Wasserman, S. A. Robinson, J. D. Garber, J. Org. Chem. 1965, 30 (9), 3248-3250.
DOI :10.1021/jo01020a534

120 4, Nakao et al., Polym. J. 2001, 33, 498-501. DOI : 10.1295/polym;.33.498

121 4, Hayashi et al., Jpn. J. Appl. Phys. 2013, 52 (551), 05DA13. DOI : 10.7567/jjap.52.05da13
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2-bromoiodobenzéne

Pd,(dba) dppf, ‘BuOK NaH, Mel
NH3 Toluéne, 100 °C, 1 nuit H THF, t.a., 2h T
Br 93 % Br Br 8 98 % Br Br 9

1) n-BuLi, THF, -78 °C, 30 min

2) SiMe,Cl,, -78 °C puis t.a., 2h
75 %

L e CLO
N DMF, t.a., 1 nuit N

| 7 29 % | 10

Figure 81 : Premiére voie de synthése alternative du composé 7

Une bromation en présence de N-bromosuccinimide dans le DMF a ensuite permis d’accéder au cceur
souhaité 7 avec un rendement trés modeste de 29 %. En effet, un produit secondaire non identifié a été
obtenu. Il ne correspond ni au composé mono-bromé ni a un régioisomeére, et co-élue avec le composé
d’intérét en chromatographie sur couche mince. Comme ces composés sont tres peu polaires et migrent
en 100 % cyclohexane, il semble difficile de trouver un meilleur systéme d’éluant permettant de les
séparer. Bien que ces deux composés co-éluent, |la faible proportion de I'impureté dans le brut réactionnel
(environ 5 %) permet tout de méme d’isoler le produit attendu. Le faible rendement est donc avant tout
di aux difficultés rencontrées pour la purification du composé. Cette premiere méthode qui pouvait
sembler étre une bonne alternative aux premiers abords est en réalité peu adaptée.

Une deuxiéme méthode permettant d’effectuer la cyclisation sur un dérivé semblable a celui utilisé
pour les silafluorénes a également été testée (Figure 82). La 2-bromo-N-(2-bromophényl)-N-méthylaniline
9 a été engagée dans une réaction d’échange halogene-métal avec du n-butyllithium puis mis en présence
de diiode pour conduire au composé 11 avec un excellent rendement de 92 %. Une bromation en
présence de N-bromosuccinimide a ensuite permis d’obtenir le précurseur 12.

1) n-BulLi, THF, -78 °C, 30 min

’i‘ 2) I, -78 °C puis t.a., 1h 'i‘
Br Br 9 92 9 | | 1
NBS
DMF, t.a., 2h
68 %
./
Br Si Br _ Br Br
1) n-BuLi, THF, -78 °C, 30 min
N
N 2) SiMe,Cly, -78 °C puis t.a., 1h | | i
| 7 77 % 12

Figure 82 : Deuxiéme voie de synthése alternative du composé 7

La cyclisation sur ce dérivé a pu étre réalisée dans les mémes conditions que pour les dérivés
silafluorénes (dans le THF a -78 °C) et a permis d’obtenir le coeur phénazasiline dibromé 7 avec un
excellent rendement de 77 %. Néanmoins, le rendement global de cette voie de synthése est de 44 % sur
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5 étapes. La meilleure voie de synthése reste donc celle présentée en Figure 80 bien que la cyclisation sur
le dérivé tétrabromé soit une manipulation tres délicate.

Une fois le cceur phénazasiline obtenu, ce dernier a été engagé dans un couplage de Heck en
présence de 4-vinylpyridine pour conduire au divinyle Phenaz"-Py (Figure 83).

© e

7 ' N
4-vinylpyridine X A |
Pd(OAc), P(o-tol)s

DCM/MeOH (1:1), reflux, 12h

DMF, Ef3N, u90 °C, 5h 67 %
70 %
Phenaz"-Py Phenaz -Py

Figure 83 : Synthése du composé Phenaz-Py

Cependant, un manque de reproductibilité de cette réaction a été constaté, notamment a cause de
dépobt de palladium métallique sur les parois (probablement da a I'instabillité du Pd(ll) aux températures
élevées). Pour pallier ces problemes de reproductibilité, une voie de synthése alternative consiste a passer
par I'aldéhyde a parallelement été développée. Deux étapes sont alors nécessaires pour obtenir le
divinyle Phenaz"-Py, mais ce sont des étapes aisées dont le rendement global (79 %) est supérieur au
meilleur rendement obtenu lors du couplage de Heck (Figure 84).

0] 0O
\.” \..” |

|
Br Si Br 1) n-BuLi, THF, -78 °C, 15 min Si
N 2) DMF, -78 °C puis t.a., 2h N

| 7 87 % | 13

of
NaH, Eto-F 14

DMF, t.a., 15 min

91 %
NZ Z "N
| No? |
X = Si X
N
I
Phenaz"-Py

Figure 84 : Voie de synthese alternative pour I'obtention du divinyle Phenaz"-Py

Ainsi, le dérivé bromé précédemment obtenu a pu étre utilisé pour réaliser une réaction de
formylation en présence de n-butyllithium/N,N-diméthylformamide. Ce dernier a ensuite été engagé dans
une réaction de Horner-Wadsworth-Emmons pour conduire au divinyle Phenaz"-Py.

o} SN
| NN 1) N82CO3Y H20 II:; |
. =
cl A2 el 2) NaH, diethyphosphite  ~ 0”1
. Toluéne, 80 °C, 1 nuit ~~ 14

80 %

Figure 85 : Synthése du diéthyl(pyridin-4-ylméthyl)phosphonate 14

Le phosphonate utilisé pour la réaction de Horner-Wadsworth-Emmons peut étre acheté (environ
400 euros les 5 g chez Epsilon Chimie) ou bien synthétisé en une étape a partir du chlorhydrate de
4-(chlorométhyl)pyridine (Figure 85). Apres réaction entre le chlorhydrate et le carbonate de sodium pour
obtenir la pyridine, une réaction de substitution nucléophile entre I'anion généré par I’action de I’hydrure
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de sodium sur le diéthylphosphite et le dérivé chloré conduit au phosphonate désiré 14 avec un trés bon
rendement de 80 %.

2) Synthése du dérivé phénophosphazine Phospha-Py

Pour le dérivé phénophosphazine, une voie de synthése similaire au dérivé phénazasiline est
envisagée. Elle est présentée en Figure 86 ci-dessous. Aucun cceur phénophosphazine n’étant disponible
commercialement, il est nécessaire de le synthétiser.

® ¢ ® (
~N e 2 =
o N 0, 0 Ze U 0,0 )
N p P N X % P. X
N N
| I

Phospha-Py Phospha"-Py

. ¢
o. 0
Br. Br Br\c[rLUBr Br\CE\P/j@/BF
'i‘ N N
Br Br 6 | 15 | 16

Figure 86 : Voie de synthese envisagée pour I'obtention de Phospha-Py

Le coeur phosphoré pourrait étre obtenu a partir du dérivé tétrabromé 6. En effet, I'obtention du
dérivé phénazasiline montre que les conditions utilisées permettent la formation du lithien. Par ailleurs,
des réactions entre des lithiens et le dichlorophosphite d’éthyle sont décrites dans la littérature comme
I'illustre la Figure 87 ci-dessous.1?%123

cl
1) P (
/\O/ \Cl
| s-BuLi, E,0, -78 °C, 16h 05 ° |
N Br B0, -78°C, P N
2)H,0, 0 °C, 1h N
72 % /

Br Br
1) s-BuLi, THF, -78 °C
N O O = o N R N
NN NN 3) Hy0, d Ph
K‘ H 28 % | |

Figure 87 : Exemples de réactions dans la littérature faisant intervenir un lithien et le dichlorophosphite d'éthyle

La 2,4-dibromo-N-(2,4-dibromophényl)-N-méthylaniline a donc été engagée dans une réaction
d’échange halogene-métal avec du n-butyllithium a -5 °C dans de I’éther diéthylique anhydre (Figure 88).

122¥, Fang et al., Chem. Commun. 2019, 55 (42), 5962-5965. DOI : 10.1039/C9CC02492A
123 A, Fukazawa et al., Chem. Commun. 2016, 52 (6), 1120-1123. DOI : 10.1039/C5CC09345G
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¢

Br Br Br P Br
1) n-BuLi, E%0, 5 °C, 30 min \©: K)/
N 2) PCILOEt, 4 °S.puis ta., 1h N
Br | Br 6

| 15

Figure 88 : Réaction entre la 2,4-dibromo-N-(2,4-dibromophényl)-N-méthylaniline 6 et le dichlorophosphite d’éthyle

L’ajout du dichlorophosphosphite d’éthyle n’a malheureusement pas permis d’accéder au composé
souhaité.

Une voie de synthése alternative serait ainsi de synthétiser le coeur a partir d’une procédure décrite
dans la littérature, qui est présentée en Figure 89 ci-dessous.'?*

1) PCls, 6h, 200 °C Oy ,OH

©\ /@ 2) AcOH, 1 nuit, 150 °C ©ipj©
N

N 3) H,0,, 2h, 80 °C N
45 % H

Figure 89 : Synthése du cceur phénophosphazine proposée J. Cui & S. Zhang'?*

Des problemes pourraient cependant étre rencontrés pour I'obtention du produit bromé, comme
cela a été le cas pour la phénazasiline. Les calculs de prédiction donnant des résultats quasiment
équivalents pour le dérivé de phénothiazine et le dérivé de phénophosphazine, nous avons fait le choix
de nous concentrer sur cette premiére série.

3) Synthése des autres dérivés

La synthése des dérivés phénoxazine, acridane et phénothiazine est plus aisée car de nombreux
précurseurs sont commerciaux. La voie de synthese de ces différents composés est présentée en Figure
90 ci-dessous. Ces derniers pourront étre obtenus en 3 ou 4 étapes a partir des « cceurs » commerciaux.

® ®
N 7N G @)
N % X X N = X X
N N
| |

Acri-Py (X = CMe,)
Phenox-Py (X = O)
Sulfon-Py ( X =80,)
Sufox-Py (X = SO)

sesIE soc g tosy

x

Figure 90 : Stratégie de synthese pour les dérivés d’acridane, de phénothiazine et de phénoxazine
Les synthéses des différents composés sont présentées dans les trois sous-parties suivantes.

a) Obtention du composé Acri-Py

Le dérivé souhaité peut aisément étre obtenu en 4 étapes a partir du composé dibromé
commercial 17. L'aniline de ce dernier a été méthylée en présence d’hydrure de sodium et d’'iodométhane
pour conduire au composé 18. L’addition de n-butyllithium suivie d’ajout de DMF a permis d’obtenir

124} Cui and S. Zhang, Color. Technol. 2018, 134 (5), 381-389. DOI : 10.1111/cote.12352
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I'aldéhyde 19 avec un trés bon rendement de 90 %. Le divinyle Acri"-Py a ensuite été obtenu via une
réaction de Horner-Wadsworth-Emmons comme pour le dérivé phénazasiline, avec un rendement de
86 %. Une réaction de méthylation dans un mélange DCM/MeOH a finalement permis d’accéder au
composé final Acri-Py avec un rendement de 90 %.

B B Br: Br
r O O r NaH, Mel O O 1) n-BuLi, THF, -78 °C, 15 min 0% O O o
N 1 THF, ta., 1 nuit lil 18 2) DMF, -78 °C puis t.a., 15 min lil 19

87 %

90 %

®
w7 ~) S}
Eto ! | |
NaH, o~ Mel
DMF. ta.. 2h N DCM:MeOH (1/1) ,Reflux, 12h

| 92%

0,
86 % Acri"-Py

Figure 91 : Synthese du composé Acri-Py

En conclusion, le composé Acri-Py a été synthétisé en 4 étapes avec un rendement global de 62 %.

b) Obtention du composé Pheno-Py’#

La synthése du composé Pheno-Py est présentée en Figure 92 ci-dessous. Le précurseur de départ
de cette synthése est la phénoxazine qui est commerciale. Aprés plusieurs difficultés rencontrées lors de
la purification aprés la premiére étape, il est apparu nécessaire de purifier au préalable la phénoxazine
commerciale via une recristallisation dans de I'éthanol (lot provenant du fournisseur Fluorochem). Apres
purification du substrat de départ, le composé souhaité peut étre obtenu en quatre étapes.
Premiérement, I'aniline a été méthylée en présence d’hydrure de sodium et d’iodométhane pour
conduire au composé 20 avec un rendement de 85 %. L’aldéhyde 21 a ensuite été obtenu par formylation
de Vilsmeier-Haack avec un rendement modeste de 39 %, qui s’explique notamment par des difficultés
rencontrées lors de I'étape de purification. Comme précédemment, le composé final a ensuite été
synthétisé en deux étapes a partir du dialdéhyde via une réaction de Horner-Wadsworth-Emmons suivie
d’une réaction de méthylation dans un mélange DCM/MeOH (rendement de 79 % sur deux étapes).

(0] O
Lo CL e o Xy e
N THF, t.a., 1 nuit N 0 puis 95 °C, 72h N 21
H 85 % | 20 39 % I

Phénoxazine

® @
0 N | ~ |N oN? | Z N/le
\N |
E(O\“\/@ ™ o} A I o
NaH, po>P Az Z Mel S Z NN
DMF. ta., 3h T DCM/MeOI—BIé1°:/1), ta., 12h lil
93 % o
° Pheno"-Py Pheno-Py

Figure 92 : Voie de synthese de Pheno-Py

Le composé Pheno-Py a ainsi été obtenu en 4 étapes a partir de la phénoxazine avec un rendement
global de 26 %.

125 Composé synthétisé par Matthieu Poulain dans le cadre de son stage de deuxiéme année de master (2020-2021).
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c) Obtention des composés Sulfox-Py et Sulfon-Py

Les composés sulfone et sulfoxyde ont tous les deux été synthétisées en 5 étapes a partir de la
phénothiazine, composé commercial. Les différentes étapes de leur synthése sont décrites dans les
Figures 93 et 94 ci-dessous.

S Br. S Br Br. S Br
CO0 g OO, e O

N AcOH, t.a., 1 nuit N THF, t.a., 1 nuit N 2
H 57 % H 22 96 % I 3

Phénothiazine

9
Br. S Br
e LY
AcOH, t.a., 1 nuit N 24
Br : s : Br 72% !
N
| 23 o\\ //o
H,0, Br: S Br
AcOH, 90 °C, 5h30 \CENU
90 % | 25

Figure 93 : Voie de synthese des composés 24 et 25

La premiére étape consiste a dibromer la phénothiazine de départ a I'aide de dibrome dans de I'acide
acétique ; cette réaction n’ayant pas fonctionnée en présence de N-bromosuccinimide dans le THF (avant
ou apres la réaction de méthylation). Aprés méthylation, le dérivé sulfoxyde 24 a été obtenu via
I’oxydation de la phénothiazine en présence de 8 équivalents de peroxyde d’hydrogene dans de |'acide
acétique. Apres 1 nuit a température ambiante, seul le sulfoxyde a été obtenu avec un rendement de
72 %. Doubler la quantité de peroxyde d’hydrogene et chauffer le milieu réactionnel a 90 °C a permis
d’accéder a la sulfone 25 avec un tres bon rendement de 90 %.

4-vinylpyridi N= | =N
-vinylpyridine |
N DMF, Et3N, 90 °C, 1 nuit N
I

I 94 % (X=S0), 73 % (X=S0,)
24 0u 25 Suflox"-Py (X=SO)
Sulfon"-Py (X=SO,)

Mel
DCM/MeOH (1:1)
Reflux, 24h
97 % (X=S0), 96 % (X=S0,)

®
N/I@

=z
X X

N
I

Suflox-Py (X=S0O)
Sulfon-Py (X=S0,)

Figure 94 : Synthése des composés Sulfox-Py et Sulfon-Py

Les dérivés bromés ont ensuite été engagés dans une réaction de Heck, ce qui a permis d’obtenir les
dérivés vinyles avec de tres bons rendements de 94 % pour le sulfoxyde et 73 % pour la sulfone. La
méthylation des pyridines a ensuite permis d’accéder aux dérivés souhaités.
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En conclusion, les composés Sulfox-Py et Sulfon-Py ont été obtenus en 5 étapes a partir de la
phénothiazine, avec des rendements globaux de 36 % et 35 % respectivement.

Il. Propriétés spectroscopiques

1) Propriétés linéaires

Les propriétés d’absorption (a un photon) et d’émission des différents composés ont été étudiées.
Les mesures ont été effectuées dans I'eau (u = 1,01.10° Pa.s a 20 °C ) ainsi que dans le glycérol
(1 =1.49 Pa.sa 20 °C).Pour plus de lisibilité, les spectres d’absorption (Figure 95) et d’émission (Figure 96)
normalisés sont présentés séparément. La superposition globale est disponible en annexe. Les spectres
d’excitation sont également présentés en annexe. Pour chacun des composés le spectre d’excitation est
superposable au spectre d’absorption, ce qui confirme la présence d’une unique espéce en solution.

1
3 os
© —— Phenox-Py
g 0,6 Phenaz-Py
g Acri-Py
c —Sulfon-Py
©
2 0,4 Sulfox-Py
o) >
[%)
0
< 02 \

AY
0
350 450 550 650 750 850

Longueur d’onde (nm)

Figure 95 : Spectres d’absorption normalisés des composés Sulfon-Py, Sulfox-Py, Phenaz-Py, Acri-Py et Pheno-Py dans le

glycérol
1 - -
/ \\ / \
— 0,9 / \ I \
< / \ / \
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c > I} / \
§ 0,6 ] \\ ] \ Phenaz-Py Em
2 ! / \ .
S 05 / N \ Acri-Py Em
2 04 / URY \ Sulfox-Py Em
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Figure 96 : Spectres d’émission de fluorescence normalisés des composés Sulfon-Py, Sulfox-Py, Phenaz-Py, Acri-Py et Pheno-Py
dans le glycérol

Les propriétés photophysiques dans l'eau et dans le glycérol des différents composés sont
récapitulées dans le Tableau 14 ci-contre.
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m (L mOI ) cm 1) Amax (abS) “ Em (L.mOI-l.cm-l)

80900 421 nm 556 nm 1% 810
Sulfon-Py
Glycérol 56 200 432 nm 547 nm 24 % 13 500
Eau 69 800 431 nm 1% 700
Sulfox-Py
Glycérol 52 500 443 nm 556 nm 23 % 12 100
Eau 55 400 472 nm 620 nm <0,1% <55
Phenaz-Py
Glycérol 49 600 490 nm 610 nm 11% 5500
Eau 56 800 483 nm 665 nm <0,1% <57
Acri-Py
Glycérol 51 300 505 nm 627 nm 9% 4 600
Eau 14 000 450 nm <0,5% <70
Pheno"-Py
Glycérol 26 300 460 nm 10% 2630
Eau 39500 526 nm 688 nm <0,1% <40
Pheno-Py
Glycérol 34 300 544 nm 664 nm 1,5% 520

Tableau 14 : Propriétés photophysiques des composés Sulfon-Py, Sulfox-Py, Phenaz-Py, Acri-Py et Pheno-Py dans I'eau et dans
le glycérol 126

Les différents composés synthétisés peuvent étre regroupés en trois familles :

- Une premiére comprenant Sulfon-Py et Sulfox-Py: ces composés sont tres brillants mais
émettent dans le vert, et sont donc a priori moins intéressants.

- Une seconde comprenant Phenaz-Py et Acri-Py: ces composés émettent dans le rouge et
possédent également des brillances élevées dans le glycérol. Ces sondes semblent donc
prometteuses.

- Une troisitme comprenant Pheno-Py : ce composé émet dans le rouge lointain (688 nm dans
I’eau) mais posséde une brillance trés modeste, notamment a cause de son trées faible rendement
quantique (1,5 % dans le glycérol).

Sulfon-Py et Sulfox-Py présentent des propriétés photophysiques trés similaires, ce qui est cohérent
avec leurs structures proches. Les deux composés sont peu fluorescents dans I’eau (rendement quantique
de 1 %), mais présentent une brillance non négligeable dans I'eau (810 L.mol™*.cm™ pour Sulfon-Py et
700 L.molt.cm™? pour Sulfox-Py), notamment en raison de leurs coefficients d’absorption molaire
particulierement élevés dans I'eau (80900 L.molt.cm™ pour Sulfon-Py et 69 800 L.molt.cm™ pour
Sulfox-Py). Par ailleurs, leurs brillances dans le glycérol sont trés élevées (13 500 L.mol*.cm™ pour
Sulfon-Py et 12 100 L.mol™.cm™ pour Sulfox-Py). Ils possédent donc de trés bons ratios de turn-on entre
I'eau et le glycérol. lls devraient par conséquent fluorescer fortement une fois leur cible biologique
atteinte, avec un bon rapport signal sur bruit.

Phenaz-Py et Acri-Py présentent des propriétés photophysiques quasiment idéales pour une
utilisation en bioimagerie : une trés bonne brillance dans le glycérol et une faible brillance dans I'eau, ainsi

126 | es données concernant Sulfon-Py et Sulfox-Py ont été obtenues par M. Bossuat dans le cadre de son stage de
deuxieme année de master (2019-2020). Les données concernant Pheno-Py et Pheno"-Py ont été obtenues par M.
Poulain dans le cadre de son stage de deuxiéme année de master (2020-2021).
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gu’une émission dans le rouge (620 nm pour Phenaz-Py et 665 nm Acri-Py dans |'eau). La seule limitation
est qu’ils absorbent dans le bleu. Cela pourra néanmoins étre contourné via un processus d’absorption
biphotonique. Le composé Acri-Py présente un déplacement bathochrome pour I'absorption et I’émission
en comparaison a Phenaz-Py. Ce dernier s’accompagne logiquement d’une baisse de rendement
guantique et donc de la brillance.

Bien que Pheno-Py émette dans le rouge lointain (688 nm dans I'eau), son trés faible rendement
quantique dans le glycérol en fait une sonde peu intéressante : sa brillance n’atteint que 520 L.molt.cm™
dans le glycérol. Seule une section efficace d’absorption a deux photons exceptionnelle pourrait
compenser ce pietre rendement quantique, et en faire une sonde exploitable en microscopie de
fluorescence. Cette tres faible émission nous a conduit a étudier les propriétés de son analogue non
méthylé Pheno"-Py. Ce composé possede un bon rendement quantique dans le glycérol (10 %), il émet
malheureusement dans le jaune. |l sera ainsi probablement moins intéressant qu’Acri-Py et Phenaz-Py.

L'étude des propriétés d’absorption biphotoniques des composés permettra d’identifier les
composés les plus intéressants pour la microscopie biphotonique.

2) Propriétés d’absorption biphotonique

Les spectres d’excitation biphotonique ont été réalisés en duplicat dans le glycérol, car la méthode
utilisée (TPEF) requiert que les composés soient fluorescents. Les spectres obtenus pour les composés
Sulfon-Py, Sulfox-Py, Phenaz-Py, Acri-Py et Pheno-Py sont présentés en Figure 97 ci-dessous.
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Figure 97 : Spectres d’excitation biphotonique des composés Sulfon-Py, Sulfox-Py, Phenaz-Py, Acri-Py et Pheno-Py dans le
glycérol
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Il est cependant indispensable de vérifier que les spectres obtenus sont bien la conséquence d’un
processus d’absorption biphotonique et non monophotonique. Lorsque le processus d’absorption est
biphotonique, I'intensité de fluorescence est proportionnelle a la puissance du laser au carré. Pour vérifier
que la fluorescence observée résulte bien d’'un phénoméne d’absorption biphotonique, I'intensité de
fluorescence obtenue pour chagque composé a donc été mesurée pour différentes puissances de laser a
une longueur d’onde donnée. Les résultats sont récapitulés en Figure 98 ci-dessous.

6,9 o
) O Phenaz-Py (830 nm)
64 e e
g ®T A Acri-Py (830 nm)
.......... A v
= e w e Sulfox-Py (750 nm)
o | e N L
- RGN .,.‘--"" : e A Sulfon-Py (750 nm)
54 o o e AT pt
..... A IR ® Pheno-Py (900 nm)
4,9 i B
Tl e Sulfox-Py (900 nm)
4,4 ¢
1,55 1,75 1,95 2,15 2,35
Log(PmW)

Figure 98 : Logarithme de l'intensité de fluorescence en fonction du logarithme de la puissance du laser pour les composés
Sulfon-Py, Sulfox-Py, Phenaz-Py, Acri-Py et Pheno-Py

Le Tableau 15 ci-dessous rassemble les coefficients directeurs des droites obtenus pour les
régressions linéaires réalisées sur les données expérimentales de la Figure 98.

; Coefficient directeur
Composé ST de la droite

Sulfon-Py 750 1,93
900 1,81

750 1,88

Sulfox-Py 900 182
Phenaz-Py 830 1,86
Acri-Py 830 2,08
Pheno-Py 900 1,75

Tableau 15 : Coefficients directeurs des droites obtenues lors des régressions linéaires de la Figure 98

Dans tous les cas, le coefficient directeur de la droite est différent de 1, ce qui met en évidence que
le phénomeéne observé est bien un phénomeéne d’absorption non linéaire (Tableau 15). Par ailleurs, les
valeurs obtenues sont toujours proches de 2, ce qui permet de mettre en évidence la dépendance
guadratique de l'intensité de fluorescence par rapport a la puissance du laser, ce qui est caractéristique
de I'absorption biphotonique.
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Les propriétés d’absorption biphotonique des composés sont récapitulées dans le Tableau 16

ci-dessous.
770 640

2680

Ifon-P 249
Sulfon-Py 900 1 800 % 430
770 3270 750

Ifox-P 239
Sulfox-Py 900 2 400 3% 550
Phenaz-P 840 3650 11 % 400
y 960 1260 ° 140
870 3630 330

Acri-P g
crry 950 1300 9% 120
880 3070 50

Pheno-P 1,59
eno-ry 960 2070 % 30

Tableau 16 : Propriétés d’absorption biphotonique des composés Sulfon-Py, Sulfox-Py, Phenaz-Py, Acri-Py et Pheno-Py dans le
glycérol

Tous les composés présentent des sections efficaces d’absorption remarquables dans le glycérol : ils
possédent tous un maximum au-dessus de 2 500 GM, ce qui est plus élevé que la section efficace
d’absorption maximale de SiFluo-L, composé identifié précédemment comme étant un trés bon
absorbeur biphotonique.

Deux familles peuvent étre identifiées :

- Sulfon-Py et Sulfox-Py présentent deux bandes d’absorption : une premiéere dont le maximum se
situe a 770 nm (2 680 GM pour Sulfon-Py et 3 270 GM pour Sulfox-Py), et une seconde qui
présente un maximum a 900 nm (1 800 GM pour Sulfon-Py et 2 400 GM pour Sulfox-Py).
Sulfon-Py possede des sections efficaces légerement moindres, ce qui est cohérent avec le
caractére moins donneur du coeur dans le cas de la sulfone par rapport au sulfoxyde. Les deux
composés ont par ailleurs des brillances tres élevées dans le glycérol (640 GM pour Sulfon-Py et
750 GM pour Sulfox-Py a 770 nm).

- Phenaz-Py, Acri-Py et Pheno-Py possedent une premiere bande autour de 860 nm et une seconde
autour de 950 nm. Phenaz-Py et Acri-Py possedent de bonnes brillances (330 GM a 870 nm pour
Acri-Py et 400 GM a 840 nm pour Phenaz-Py). lls sont ainsi de bons candidats pour étre utilisés
en microscopie biphotonique. En revanche, Pheno-Py possede une brillance faible (de I'ordre de
50 GM a 860 nm au maximum) qui représente une limitation majeure pour son utilisation en
microscopie biphotonique.

Cette étude a permis de mettre en évidence que les composés qui sont a priori les plus prometteurs
pour étre utilisés en microscopie de fluorescence sont Acri-Py et Phenaz-Py, car ils émettent dans le rouge
tout en possédant des brillances élevées dans le glycérol (330 GM a 870 nm pour Acri-Py et 400 GM a
840 nm pour Phenaz-Py). Les études en cellules vivantes se focaliseront par conséquent sur ces deux
composés.

Avant les études en cellules vivantes, la partie suivante permet de confronter les prédictions réalisées
précédemment avec les résultats expérimentaux obtenus.
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I1l. Modélisation moléculaire

Le Tableau 17 rassemble les résultats des différents calculs présentés en introduction, ainsi que les
valeurs associées obtenues expérimentalement.

Amax h Amax eau N X N

Sulfon-Py 407 nm 421 nm 5,5 5,3 0,4 4 036 2 680
Sulfox-Py 425nm 431 nm 5,28 5,96 0,47 4 483 3270
Phenaz-Py 450 nm 472 nm 5,81 6,75 0,47 6 962 3650

Acri-Py 460 nm 483 nm 5,58 6,72 0,48 6103 3630
Pheno-Py 505nm 526 nm 4,99 7,91 0,55 5150 3070

Tableau 17 : Comparaison entre les propriétés photophysiques des différents composés et les propriétés simulées

La premiere chose a noter est la bonne concordance entre les longueurs d’onde maximales
d’absorption théoriques et celles mesurées dans |'eau : I'écart relatif entre ces deux valeurs est compris
entre 1 % pour Sulfox-Py et 5 % pour Acri-Py. La méthode utilisée (6-311+G(d,p)/M06-2X) est donc
adaptée aux molécules étudiées bien qu’elle semble sous-estimer légérement les longueurs d’onde
maximales d’absorption. De méme, les propriétés d’absorption biphotonique sont en accord avec les
prédictions réalisées pour 4 molécules sur les 5. En effet, 'ordre des sections efficaces d’absorption
maximales est cohérent avec les prédictions réalisées: Omax(Sulfon-Py) < &max(Sulfox-Py)
< dmax(Phenaz-Py) < Suax(Acri-Py). Ces calculs pourraient probablement étre affinés notamment en
changeant la fonctionnelle, car les valeurs expérimentales de sections efficaces de Pheno-Py sont en
contradiction avec les valeurs calculées. De la méme maniére, il n’y a pas de proportionnalité entre la
valeur calculée et la section efficace d’absorption obtenue expérimentalement. La méthode utilisée
permet donc d’avoir un classement « grossier » pour un groupe de molécules, mais ne permet pas de
prédire de maniére fine leurs propriétés d’absorption biphotonique.

Pour chacune des molécules, la contribution majoritaire a la transition Sop = S; est issue de la paire
électron-trou HOMO-LUMO (Tableau 18).

- E(eV) Amaxth abs (nm) Contributions majeures (25 %)

HOMO - LUMO (88 %)

Sulfon-Py 3,05 407 HOMO-1 - LUMO+1 (12 %)
Sulfox-Py 2,91 425 HJ'&'\)A.? : II_-llJJ mgff Hﬁj)%)
Phenaz-Py 2,76 450 Hc|)-||\5|)|c\)/lc1) : Il:lljll\\/l/lgflsa?%)
Acri-Py 2,69 460 Hg(l\)/:\g?l i LLm%ﬁS(Z) ZA)
heno-Py 2 25 505 HOMO - LUMO (91 %)

HOMO-1 - LUMO+1 (5 %)

Tableau 18 : Contributions a la transition Sg — S;
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La localisation des densités électroniques de la HOMO et de la LUMO permettent de confirmer sans
ambiguité le caractere de transfert de charge de cette transition : pour la HOMO, la densité électronique
est présente majoritairement sur le coeur donneur tandis que sur la LUMO, la densité électronique est
présente majoritairement sur les accepteurs périphériques (Figure 99).

Par ailleurs, toutes les LUMO ont la méme répartition dans la densité électronique et la différence
d’énergie entre les LUMO des différentes molécules est tres faible. Ainsi, les différences de longueur
d’onde maximale d’absorption peuvent s’expliquer principalement par l'allure des HOMO. En effet,
I'allure des HOMO permet d’identifier deux groupes: un premier comprenant Sulfon-Py, Sulfox-Py,
Acri-Py et Phenaz-Py dont les HOMO ont des allures identiques, et un second comprenant Pheno-Py.

Eev) T Sulfox-Py Phenaz-Py Pheno-Py

| B Rt st

-2,590 -2,537

-2,5 — —

248

-6 814
= W
75 T W

Figure 99 : Orbitales frontieres des composés Sulfon-Py, Sulfox-Py, Phenaz-Py, Acri-Py et Pheno-Py

Dans la série Sulfon-Py, Sulfox-Py, Acri-Py et Phenaz-Py, I’évolution de I'énergie de la HOMO peut
étre corrélée avec les effets inductifs du groupement central : les groupements attracteurs (SO et SO,)
vont avoir tendance a abaisser I'énergie de la HOMO, tandis que les groupements donneurs (CMe; et
SiMe;) vont quant a eux entrainer une augmentation de I'énergie de la HOMO.

Figure 100 : Interactions antiliantes supplémentaires dans le cas de Pheno-Py

Pour Pheno-Py, il existe une interaction anti-liante supplémentaire par rapport aux autres composés,
ce qui permet d’expliquer la déstabilisation de la HOMO, et donc le décalage vers le rouge de la longueur
d’onde maximum d’absorption (Figure 100).

-92-



Chapitre n°2-1

IV. Microscopie en cellules vivantes

1) Cytotoxicité

La cytotoxicité des composés Phenaz-Py et Acri-Py a été évaluée sur des cellules A549 (cancéreuses
du poumon), qui seront par la suite utilisées pour réaliser I'imagerie. Le pourcentage de survie a été évalué
a l'aide d’un test MTT. Les résultats de ce test, réalisé en triplicata, sont présentés en Figure 101
ci-dessous.

100%

T 1 I :[
80% ! =
Phenaz-Py

60%
40% W Acri-Py
20%

0%

2,5 5 10 20

0,625 1,25

Pourcentage de survie

Concentration (M)
Figure 101 : Pourcentage de survie a 24h de cellules A549 en fonction de la concentration en composé Phenaz-Py ou Acri-Py

En deca de 10 uM, les deux sondes ne présentent pas de toxicité apres 24h d’incubation. Les
expériences de microscopie a 2 UM ou moins pourront donc étre réalisées sans probleme.

2) Imagerie a un et a deux photons

Des cellules A549 (cellules cancéreuses - poumon) ont été incubées pendant 2h avec 2 uM de
Phenaz-Py (Figure 102) ou d’Acri-Py (Figure 103). Ces dernieres ont ensuite été excitées a un photon
(496 nm) ou deux photons (850 nm et 950 nm) exactement dans les mémes conditions. Dans tous les cas,
la puissance du laser est suffisamment faible pour s’affranchir de I'autofluorescence liée a I'excitation des
molécules endogénes, comme le montrent les images controles.
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496 nm 850 nm 950 nm
(500-700 nm) (500-700 nm) (500-700 nm)

Phenaz-Py
2 UM-2h
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Contrdle
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Figure 102 : Cellules A549 incubées en cellules vivantes avec Phenaz-Py a 2 uM pendant 2h apres excitation a un (496 nm) ou
deux photons (850 nm et 950 nm). Détection : 500-700 nm. Barre d’échelle : 20 um

Que ce soit suite a une excitation a un photon ou a deux photons, les images obtenues pour
Phenaz-Py sont trés contrastées, ce qui témoigne de la forte brillance de cette sonde.

Dans le cas d’Acri-Py, les images contrbles ne sont pas présentées car elles sont identiques a celles
obtenues pour Phenaz-Py. De la méme maniére, les images obtenues sont tres contrastées. Une légére
baisse d’intensité par rapport aux images précédentes est néanmoins a noter. Cela est cohérent avec les
brillances mesurées lors des expériences in vitro.
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496 nm 850 nm 950 nm
(500-700 nm) (500-700 nm) (500-700 nm)

Acri-Py
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Superposition

Figure 103 : Cellules A549 incubées en cellules vivantes avec Acri-Py a 2 uM pendant 2h apreés excitation a un (496 nm) ou deux
photons (850 nm et 950 nm). Détection : 500-700 nm. Barre d’échelle : 20 um

L’enregistrement successif d'images en faisant varier la plage de détection de 10 nm en 10 nm permet
de reconstruire le spectre d’émission des composés en cellules vivantes (Figure 104). Ces spectres mettent
en évidence le léger décalage de I'’émission d’Acri-Py par rapport a Phenaz-Py, ce qui est cohérent avec
les expériences réalisées in vitro.
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Figure 104 : Spectres d’émission de fluorescence d’Acri-Py et de Phenaz-Py en cellules

La superposition de spectres d’émission en cellules avec ceux réalisés dans le glycérol est présentée
en Figure 105 pour Phenaz-Py et en Figure 106 pour Acri-Py.
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Figure 105 : Spectres d’émission de fluorescence normalisés de Phenaz-Py en cellules et dans le glycérol

De maniére surprenante, dans chacun des cas, I'émission est décalée légerement décalée vers le bleu
par rapport a I’émission dans le glycérol ; alors que I'on pourrait s’attendre a avoir un déplacement plut6t
vers le rouge (car I’émission dans I’eau est décalée vers le rouge par rapport a I’émission dans le glycérol).

o
)

o
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Figure 106 : Spectres d’émission de fluorescence normalisés d’Acri-Py en cellules et dans le glycérol

En conclusion, les images obtenues précédemment (Figure 102 & Figure 103) mettent en évidence
que ces deux sondes semblent donc étre adaptées pour I'imagerie en cellules vivantes. Seule leur
photostabilité reste a étudier.

3) Photostabilité

Dans le but de confirmer leur capacité a étre utilisées en imagerie cellulaire, la photostabilité des
sondes Acri-Py et Phenaz-Py a été évaluée.

Aprés 2h d’incubation a 2 uM, ces derniéres ont ainsi été irradiées pendant 10 min a 850 nm. Pendant
cette irradiation, une image a été acquise toutes les 30 secondes.
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Figure 107 : Variation de I'intensité de fluorescence en fonction du temps d’irradiation a 850 nm pour les composés Acri-Py et
Phenaz-Py

Aprés 10 min d’irradiation, le signal a diminué de moins de 20 % pour Acri-Py et d’environ 25 % pour
Phenaz-Py (Figure 107). Pour Acri-Py la baisse d’intensité devient non négligeable apres plus de 3 min,
tandis que dans le cas de Phenaz-Py, une brusque chute est observée dés les premiéres minutes. Acri-Py
semble ainsi étre plus photostable que Phenaz-Py.

V. Conclusion

En conclusion, 5 nouvelles sondes, dont les structures sont rappelées ci-dessous (Figure 108), ont été
obtenues. Elles émettent du vert (Sulfon-Py) au rouge (Pheno-Py) avec des brillances monophotoniques
élevées a faibles.

/7 - ~ N
/ ® ® ® ® s

/ SNZ | B© g SNZ ] Q SN \
) e A Pile N @ eI~ s A @ \
|

I
1 'i‘ 'i‘ |
] |
| Sulfon-Py Sulfox-Py :

I
| A:-xbs,lP =432 nm, }‘em =547 nm, ©=24% )\abs,lP =443 nm, }‘em =556 nm, ©=23% |
| 2 680 GM (770 nm), 1 800 GM (900 nm) 3270 GM (770 nm), 2 400 GM (900 nm) |
[ 8/M= 5.6, B,, = 640 GM (770 nm) 8/M=17.0, B,, = 750 GM (770 nm) |
| |
|

! ® ®

NS O |
: A ~ sl A @ © © |
| N !
I | |
! Phenaz-Py Acri-Py Pheno-Py :

|

\

Aups,1p =490 nm, A, =610 nm, ®=11% A, ;,=505nm, A, =627 nm, ®=9% A, 1, =544 nm, A, =664 nm, ®=15% !
\ 3650 GM (840 nm), 1120 GM (960 nm) 3 630 GM (870 nm), 1 300 GM (950 nm) 3 070 GM (880 nm), 2 070 GM (960 nm)

Vo 8/M=7.7,B,,= 400 GM (840 nm) /M= 8.0, B,, = 400 GM (840 nm) 8/M=7.1, B,, = 50 GM (880 nm)
rd

Figure 108 : Deuxieme génération de sondes et leurs propriétés photophysiques dans le glycérol

L’étude de leurs propriétés photophysiques a permis de mettre en évidence leurs sections efficaces
d’absorption tres élevées (maxima compris entre 2 680 GM a 770 nm pour Sulfon-Py et 3 650 GM a
840 nm pour Phenaz-Py). Ainsi, les brillances biphotoniques de ces sondes vont de 50 GM (a 880 nm) pour
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Pheno-Py a 750 GM (a 770 nm) pour Sulfox-Py. De plus, ces sondes possedent des ratios sections efficaces
sur masse molaire supérieurs a 5.0. Les fluorophores Cbz-2Py et TP-2Py, précédemment développés par
le laboratoire et présentés en introduction, présentaient quant a eux des ratios inférieurs a 1. Ces
fluorophores sont donc particulierement efficaces tout en restant biocompatibles.

Parmi ces différentes sondes, Acri-Py semble la plus adaptée a la microscopie de fluorescence en
cellules vivantes (Figure 109). En effet, cette sonde émet dans le rouge, posseéde une brillance
biphotonique élevée (B,r= 330 GM a 870 nm), n’est pas cytotoxique et il est possible de I'imager pendant
plusieurs minutes (l'intensité de fluorescence est a 80 % de son niveau initial aprés I'acquisition d’une
vingtaine d’images sur 10 min).

hv =950 nm

Figure 109 : Image en cellules vivantes d’Acri-Py apres excitation biphotonique (950 nm)

C’est par conséquent ce squelette qui sera utilisé pour concevoir la sonde fluorogénique dans la
deuxieme partie.
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DEUXIEME PARTIE :
Développement d’'une sonde

fluorogénique excitable a deux photons
pour la chimie bioorthogonale
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I. Réactions de chimie bioorthogonale fluorogénigues

Cette introduction présente les versions fluorogéniques des réactions bioorthogonales présentées
dans l'introduction générale. Dans une premiére partie seront présentées des exemples de réactions
fluorogéniques pour quelques réactions bioorthogonales. Une seconde partie permettra de s’intéresser
davantage a la réaction de type Diels-Alder a demande électronique inverse, car son excellente cinétique
en fait une réaction de choix pour la chimie bioorthogonale.

1) Etat de I'art sur les sondes bioorthogonales fluorogéniques

e Condensation d’aldéhydes

Il s’agit d’une des premiéres réactions a avoir été utilisée en chimie bioorthogonale. Une limitation
évidente de cette réaction est la présence d’aldéhydes et de cétones sur des métabolites intracellulaires,
ce qui cantonne son utilisation a des réactions extracellulaires. Malgré cette limitation, différentes sondes
fluorogéniques comportant des hydrazines ont été synthétisées.'?’ Deux exemples sont présentés en
Figure 110 ci-dessous.

H
H2N,N (0] O
=
Aabs = 380 Nnm
Aem = 539 nm Aem = 459 nm
Turn on =32 Turnon=3

Figure 110 : Dérivés d’hydrazine et leurs propriétés photophysiques (MeOH)

Via un mécanisme de transfert d’électron photo-induit, I’hydrazine permet de quencher la
fluorescence du BODIPY et de la coumarine. Les facteurs d’exaltation de fluorescence aprés réaction
restent cependant modestes (32 pour le BODIPY et 3 pour la coumarine).

Avant tout, c’est la cinétique particulierement lente de cette réaction (k = 10* — 103 M™.s?) qui
représente un désavantage majeur.

e Réaction de Staudinger

La réaction de Staudinger utilisée en chimie bioorthogonale est une modification de la réaction de
Staudinger originale, qui consiste a réduire un azoture par une phosphine.

Comme les deux partenaires réactionnels de cette réaction ont des fonctions chimiques absentes des
milieux biologiques, il s’agit bien d’une réaction bioorthogonale. Le doublet non liant sur I'atome de
phosphore de la phosphine permet de concevoir des sondes fluorogéniques, car il va jouer le role de

127.0. Dilek and S. L. Bane, Tetrahedron Lett. 2008, 49 (8), 1413-1416. DOI : 10.1016/j.tetlet.2007.12.052

-101 -


https://doi.org/10.1016/j.tetlet.2007.12.052

Introduction Partie n°2

qguencher. En présence du doublet, un transfert d’électron photoinduit se produit vers le fluorophore et
inhibe I'’émission de fluorescence. Aprés oxydation en oxyde de phosphine, la fluorescence est restaurée

(Figure 111).1%8
; CO,Me [ ;\CONHR Aabs =432 nm
.0 A

R-N3 =

P. = = = Pz em ~
X g "'H\.--"'. ':-:-CZ:--.‘-'"'. '::'-1:_\/
\© MeOH, N +H,0 | | \© Turn-on =60
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Figure 111 : Exemple de réaction de Staudinger fluorogénique

Cependant, tout comme la réaction présentée précédemment, elle possede une cinétique trop lente
(k = 103 M.s?) qui restreint son champ d’utilisation.

e Cycloadditions de type CuAAC (Copper-catalyzed alkyne-azide cycloaddition)

Conjointement découverte par Sharpless et al. et Meldal et al. en 2002, la CuAACa permis
I’émergence des réactions de chimie bioorthogonale.??*13° Dés 2004, la premiére réaction de type CuUAAC
fluorogénique a vu le jour.3¥132 H.N. Wang et al. ont synthétisé une série de coumarines substituées
possédant un azoture en position 3, ainsi qu’une série d’alcynes vrais. Un azoture est ainsi utilisé pour
guencher I'émission de fluorescence de coumarines via un mécanisme de type PeT. L'efficacité de ce
guenching est cependant largement dépendante des groupements R; et R; utilisés, tout comme les
propriétés des triazoles obtenues. En effet, ces derniers possédent des longueurs d’onde d’absorption
comprises entre 298 et 445 nm et des maxima d’émission compris entre 388 et 521 nm. |l s’agit d’une
preuve de concept qualitative car les expériences ont été réalisées avec un lecteur de plaques pour
constater le rétablissement ou non de la fluorescence, mais aucun facteur d’exaltation n’a été mesuré.
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Figure 112 : Premiére réaction de CuAAC fluorogénique

Par la suite, diverses structures ont été développées afin d’augmenter les longueurs d’onde
d’absorption et d’émission des sondes fluorogéniques comportant des azotures. Ainsi en 2015, C. Bertozzi
et al. ont synthétisé une série de sondes basées sur un squelette de type rhodamine. Ces sondes couvrent
la quasi-totalité du spectre du visible et possédent des facteurs d’exaltation de fluorescence compris entre
24 et 173 (Figure 113).

128 p_shieh and C. R. Bertozzi, Org. Biomol. Chem. 2014, 12 (46), 9307-9320. DOI : 10.1039/C40B01632G

129y, V. Rostovtsev et al., Angew. Chem. Int. Ed. 2002, 41 (14), 2596-2599. DOl : 10.1002/1521-
3773(20020715)41:14<2596::AID-ANIE2596>3.0.C0O;2-4

130 C, W. Tornge et al., J. Org. Chem. 2002, 67 (9), 3057-3064. DOI : 10.1021/j0011148j

131K, Sivakumar et al., Org. Lett. 2004, 6 (24), 4603-4606. DOI : 10.1021/0l047955x

132 C. Le Droumaguet et al., Chem. Soc. Rev. 2010, 39, 1233-1239. DOI : 10.1039/B901975H
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Figure 113 : Sondes développées par C. Bertozzi et al. et leurs propriétés photophysiques dans le PBS

Une stratégie alternative consiste a développer des alcynes fluorogéniques, mais cela reste un
domaine relativement peu développé 133134

Tres prometteuse au départ, la cycloaddition de type CUAAC nécessite néanmoins une catalyse au
Cu(l), un inconvénient de taille car 'utilisation de cet ion présente une toxicité pour les cellules via la
génération d’espéces réactives de I'oxygéne.®® C. Bertozzi et al. ont ainsi mis en évidence qu’une
concentration en Cu(l) supérieure a 500 uM pendant plus d’une heure était délétére pour les cellules.*®
Par ailleurs, "utilisation de Cu(l) a des concentrations inférieures ne permet pas d’atteindre des vitesses
de réaction suffisantes. Pour pallier ce probléme de toxicité, des ligands de type polytriazole visant a
complexer le Cu(l) afin d’améliorer la cinétique de ces réactions, et donc permettre de diminuer la
quantité de cuivre utilisée, ont été développés.t*”13813 Bjen souvent, ils ne permettent cependant pas de
s’affranchir totalement de la nocivité de cet ion.

e Cycloadditions de type SPAAC (Strain-promoted alkyne-azide cycloaddition)

v
'©\ N . k~102-1Mis?
N, ———< > N‘N | =

Ainsi, en 2004, une version alternative sans catalyseur a été développée par C. Bertozzi et son équipe
afin de marquer des glycanes extracellulaires.'®® En utilisant un alcyne contraint qui posséde une réactivité
accrue, la SPAAC permet de faire réagir ce dernier avec un azoture sans autre partenaire réactionnel.
Cependant, l'utilisation de cette réaction in cellulo peut étre limitée par des réactions secondaires qui
peuvent se produire entre I'alcyne contraint et des nucléophiles présents sur des biomolécules, par
exemple les thiols des résidus cystéine.*1%2 Par ailleurs, le désavantage majeur de ce type de réactions
reste sa cinétique trés lente par rapport a son analogue catalysé au cuivre : les SPAAC sont en moyenne
10 a 100 fois plus lentes que les CUAAC. La premiére réaction de SPAAC étudiée possede par exemple une
constante de vitesse de 1,2.10°3 M1.s? (Figure 114).

1337 Zhou and C.J. Fahrni, J. Am. Chem. Soc. 2004, 126 (29), 8862-8863. DOI : 10.1021/ja049684r

134 F, Friscourt et al., J. Am. Chem. Soc. 2012, 134 (45), 18809-18815. DOI : 10.1021/ja309000s

135V, Hong et al., Bioconjug. Chem. 2010, 21 (10), 1912-1916. DOI : 10.1021/bc100272z

136 £, M. Sletten and C. R. Bertozzi, Angew. Chem. Int. Ed. 2009, 48 (38), 6974-6998. DOI : 10.1002/anie.200900942
1377 R. Chan et al., Org. Lett. 2004, 6 (17), 2853-2855. DOI : 10.1021/010493094

1385 |. Presolski et al., J. Am. Chem. Soc. 2010, 132 (41), 14570-14576.. DOI : 10.1021/ja105743g

139y, Bevilacqua et al., Angew. Chem. Int. Ed. 2014, 53 (23), 5872-5876. DOI : 10.1002/anie.201310671

140N, J. Agard et al., J. Am. Chem. Soc. 2004, 126 (46), 15046-15047. DOI : 10.1021/ja044996f

141 p V. Chang et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 2010, 107 (5), 1821-1826. DOI : 10.1073/pnas.0911116107

142 H. Tian et al., Chem. Commun. 2016, 52 (31), 5451-5454. DOI : 10.1039/C6CC01321)
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Figure 114 : Réaction entre I'azoture de benzyle et une cyclooctyne

Afin de contourner cette limitation, de nombreuses cyclooctynes ont été développées (Figure
115).14%144En 2006 puis en 2007, le développement d’analogues fluorés de cyclooctyne (MOFO et DIFO)
a permis de multiplier successivement par 3 puis par 60 la vitesse de la réaction avec I'azoture de benzyle
(par rapport a la cyclooctyne non substituée).2*>% [’ajout d’atome de fluor permet en effet d’abaisser
I’énergie de la LUMO de la cyclooctyne, et donc d’augmenter sa réactivité. En 2008, C.-J. Boons et al. ont
développé la premiére dibenzocyclooctyne, le DIBO.'* Plusieurs autres composés comme le DIBAC ou le
BARAC ont ensuite vu le jour. L'augmentation du nombre d’atomes hybridés sp? dans ces structures
permet d’augmenter leur réactivité. Ces dérivés alcynes contraints présentent cependant parfois un
manque de stabilité, comme c’est le cas pour le DIFBO qui se trimérise spontanément en solution.4®
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Figure 115 : Exemples de cyclooctynes développées pour améliorer la cinétique de la SPAAC et leur constante de vitesse,
mesurée a température ambiante (réaction avec I’azoture de benzyle)

143 M. King and A. Wagner, Bioconjug. Chem. 2014, 25 (5), 825-839. DOI : 10.1021/bc500028d

144 ) Dommerholt et al., Top. Curr. Chem. 2016, 374 (2), 16. DOI : 10.1007/s41061-016-0016-4

145N, J. Agard et al., ACS Chem. Biol. 2006, 1 (10), 644-648. DOI : 10.1021/cb6003228

146 J. M. Baskin et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 2007, 104 (43), 16793-16797. DOI : 10.1073/pnas.0707090104
147 X. Ning et al., Angew. Chem. Int. Ed. 2008, 47 (12), 2253-2255. DOI : 10.1002/anie.200705456

8 E M. Sletten et al., J. Am. Chem. Soc. 2010, 132 (33), 11799-11805. DOI : 10.1021/ja105005t
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La recherche de nouveaux partenaires alcyne contraint présentant une meilleure réactivité est
toujours d’actualité.’® Jusqu’a présent, le composé présentant la cinétique la plus rapide reste le TMTH
présenté en Figure 115, développé en 2012.%*° Les valeurs de constante de vitesse présentées restent
cependant a nuancer car elles sont hautement dépendantes du solvant utilisé. Les cinétiques sont souvent
réalisées en milieu organique, ce qui contribue a parfois sous-estimer ces valeurs. En effet, A. Wagner et
son équipe ont montré tres récemment que le plasma sanguin permettait par exemple de multiplier par
70 la vitesse de réaction entre le BCN et un azoture modele, par rapport a la méme réaction dans le
méthanol.’>!

En conclusion, les différentes structures développées ont permis de multiplier par 100 environ les
constantes de vitesse des réactions de type SPAAC. Malheureusement, I'augmentation dans la réactivité
est liée a I'introduction de groupements qui contribuent a augmenter significativement I’hydrophobicité
de ces structures. Cela engendre ainsi des difficultés a franchir les membranes. Cette réaction congue au
départ pour I'’étude de domaines extracellulaires montre ainsi rapidement ses limites et se montre peu
compatible avec I'expérimentation en cellules vivantes. L’utilisation de cette réaction reste néanmoins
largement répandue de nos jours, notamment grace a la trés large gamme de partenaires
fluorophore-alcyne contraint et fluorophore-azoture actuellement commercialisée.

e Cycloadditions de type SPSAC (Strain-promoted sydnone-alkyne cycloaddition)

Les sydnones sont des hétérocycles mésoioniques qui sont depuis peu utilisés en chimie click. C'est
en effet en 2013 que F. Taran et son groupe mettent en évidence la premiere réaction biocompatible avec
une sydnone.’? Depuis, diverses améliorations ont permis de rendre cette réaction fluorogénique.?>*1
En premier lieu, divers sydnones comportant un dérivé vinylpyridinium ont été synthétisées (Figure 116).
L’extension de la conjugaison permet un déplacement bathochrome pour I'absorption et pour I'émission.
En revanche, ce dérivé vinylpyridinium adresse aux mitochondries (cation lipophile), ce qui restreint
I'utilisation de ce composé a ce compartiment subcellulaire.

149 J M. Dones et al., J. Am. Chem. Soc. 2021, 143 (25), 9489-9497. DOI : 10.1021/jacs.1c03133

150 G, de Almeida et al., Angew. Chem. Int. Ed. 2012, 51 (10), 2443-2447. DOI : 10.1002/anie.201106325
151 p. Warther et al., Org. Biomol. Chem. 2021, 19 (23), 5063-5067. DOI : 10.1039/D10B00529D

1525, Kolodych et al., Angew. Chem. Int. Ed. 2013, 52 (46), 12056-12060. DOI : 10.1002/anie.201305645
153 E, Decuypére et al., Chem. Commun. 2018, 54 (76), 10758-10761. DOI : 10.1039/C8CC06070C

154 L. Plougastel et al., Chem. Commun. 2019, 55 (31), 4582-4585. DOI : 10.1039/C9CC01458F
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Figure 116 : Spectres d’émission de fluorescence normalisés des composés Syd5 a Syd9 et Pyr5’ a Pyr9’.
lllustration adaptée de [L. Plougastel et al., 2019]

Afin de s’affranchir de I'adressage aux mitochondries, quelques dérivés de coumarine comportant
une sydnone ont été développés. Un exemple est présenté en Figure 117 ci-dessous.'>
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Figure 117 : Réaction entre une sydnone fluorogénique et le DIBAC

Cette sonde fluorogénique présente une exaltation remarquable, mais son absorption dans le violet
et son émission dans le vert constituent son désavantage majeur. Un des défis a relever reste ainsi
I’extension de cette réaction a des sydnones couplées a des fluorophores dont les longueurs d’onde
d’absorption et d’émission sont davantage décalées vers le rouge.

2) Cycloadditions de type IEDDA (Inverse electron demand Diels-Alder)

Cette réaction consiste, le plus souvent, a faire réagir une tétrazine avec un diene selon une réaction
de Diels-Alder a demande électronique inverse, pour obtenir une pyradazine comme l'illustre la Figure
118 en page suivante.
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Figure 118 : Mécanisme de la réaction IEDDA

Contrairement a une réaction de Diels-Alder classique, ou le diéne est enrichi en électron afin
d’augmenter I'énergie de sa HOMO et le diénophile est appauvri en électron afin d’abaisser I'énergie de
sa LUMO ; c’est dans ce cas le dieéne qui est appauvri en électrons, et le diénophile qui est enrichi. C’'est
pourquoi cette réaction est qualifiée d’ « a demande électronique inverse ».

Parmi toutes les réactions bioorthogonales développées jusqu’a présent, les cycloadditions de type
IEDDA (Inverse electron demand Diels-Alder) apparaissent particulierement prometteuses : sélectives,
réalisables sans catalyseur, elles possedent des vitesses de réaction tres élevées (constantes de vitesse
comprise entre 1 et 10° L.moll.s?) et sont par conséquent réalisables in vivo. Ce sont ainsi celles qui
respectent actuellement le plus les criteres de la chimie bioorthogonale. Jusqu’alors peu développé, ce
type de réactions rencontre aujourd’hui un intérét croissant, notamment en raison du développement de
nouvelles méthodes de synthése des tétrazines, ce qui permet d’accéder a des structures plus diverses.?>®

Différents partenaires réactionnels peuvent réagir avec les tétrazines. Un échantillon non exhaustif
de ces partenaires est présenté en Figure 119. Il s’agit uniguement de présenter un ordre de grandeur des
constantes de vitesse, car les cinétiques des réactions mises en jeu sont trés dépendantes du solvant et
toutes les constantes de vitesse n’ont pas été mesurées dans le méme solvant.

155 H. Wu and N. K. Devaraj, Acc. Chem. Res. 2018, 51 (5), 1249-1259. DOI : 10.1021/acs.accounts.8b00062
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Parmi ces partenaires, deux types sont majoritairement utilisés: les cyclooctynes et les
trans-cycloocténes.'®® En revanche, les dibenzocyclooctynes ne réagissent pas avec les tétrazines.

Différents effets permettent d’augmenter la réactivité de la cyclooctyne et du trans-cycloocténe.*

En particulier, c’est I'augmentation de la tension de cycles qui permet d’accroitre drastiquement les
constantes de vitesse. Par exemple, I'introduction d’un cyclopropane sur le BCN permet de multiplier par
50 environ la constante de vitesse de la réaction par rapport a celle avec la cyclooctyne non

substituée.1>®1%°
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Figure 119 : Ordres de grandeur des constantes de réaction entre les partenaires ci-dessus et la dipyridinyltétrazine a 25 °C
(a 37 °C avec la benzylalcooltétrazine pour le cyclopropéne)

D’autres partenaires comme les norbornénes, cyclobutéenes, acides vinylboroniques, styrénes sont
plus anecdotiques et présentent un usage plus limité. 160161162 C’est également le cas des
aryléthynyltrifluoroborates développés tres récemment, qui sont par ailleurs peu biocompatibles car ils
nécessitent I’ajout de chlorure d’aluminium (I11).1%3

3) Diels-Alder a demande électronique inverse fluorogénique : état de I'art

Cette partie présente de maniére non exhaustive la littérature sur les réactions de Diels-Alder a
demande électronique inverse fluorogéniques. En effet, par souci de concision, seuls les travaux les plus
significatifs seront développés dans cette partie, notamment afin de montrer I'évolution de cette
thématique de recherche depuis son émergence il y a une dizaine d’années environ.

En 2010, Weissleder et al. ont développé la premiére sonde fluorogénique contenant un motif
tétrazine ayant une application dans le domaine de la biologie.®*%> Cette derniére est présentée en
Figure 120 page suivante.

156 A, C. Knall and C. Slugovc, Chem. Soc. Rev. 2013, 42 (12), 5131-51342. DOI : 10.1039/C3CS60049A
17T, Deb et al., Chem. Rev. 2021, 121 (12), 6850-6914. DOI : 10.1021/acs.chemrev.0c01013

158 W. Chen et al., Chem. Commun. 2012, 48 (12), 1736-1738. DOI : 10.1039/C2CC16716F

159 A. Darko et al., Chem. Sci. 2014, 5 (10), 3770-3776. DOI : 10.1039/C45C01348D

160 ), Sun et al., Molecules 2021, 26 (2), 276. DOI : 10.3390/molecules26020276

161 5. Eising et al., Angew. Chem. Int. Ed. 2016, 55 (40), 12243-7. DOI : 10.1002/anie.201605271

162 A, C. Knall et al., Tetrahedron Lett. 2014, 55 (34), 4763-4766. DOI : 10.1016/].tetlet.2014.07.002

163 7. Zawada et al., Bioconjug. Chem. 2021, 32 (8), 1812-1822. DOI : 10.1021/acs.bioconjchem.1c00276
164 N, K. Devaraj et al., Angew. Chem. Int. Ed. 2010, 49 (16), 2869-2872. DOI : 10.1002/anie.200906120
165 N, K. Devaraj and R. Weissleder, Acc. Chem. Res. 2011, 44 (9), 816-827. DOI : 10.1021/ar200037t
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Figure 120 : Premiére sonde fluorogénique comportant un motif tétrazine, synthétisée par Weissleder et al.

Les auteurs se sont interrogés sur le mécanisme permettant a la tétrazine d’inhiber la fluorescence
du BODIPY. Selon eux, le caractére fluorogénique de cette sonde peut reposer sur un mécanisme de
qguenching de type FRET ou bien PeT. Pour le FRET, il doit y avoir un recouvrement entre le spectre
d’émission du donneur et le spectre d’absorption de I'accepteur. C'est bien le cas ici, car la longueur
d’onde du maximum d’émission pour le BODIPY est d’environ 515 nm, alors que la tétrazine absorbe entre
500 et 550 nm. Le caractére fluorogénique de la sonde présentée précédemment repose sur un
mécanisme de quenching de type FRET et non de type PeT comme I'ont montré C. Dumas-Verdes et al. .15®

Un des inconvénients de ce type de quenching est qu’il n'est pas possible de changer
significativement la gamme de longueurs d’onde a laquelle les tétrazines absorbent, ce qui limite
I’étendue des sondes fluorogéniques pouvant étre développées sur le principe du FRET.

En 2013, ce méme groupe a tenté d’améliorer les propriétés fluorogéniques de ce type de sonde en
jouant sur la position de la tétrazine par rapport au BODIPY, leur objectif étant de montrer que plus la
tétrazine est proche de ce dernier, et plus le quenching de type FRET est efficace.!®’ Les différents BODIPY
synthétisés sont présentés en Figure 121 ci-dessous.

(0]
Composé  (apres réaction Turn-on
avec un TCO)

23 % 340
2 58 % 1100
1 2
3 22% 120

Figure 121 : BODIPY substitués sur différentes positions par des tétrazines et leurs propriétés photophysiques aprés réaction
avec un TCO (trans-cycloocténe) dans I'acétonitrile

De maniére surprenante, les ratios des émissions de fluorescence entre la forme tétrazine et la forme
« clickée » se sont montrés environ 100 fois supérieurs par rapport au BODIPY comportant un lien
« flexible » présenté précédemment (Figure 120). Cette étude montre qu’un mécanisme de quenching de
type FRET seul ne permet pas d’expliquer une telle différence et suggere qu’un autre type de quenching,
impliguant un transfert d’énergie a travers les liaisons est responsable d’une telle différence : le TBET.

166 C, Dumas-Verdes et al., Eur. J. Org. Chem. 2010, 2010 (13), 2525-2535. DOI : 10.1002/ejoc.200900874
167 J. C. Carlson et al., Angew. Chem. Int. Ed. 2013, 52 (27), 6917-6920. DOI : 10.1002/anie.201301100
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Cette découverte a ensuite permis d’étendre la gamme de longueur d’onde d’absorption et
d’émission de sondes fluorogéniques possédant des tétrazines. Plus récemment, en 2017, Wieczorek et
al. ont ainsi synthétisé différents xanthénes fluorogéniques, qui émettent entre 520 et 665 nm selon leur
structure, une fois la réaction avec un trans-cycloocténe effectuée (Figure 122).18
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Figure 122 : Sondes fluorogéniques synthétisées par Wieczorek et al. classées selon leur longueur d’onde d’émission.
Figure adaptée de [A. Wieczorek et al., 2017]168
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Bien que ces sondes puissent étre utilisées en cellules vivantes, elles présentent une faible exaltation
de fluorescence entre la forme tétrazine et la forme clickée, et des rendements quantiques faibles. Ainsi,
les sondes qui émettent au-dela de 580 nm possédent des facteurs d’exaltation compris entre 1.8 et 3.7
ainsi que des rendements quantiques inférieurs a 1 % pour la forme clickée, ce qui représente une
limitation pour leur utilisation en cellules.

Composé Amax,abs (M) Amax,em (nm) € (L.mol*.cm?) o Turn-on
FI-5-Tz 495 521 57 000 0.4% 72
Fl-6-Tz 495 517 55000 0.3% 109

0G-5-Tz 495 524 87 000 0.5% 60
0G-6-Tz 495 522 70 000 0.4% 103
Rh-5-Tz 556 46 000 0.4 % 22
Rh-6-Tz 554 54 000 0.3% 12
SiRh-5-Tz 650 665 58 000 0.2% 1.8
SiRh-6-Tz 649 664 62 000 0.2% 3.7
MeSiRh-5-Tz 651 666 53 000 0.3% 2.0

Tableau 19 : Propriétés photophysiques des différentes sondes synthétisées par Wieczorek et al. dans du PBS

168 A, Wieczorek et al., Chem. Sci. 2017, 8 (2), 1506-1510. DOI : 10.1039/C65C03879D
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Ces résultats mettent par ailleurs en évidence le double défi a relever pour développer ce type de
sonde : d'une part, il faut réussir a quencher la fluorescence du fluorophore, mais aussi réussir a la
restaurer aprés réaction avec le composé cible (Figure 123).1¢°
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Figure 123 : Propriétés photophysiques dans le PBS (pH = 7,4) de sondes de type SiR avant et aprés réaction avec le TCO

La méme année, E.Koczma et al. ont également développé des sondes basées sur un squelette de
type SiR.1’° Ces sondes sont présentées en Figure 124 ci-dessous.
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E,R=CH,
F, R = CH,CH,
Composé Amax,abs (M) Amax,em (M) € (L.molH.cm™) @ (%) Turn-on
643 (645) 665 (667) 19 700 (19 200) 1.6 (34) 22
B 653 (652) 671(672) 20600 (19 800) 1.5 (80) 49
C 647 (648) 662 (665) 26 200 (22 500) 2.8 (26)
D 655 (654) 673 (672) 29000 (25 600) 3.7 (27)
E 645 (644) 660 (660) 23 000 (21 600) 1.2 (34) 31
F 651 (652) 671(670) 26000 (23 900) 1.5 (53) 40

Figure 124 : Propriétés photophysiques des différentes sondes avant (et apres) réaction avec le TCO dans I'eau (contenant 0.1 %
de SDS)

169y, Kushida et al., Analyst 2015, 140 (3), 685-695. DOI : 10.1039/C4ANQ01172D
170 E. Kozma et al., Chem. Commun. 2017, 53 (50), 6696-6699. DOI : 10.1039/C7CC02212C
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Ces dernieres présentent des exaltations remarquables par rapport aux travaux de I'équipe de
R. Wombacher décrits précédemment (jusqu’a 49 pour le dérivé B). Néanmoins, |'article ne permet pas
totalement de mettre en lumiéere I'origine de cette fluorogénicité. En effet, les auteurs évoquent que ces
ratios de turn-on sont dus a une « double fluorogénicité ». Les dérivés de SiR comportant un acide
carboxylique judicieusement positionné existent effectivement sous deux formes : une zwitterionique,
qui est fluorescente ; et une deuxieme forme présentant une spirolactone, qui n’est pas fluorescente
(Figure 125).1%

| ../ |
_N ! Si l N
O

(6]
Spirolactone Zwitterion
(Non fluorescente) (Fluorescent)

Figure 125 : Formes spirolactone et zwitterionique des dérivés de SiR

Dans I'eau et sans « additifs », ce type de composés forment des agrégats, ce qui conduit a former
localement un environnement hydrophobe. Or, la forme spirolactone est majoritaire dans des milieux de
constante diélectrique faible, tandis que la forme zwitterionique est favorisée dans des milieux ayant une
constante diélectrique élevée. Afin d’obtenir de la forme zwitterionique dans I'eau, c’est-a-dire la forme
fluorescente, il est ainsi nécessaire d’ajouter des tensioactifs comme du SDS. Néanmoins, si les
expériences sont réalisées toujours dans le méme solvant, cet équilibre ne devrait pas influer sur la
fluorogénicité. Dans le cas contraire, la fluorogénicité obtenue résulterait des effets combinés de la forme
spirolactone et de la tétrazine, ce qui ne correspond pas a ce qui pourrait étre observé en cellules : au sein
de celles-ci, la forme zwitterionique est majoritaire. Les valeurs fournies seraient peut-étre alors
surestimées.

Par ailleurs, les expériences sont réalisées uniquement en cellules fixées : la légende d’une figure
stipule que les expériences sont en cellules vivantes mais le protocole associé dans la partie « Matériels
& Méthodes » comprend une étape de fixation au paraformaldéhyde.

Afin de pouvoir concevoir des sondes fluorogéniques émettant dans le proche infrarouge, D. O’Shea
et al. ont synthétisé différents Aza-BODIPY probablement basés sur un mécanisme de quenching de type
PeT d’aprés les auteurs.'’? Les fluorophores ont ainsi été conjugués a des tétrazines substituées par un
chlore, un groupement méthoxy ou encore un groupement p-nitrobenzyle (Figure 126). La proximité entre
la tétrazine et le fluorophore est compatible avec un transfert d’électron photoinduit.

Ph Ph
N
\\N \N N Composé  Amaxabs (NnM)  Amaxem (nm) ) Turn-on
-
F*F 1-R=Cl 1 673 702 0.7% 47

2:R=0Me 2 674 703 5% 7
3:R= O-p-NOZC6H4
3 674 703 0.7% 8

Figure 126 : Aza-BODIPY fluorogéniques développés par D. O’Shea et al. et leurs propriétés photophysiques dans le chloroforme

Les tétrazines portant les groupements -Cl et -0O-p-NO,CsH4 permettent d’annihiler de maniere trés
efficace la fluorescence des sondes associées. Cependant, dans le cas du groupement -OMe, une

171 G, Lukinavidius et al., Nat. Chem. 2013, 5, 132-139. DOI : 10.1038/nchem.1546
172 D, Wu and D. F. O'Shea, Chem. Commun. 2017, 53 (78), 10804-10807. DOI : 10.1039/C7CC06545K
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fluorescence résiduelle non négligeable subsiste. Cela peut s’expliquer par le fait qu’'un groupement
donneur d’électron comme celui-ci abaisse le potentiel d’oxydoréduction de la tétrazine et diminue ainsi
sa capacité a se comporter comme un accepteur d’électron. Apres réaction avec un dérivé de type BCN
(Bicyclo[6.1.0]nonyne), la fluorescence des différentes sondes est restaurée. Malheureusement, aucune
preuve de leur utilisation in cellulo ou in vivo n’a été décrite.

En 2020, des sondes fluorogéniques basées sur des cceurs de type cyanine ont été développées par
L. Chen et al. .}”® Comme lillustre la Figure 127 ci-dessous, ces sondes émettent dans I'infrarouge, mais
elles fluorescent de maniére non négligeable avant méme d’avoir réagi. Par ailleurs, I’exaltation entre la
forme tétrazine et la forme clickée reste modeste.

NN 2
N7/,\g 3
Sans trans-cycloocténe Apreés réaction
avec le trans-cycloocténe
Composé Turn-on
}\max,abs }\max,em (0] }\max,abs }\max,em 0]
(nm) (nm) (nm) (nm)
658 677 8 % 661 681 30 % 3.7
2 648 676 6% 648 678 29 % 4.8
3 770 792 6% 771 791 20% 3.4

Figure 127 : Sondes de type cyanine développées par L. Chen et al.

Plus récemment, en 2021, R. Wombacher et son équipe ont publié une autre série de dérivés SiR
fluorogéniques.t’*

ortho : o-TzR
méta : m-TzR
para : p-TzR

Figure 128 : Sondes fluorogéniques développées par R. Wombacher et son équipe

173 . Chen et al., Dyes Pigm. 2020, 177, 108313. DOI : 10.1016/j.dyepig.2020.108313
174 p_ Werther et al., ACS Cent. Sci. 2021, 7 (9), 1561-1571. DOI : 10.1021/acscentsci.1c00703
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Composé Amax,abs (M) Amaxem (nm) g (L.moH.cm™) @ (%) Turn-on
o-TzR 55 200 (74 100) 0.3 (44.7) 95
m-TzR 48 700 2.6 6.9
p-TzR 64 200 1.6 8.5
HD555 51 000 (100 000) 0.4 (57.1) 123
o-TzSiR 652 671 21 600 0.7 45
HD653 653 (652) 676 (674) 48 600 (59 200) 2.2 (47.7) 50

Figure 129 : Propriétés photophysiques dans le PBS (pH = 7,4) avant réaction et aprés réaction avec le BCN (entre parenthéses)
des composés développées par R. Wombacher et son équipe

Ces sondes présentent des exaltations remarquables, en particulier pour les dérivés substitués en
ortho par la tétrazine. Ces différences d’exaltations en fonction des régioisomeéres peuvent s’expliquer par
le type de mécanisme de quenching mis en jeu. R. Wombacher et son équipe ont mis en évidence via des
expériences d’absorption transitoire qu’il s’agissait soit d’'un mécanisme d’échange de type Dexter ou bien
d’un transfert d’électron photoinduit, car les constantes de vitesse associées au processus de quenching
sont proportionnelles a e ™%, ol R est la distance chromophore-quencher. L'efficacité de ces deux types
de quenching est hautement dépendant de la distance entre le fluorophore et le quencher, et la distance
entre la tétrazine et le fluorophore est ici bien inférieure dans le cas du régioisomeére ortho (Figure 130).

o-TzR p-TzR

23.95

To(ps)= 1.56

Figure 130 : Distances entre la tétrazine et le fluorophore pour les différents régioisoméres, et constantes de temps associées au
processus de quenching

Par ailleurs, la dérivatisation des structures de base (TzSiR et TzR) a permis I'obtention de différents
composés utilisables ou non en cellules vivantes selon la position de I'acide carboxylique. Ces composés
apparaissent comme étant les plus prometteurs a I’'heure actuelle, de par leur haute fluorogénicité et leur
capacité a étre utilisés en cellules vivantes.

D’autres travaux sur des fluorophores présentant a priori des propriétés photophysiques moins
intéressantes (coumarine, naphtalimides) ont également été publiés.}’>176177.178 En complément, une
revue récente sur le sujet est disponible.'”

4) Sondes fluorogéniques de type IEDDA excitables a deux photons

Il existe a ce jour trés peu de travaux sur des sondes fluorogéniques excitables a deux photons dont
la tétrazine sert de quencher de fluorescence.

175 J, Galeta et al., Chem. Eur. J. 2020, 26 (44), 9945-9953. DOI : 10.1002/chem.202001290
176 M. E. Graziotto et al., RSC Chem. Biol. 2021, 2 (5), 1491-1498. DOI : 10.1039/D1CB00128K
177 E. Nemeth et al., Biomolecules 2020, 10 (3), 397. DOI : 10.3390/biom10030397

178Y, Lee et al., J. Am. Chem. Soc. 2017, 140 (3), 974-983. DOI : 10.1021/jacs.7b10433

1795, K. Choi et al., Molecules 2021, 26 (7), 1868. DOI : 10.3390/molecules26071868
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Une premiére série de fluorophores a été développée par S. B. Park en 2020.%° Les structures des
sondes ainsi que leurs caractéristiques photophysiques sont présentées en Figure 131 ci-dessous.

(0]
R = ?H’JOJ\ L(?L/\)L’T/
1

2 3

T2-R 2N S
W,
4 5 6
Composé Sans transcycloocténe Aprés réaction Turn-on Turn-on
avec le transcycloocténe 1P 2P
5.0 5.0
)\max,abs (nm) }\max,em (nm) Dot (G'V;))ff ®Don (GMo)n
Tz-1 359 488 15% 0.9 74 % 20.8 70 23.1
Tz-2 358 510 31% 3.1 75 % 39.1 53 12.6
Tz-3 373 524 3.2% 34 72 % 42.7 54 12.6
Tz-4 386 1.8% 1.7 8.8 % 5.2 5.4 3.1
Tz-5 416 21% 0.9 54% 1.5 3.1 1.7
Tz-6 416 630 0.9% 0.5 1.7% 0.7 2 1.4

Figure 131 : Propriétés photophysiques des sondes bioorthogonales excitables a deux photons développées par S. B. Park

La modification du groupement R permet de moduler les propriétés photophysiques du squelette de
base. lls ont ainsi développé 6 sondes ayant des émissions allant du bleu au rouge. Néanmoins, comme
pour les sondes présentées précédemment, I'exaltation de fluorescence entre la forme avant réaction et
la forme clickée reste relativement faible (3.1 au maximum) pour les sondes dont I'émission est jaune a
rouge. De plus, la forme non clickée est déja fluorescente quel que soit le substituant, ce qui conduit a un
faible rapport signal sur bruit. Par ailleurs, les sections efficaces d’absorption des sondes sont trés
modestes : au maximum 100 GM quelle que soit la forme considérée. Les brillances a deux photons sont
par conséquent extrémement faibles, en particulier pour les sondes qui émettent au-dela de 530 nm
(brillance comprise entre 0.7 et 5.2 GM).

Une différence conséquente entre les facteurs turn-on un photon et deux photons peut par ailleurs
étre constatée. Comme la tétrazine n’est pas conjuguée au fluorophore, il parait difficile d’expliquer cette
différence par la modification de structure engendrée par la réaction.

Tres récemment, H. Wu et son équipe ont développé une seconde série de sondes fluorogéniques
excitables a deux photons dont le quencher est un motif tétrazine. Elle est présentée en Figure 132.%8!

180 D, Kim et al., Bioconjug. Chem. 2020, 31 (5), 1545-1550. DOI : 10.1021/acs.bioconjchem.0c00197
181 \W. Mao et al., Angew. Chem. Int. Ed. 2021, 60 (5), 2393-2397. DOI : 10.1002/anie.202011544
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®0.18, e®8.6 x10°, S N/A, HFggs

Figure 132 : Structure des sondes fluorogéniques développées par H. Wu et al. et leurs propriétés photophysiques apres réaction
avec un dérivé de type BCN.

Ces sondes présentent des exaltations de fluorescentes jusqu’a 1 000 entre la forme clickée et non
clickée. En revanche, les valeurs de sections efficaces d’absorption biphotonique des composés émettant
dans le rouge sont particulierement faibles (entre 14 et 65 GM). Bien que des exemples d’application en
cellules vivantes et méme in vivo soient présentés, il est certain qu’une puissante trés élevée a été utilisée
pour les expériences en microscopie biphotonique, ce qui est dommageable pour I'échantillon.

En conclusion, I'étude détaillée de ces travaux permet de mettre en évidence qu’il n’existe pas
réellement de sondes fluorogéniques excitables a deux photons ayant pour motif quencher une tétrazine :
soit les sondes dévéloppées possédent des exaltations tres faibles, soit elles n’émettent pas a des
longueurs d’onde se trouvant dans le rouge/proche IR.

En utilisant les composés présentés dans la premiére partie de ce manuscrit, I'objectif de cette
seconde partie sera donc de développer une sonde fluorogénique excitable a deux photons, dont la
fluorescence est quenchée via un motif tétrazine.

Il. Design des sondes

1) Généralités

Le squelette acridane développé précédemment sera utilisé pour concevoir les sondes
fluorogéniques. Le fluorophore Acri-Py présente en effet des propriétés d’absorption biphotonique tres
intéressantes (3 630 GM a 870 nm) et I'azote de I'acridane constitue un « point d’accroche » accessible
pour introduire les groupements dérivés de tétrazine.
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\}:v = 870/950 nm k}:\; = 870/950 nm
Inhibiteur de Inhibiteur
fluorescence inactivé R

7

Figure 133 : Preuve de concept

Le principal inconvénient de ce fluorophore est qu’il s"accumule dans les mitochondries. Pour les
expériences en cellules vivantes, il faudra donc utiliser un partenaire réactionnel qui ne posséde pas une
localisation particuliere (ou alors s’accumulant également dans les mitochondries). Les sondes
fluorogéniques développées dans un premier temps permettront donc uniquement de valider une preuve
de concept (Figure 133). Ces derniéres ne pourront pas étre utilisées pour réagir avec une cible possédant
une localisation particuliére (qui peut étre n’importe ol dans la cellule), ce qui constitue le but de ce type

d’outils (Figure 134).

\‘ R
g, A I
g O ®

Inhlblteurde v/ - Inhibiteur
fluorescence fad inactivé j
i R |
g
p 4

Figure 134 : Objectif final des outils développés, avec une cible possédant une localisation particuliére

Les stratégies développées pour obtenir un fluorophore ne s’accumulant pas dans un
sous-compartiment cellulaire particulier seront détaillées par la suite. Pour cela, il sera nécessaire de
modifier le groupement vinylpyridinium.

Les différentes sondes développées dans la littérature ont mis en évidence qu’un mécanisme de type
de quenching de type TBET permettait de s’affranchir des contraintes de longueur d’onde rencontrées
avec le quenching de type FRET. C’'est par conséquent ce type de transfert qui sera envisagé.

Pour qu’un transfert d’énergie de type TBET puisse se produire, il est nécessaire que I'inhibiteur de
fluorescence et le fluorophore se trouvent, de maniére optimale, a 90° I'un de I'autre (Introduction
générale, Figure 9). Par ailleurs, diverses études ont mis en évidence que pour que ce transfert soit le plus
performant possible, les moments de transition de I'accepteur et du donneur doivent étre alignés.® Ces
criteres devront guider la conception de la sonde.

Tres récemment, des sondes basées sur un mécanisme de quenching de type PeT ou Dexter ont
également montré des exaltations remarquables. Une deuxieme stratégie consistera ainsi a synthétiser
une sonde ayant cette fois-ci pour mécanisme de quenching un transfert de type PeT.17*

2) Substitution du motif tétrazine

Les tétrazines monosubstituées sont connues pour étre particulierement réactives dans les réactions
de type IEDDA. Néanmoins, cela les rend peu stables car elles peuvent subir des additions en présence de
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diverses nucléophiles. En 2011, une étude s’est intéressée au ratio stabilité/réactivité de tétrazines
diversement substituées.’® Une partie des résultats est présentée en Figure 135 ci-dessous.

NH,
NH, NH,
NN
AN
SR
~
> \r NZ>N
N
1 2 3
Tétrazine Constante de vitesse de cycloaddition [4+2] entre la Pourcentage de tétrazine restante aprés
tétrazine et le TCO a 37 °C dans du PBS 10 h a 37 °C dans du sérum bovin
1 26 000 + 250 L.molt.s? 40£5%
820 + 35 L.molt.s? 95+5%
22 000 + 2000 L.molt.s? 25+5%

Figure 135 : Réactivité et stabilité de tétrazines diversement substituées

Les tétrazines monosubstituées ou bien celles substituées par une pyrimidine sont particulierement
peu stables. Apres 10h a 37 °C dans du PBS, plus de 50 % des molécules se sont dégradées. Pour pallier ce
manque de stabilité, la tétrazine peut étre substituée par un méthyle. Néanmoins, cette substitution se
traduit par une chute drastique de la constante de vitesse de la réaction entre la tétrazine et le
trans-cycloocténe (diminution d’un facteur 30 environ). La constante de vitesse entre la tétrazine
méthylée et le TCO reste cependant 800 fois supérieure a la constante de vitesse d’une cycloaddition de
type SPAAC.

Un avantage supplémentaire est que la tétrazine substituée par un méthyle n’est pas fluorescente,

contrairement a certaines tétrazines.'®?

3) Position du motif tétrazine

Dans le cas de la stratégie TBET, deux types de structures peuvent étre envisagés pour respecter le
critere de non-coplanarité entre le fluorophore et le motif tétrazine a I'état fondamental. Un premier type
de structure est présenté en Figure 136 ci-dessous.

Ortho : A, Méta : B, Para:C

Figure 136 : Structures des composeés pour lesquels un transfert d’énergie de type TBET est attendu

Pour confirmer la position relative de la tétrazine par rapport aux fluorophores, des optimisations de
géomeétrie ont été réalisées. Elles sont présentées en Figure 137 page suivante.

182 M. R. Karver et al., Bioconjug. Chem. 2011, 22 (11), 2263-2270. DOI : 10.1021/bc200295y
18 F. Miomandre and P. Audebert, J. Photochem. Photobiol. C 2020, 44, 100372. DOI:
10.1016/j.jphotochemrev.2020.100372
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Pour chacun des trois régioisomeres (ortho, méta et para) la tétrazine est bien perpendiculaire a
I'acridane. Le premier critére pour qu’un transfert de type TBET se produise est respecté. Sur les
optimisations figurent également les moments dipolaires associés a I'’émission de l'acridane et a
I'absorption de la tétrazine. D’apres les études structure-efficacité de quenching effectuées pour le TBET
(Introduction générale, Figure 10), il est préférable que ces deux moments soient alignés, sans que cela
soit nécessaire.

Ortho

Méta Para

Figure 137 : Optimisation de géométrie des différents régioisoméres (6-31G(d), B3LYP) — Stratégie TBET1
Pour ce premier design, le quenching devrait par conséquent étre plus efficace dans le cas du

régioisomére ortho, car les moments dipolaires, en rouge sur le schéma, ne sont pas perpendiculaires,
contrairement aux régioisomeres méta et para.

Un deuxieme type de structures pour lequel un quenching de type TBET peut se produire est présenté
en Figure 138 ci-dessous.

: \ N=N
AN \ />_
N—N
Ortho : D, Méta : E, Para: F

Ortho

(<

Méta Para

Figure 138 : Structures et optimisation de géométrie des différents régioisoméres (6-31G(d), B3LYP) — Stratégie TBET2

Dans ce cas, les moments dipolaires sont perpendiculaires pour les trois régioisomeres. Dans la
littérature, cette stratégie s’est néanmoins avérée fructueuse et peut donc sembler étre une alternative
judicieuse a la premiere stratégie en cas d’échec (Figure 124).

Les structures envisagées pour la stratégie PeT sont quant a elles présentées en Figure 139 ci-contre.
La distance entre le fluorophore et la tétrazine a également été évaluée, car |'efficacité de ce type de
qguenching diminue exponentiellement avec la distance. Elle varie entre 7,0 A pour le régioisomére ortho
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a 9,6 A pour le régioisomére para. La différence est ainsi moins marquée qu’entre les différents
régioisomeres sur les SiR présentées dans la littérature (entre 4,2 A pour I'isomeére ortho et 10,8 A pour
I'isomére para).t’* En effet pour le régioisomére en ortho, la tétrazine pourrait effectuer des interactions
de type m-stacking stabilisantes qui explique cette proximité. Cela ne semble pas étre le cas sur
I'optimisation de géométrie présentée en Figure 139 ci-dessous, car la tétrazine est assez éloignée de
I'acridane.

(%

Figure 139 : Structures et optimisation de géométrie des différents régioisomeres (6-31G(d), B3LYP) — Stratégie PeT

La synthese de ces différentes structures est présentée dans le chapitre suivant.
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|. Stratégie de synthese

1) Etat de I'art sur la synthése des tétrazines

Le noyau 1,2,4,5-tétrazine (Figure 140) connait un intérét croissant dans de nombreux domaines.

C’est pourquoi de nombreuses méthodes de synthése de ce dernier ont été développées.

Figure 140 : Structure des 1,2,4,5-tétrazines

La premiére méthode de synthése des tétrazines a été développée a la fin du 19%™ siécle par
A. Pinner.!® Elle consiste a faire réagir un nitrile avec de I’hydrazine, puis d’oxyder la 1,4-dihydrotétrazine
précédemment obtenue.

CN - -
O e OO e OO
\
N—NH N=N

Figure 141 : Synthese développée par A. Pinner en 1893

Néanmoins, cette approche requiert de réaliser des manipulations a une concentration tres élevée
et de chauffer. Elle n’est par ailleurs compatible qu’avec certains nitriles aromatiques. En 1968, il a été
mis en évidence que l'ajout de soufre colloidal permettait de catalyser cette réaction.'® En effet,
I’hydrazine s’additionne rapidement sur le soufre pour conduire a la formation de H,N-NH-SH, ce qui
permet d’obtenir une espéce plus nucléophile que I'hydrazine.'®”

En 2012, N. K. Devaraj et al. ont développé une synthése basée sur une catalyse avec un acide de
Lewis.'® Cette méthode permet de synthétiser des tétrazines a partir de nitrile aromatique et aliphatique.
Le triflate de zinc et le triflate de nickel se sont révélés particulierement efficaces en assistant la formation
de 'amidrazone intermédiaire (Figure 142).

1) Catalyseur (5 mol%) )R:
AN

N2H4.H20, 60°C, 24h N
R—CN + R,—CN K
2) NaNOzy Hzo, HCI

z-Z

Y

Rz
Mécanisme proposé pour la catalyse métallique :
HoN, /HZN\ ~ N
WHz WH | ——— NN,
R—C=Nk_! R—C=NI ! NH
M + 4 ‘M2+ ____~'\|/|2+

Amidrazone

Figure 142 : Méthode de synthése développée par N. K. Deveraj et al.

184 G, Clavier and P. Audebert, Chem. Rev. 2010, 110 (6), 3299-3314. DOI : 10.1021/cr900357e

185 A, Pinner, Chem. Ber. 1893, (26), 2126-2135. DOI : 10.1002/cber.189302602188

186 N, O. Abdel et al., Tetrahedron Lett. 1968, 9 (35), 3871-3872. DOI : 10.1016/5S0040-4039(01)99123-3
187 p, Audebert et al., New J. Chem. 2004, 28 (3), 387-392. DOI : 10.1039/B310737J
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En 2019, W. Mao et al. ont développé une méthode permettant de synthétiser des tétrazines
dissymétriques avec des rendements compris entre 34 et 75 % via une catalyse par de l'acide
3-mercaptopropionique, évitant ainsi I'utilisation de métaux.'® Cette réaction a par ailleurs pu étre testée
sur des échelles allant du milligramme au gramme. Ces conditions sont par ailleurs assez douces puisque

la réaction peut étre effectuée a température ambiante (Figure 143).

1) yg~\C0H )R\1
N2H4.H20, t.a., EtOH NN
R—CN + R,—CN gL 34-75%
2) NaNO,, H,0, HCI \f
Rz
Mécanisme proposé :
NH
R'SH N,oH, NH
_ = R'
R4CN R1)l\8/ R1)J\N’NH2
H
R'SH NH
M _r
Ry S
R'SH
NH
HN-N N2Hg4 H
\ _N R
R1_<\ >—R2 R-]/U\N \n/ 2
N—NH H NH

Figure 143 : Méthode de synthese développée par W. Mao et al.

En 2019, une autre méthode permettant de synthétiser a la fois des tétrazines mono et disubstituées

a été développée.* Elle est présentée en Figure 144 ci-dessous.

ArB(OH),
Pd(dppf)Cl,
AgZO
BF.OEt,
1 s HI

| e —

Q HZN\NAN,NHQ j\
H NTN PdCl,, HSiEt;
1]
N

O>=O 2) PhI(OAc), \fN
R R

\ Bu3SnJI\OEt

Pd(PPhj),, CuTc

Figure 144 : Méthode de synthese permettant d’accéder a des tétrazines mono et disubstiutées

développées par J. M. Fox

En présence de diéthylétherate de trifluorure de bore, I'ester peut réagir de maniere intramoléculaire

pour former un orthoester.'*!

Cette méthode permet d’accéder a de nombreux dérivés de tétrazine. Sa principale limitation reste
le nombre d’étapes nécessaire a I'obtention de ces composés, car il faut au préalable préparer les esters
comportant I'oxétane. Cela peut néanmoins étre effectué en une étape entre |'acide carboxylique

189 \W. Mao et al., Angew. Chem. Int. Ed. 2019, 58 (4), 1106-1109. DOI : 10.1002/anie.201812550

190y, Xie et al., Angew. Chem. Int. Ed. 2020, 59 (39), 16967-16973. DOI : 10.1002/ange.202005569

40-4039(00)94143-1

191 E_J. Corey and N. Raju, Tetrahedron Lett. 1983, 24 (50), 5571-5574. DOI : 10.1016/S00
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correspondant et le 3-méthyl-3-oxétaneméthanol qui est commercial et dont le prix est peu élevé (43 €
les 10 g chez Sigma-Aldrich).

2) Synthéses de sondes fluorogéniques comportant des tétrazines

Il existe essentiellement deux stratégies pour synthétiser des dérivés comportant des tétrazines. Une
premiere stratégie couramment employée consiste a introduire un groupement nitrile sur le fluorophore,
puis de former la tétrazine, comme c’est le cas pour les BODIPY présentés précédemment.®’

1) Zn(OTH),
ACN,N,H,4.H,0, 60 °C, 18h

2) NaNO,, H,0, HCI
18 %

Figure 145 : Syntheése d’une sonde fluorogénique basée sur un BODIPY

Cette méthode de synthése, en plus de présenter des rendements trés modestes, est peu
convergente.

Quand cela est envisageable, la stratégie de synthése la plus convergente consiste a synthétiser d’'une
part le fluorophore, d’autre part le synthon contenant la tétrazine. C’est I'approche proposée par
P. Audebert et al. : un couplage est effectué entre un dérivé bromé et le fluorophore et permet d’accéder
aisément et avec de bons rendements a la sonde fluorogénique désirée (Figure 146).1%

-N Pdy(dba); XPhos, Cs,CO3  N—N
\>—©—Br + R—H - \>—®vR 61-72%
=N Tolugne, 100 °C, 2h N=N
- b

z Xz

N O

Relitv

Figure 146 : Réaction développée par P. Audebert et al.

Z

[}
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C'est donc cette voie qui a été choisie dans un premier temps.

Il. Premiére voie de synthése

La premiére voie de synthese envisagée est présentée en Figure 147 ci-contre. Elle est celle qui
semble étre la plus convergente possible pour I'obtention des 9 composés. Cette stratégie consiste a
synthétiser d’'une part le composé divinylacridane 26 en grande quantité, et d’autre part les différentes
tétrazines. Ces composés seront ensuite couplés via la réaction de couplage mise au point par P. Audebert
et al. . Une réaction de méthylation permettra ensuite d’accéder aux différents composés cibles.

192y Quetal., J. Org. Chem. 2020, 85 (5), 3407-3416. DOI : 10.1021/acs.joc.9b02817
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Couplage
Br
Br O O Br N=N
/ =
< + !
: T

H 17

Figure 147 : Premiere voie de synthése envisagée pour les sondes fluorogéniques A, B et C
1) Essais préliminaires

Quelques dérivés de tétrazines ont été synthétisés via la méthode développée par W. Mao, utilisant
une catalyse a I'acide 3-mercaptopropionique.*®®

Les tétrazines ont été obtenues avec des rendements modestes de |'ordre de 40 %, qui sont
néanmoins cohérents avec ceux observés dans la littérature pour ce type de composés. Le dérivé en
position ortho 0-27 n’a quant a lui jamais été obtenu.

1) g ~-COH

N
NyHs.HoO, ACN A
_~_CN EtOH, ta., 48h % g 27 - 36 %
7 . 7 450
g 2) NaNO,, H,0, HCI e g p-27 : 45 %
X

Figure 148 : Synthese des dérivés tétrazine

Pour s’assurer de leur compatibilité avec la tétrazine méthylée, les conditions de couplage
développées par P. Audebert et al. ont dans un premier temps été testées sur un substrat modele : la
phénothiazine (Figure 149). Dans leur publication, le temps de réaction est volontairement limité a deux
heures afin d’éviter la dégradation de la tétrazine.

S
Br—< >—<[\l:’\j)— (:[Nj@

N-N  p-27
©i3:© Pd,(dba)s XantPhos, Cs,CO3
N Toluéne, 100 °C
H 2h:20 %
Phénothiazine 1 nuit : 56 % l}l/ N 29

1
N QI/ N
Figure 149 : Application des conditions de couplage a un substrat modeéle, la phénothiazine

Dans le cas de la phénothiazine, un temps de réaction de deux heures n’a pas permis d’avoir une
conversion totale, le rendement de la réaction est donc trées modeste (20 %). Les deux partenaires
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réactionnels ne se sont néanmoins pas dégradés aprés deux heures. Une réaction durant une nuit
compléte a ainsi permis d’augmenter le rendement et d’atteindre 56 %.

2) Synthése du synthon « vinylpyridine »

Dans le cadre de travaux non présentés dans ce manuscrit, le dialdéhyde 30 a été obtenu. Il a donc
été choisi de synthétiser le divinylacridane a partir de ce dernier plutot qu’en effectuant par exemple un
couplage de type Heck a partir du 2,7-dibromoacridane 17. La synthése du dialdéhyde 30 est par
conséquent présentée ci-apres.

Différents essais de synthese du dialdéhyde 30 sont présentés en Figure 150 ci-dessous.
Malheureusement, ce dernier n’a pas pu étre obtenu en une seule étape a partir des composés
commercialement disponibles, que ce soit par une formylation de Vilsmeier-Haack sur I'acridane ou bien
une réaction d’échange halogene-métal sur le 2,7-dibromoacridane 17.

0]

(0]
| |
H

H
9,9-diméthylacridane

O

o)
BrBf 1) n-BuLi, THE, -78 °C, 15 min ' !
N 17  2)DMF, -78/°C\puist.a.,1h O N O 30
H H
BrBr n-BulLi BrBr ﬂ\QU' LiLi
_ > 7&,
N N N N
H S ©

Figure 150 : Essai de formylation sans protection de I’aniline

En effet, la 2,7-dibromoacridane commerciale 17 a été mise en présence de 3 équivalents de n-BulLi.
Aprés ajout de DMF, une LC/MS a été réalisée. De maniére surprenante, seul le composé de départ
dibromé a été observé. La déprotonation de I'aniline empéche donc probablement I'échange
halogene-métal sur les atomes de brome. L'augmentation de la température du milieu réactionnel lors
de I'ajout de n-BuLi ne permet pas non plus d’obtenir le produit souhaité.

Une autre voie de synthése pour la synthése du dialdéhyde 30 a donc été utilisée, et elle est
présentée en Figure 151 ci-contre. La premiere étape de la synthese consiste a protéger par un
groupement p-méthoxybenzyle I'azote du 9,9-diméthylacridane. Une substitution nucléophile en
présence de chlorure de p-méthoxybenzyle a été réalisée apres déprotonation de I'aniline par de I’'hydrure
de sodium. Le dérivé protégé 31 a ainsi été obtenu avec un excellent rendement de 94 %. Le lithien formé
par échange halogene-métal a partir du dérivé 31 et de n-butyllithium est ensuite mis en présence de
N,N-diméthylformamide pour conduire au dialdéhyde 32 avec un rendement de 95 %.
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Br Br
Br Br PMB-CI, NaH O O
N
N

17 DMF, t.a., 1 nuit 31
H 94 %
o
1) n-BuLi, THF, -78 °C, 15 min
2) DMF, -78 °C puis t.a., 1h
95 %
? <|) 0 0
TFA ' !
O O DCM, ta., 1h O O
3 3 32
N 30 69 % N
PMB

Figure 151 : Synthése du cceur acridane 30

L’acridane 32 a ensuite été déprotégé en présence d’acide trifluoroacétique dans le dichlorométhane
a température ambiante, ce qui a permis d’accéder au dialdéhyde 30 avec un bon rendement de 69 %.

(0] (0] o
| ! EtO “\/@'
O O NaH, EtO:P 2 14
N DMF, t.a., 2h
H 30

93 %

Figure 152 : Réaction de Horner-Wadsworth-Emmons sur le dialdéhyde 30

La réaction de Horner-Wadsworth-Emmons entre le dialdéhyde 30 et le phosphonate 14 a par la suite
permis d’obtenir le composé 26 avec un tres bon rendement de 93 %.

3) Synthése des différents synthons tétrazines et essais de couplage

a) Stratégie TBET

Aprés les avoir précédemment testées sur un substrat modele (Figure 149), les conditions de
couplage de P. Audebert et al. ont été appliquées a un substrat d’intérét : le divinylacridane 26 (Figure
153 ci-dessous).

o LD
B
' Ner) pe27 N

Pdy(dba); XantPhos, Cs,CO3

Toluene, 100 °C, 3h30 p-28
57 %

NN
N N

T

Figure 153 : Couplage du divinyle 26 et du dérivé tétrazine p-27

Ce couplage a permis d’obtenir le dérivé p-28 avec un bon rendement de 57 %. Ce dernier a ensuite
été méthylé avec un rendement de 88 % pour conduire a une premiére sonde fluorogénique C (Figure
154).
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Mel

DCM/MeOH (1:1), 3h, 45 °C
p-28 88 % c

Figure 154 : Méthylation des pyridines

Cependant, les conditions de couplage précédemment utilisées avec le dérivé de tétrazine en para
n’ont pas permis d’obtenir le produit désiré dans le cas de la tétrazine en position méta (Figure 155).

Pdy(dba); X nt%os, Cs,CO3

Toluéne,A00C, 24h Ny m-28
|

Figure 155 : Couplage entre le dérivé 26 et la tétrazine m-27

De nombreuses conditions ont été testées a I'aide d’un robot de synthése (modification de la source
de palladium, du ligand, du solvant, de la température). Malheureusement, le composé souhaité n’a
jamais été obtenu, mais seulement observé a hauteur de moins de 5 % dans des LC/MS de suivi
réactionnel.

b) Stratégie PeT

Dans le cas de la stratégie PeT, un premier dérivé de tétrazine a été synthétisé en deux étapes a partir
du 4-iodophénol qui est commercial (Figure 156). Une réaction de substitution nucléophile a tout d’abord
été effectuée en présence de bromoacétonitrile pour conduire au nitrile 33 avec un rendement de 96 %.
Ce dernier a ensuite permis de former la tétrazine cible 34 avec un modeste rendement de 22 %.

I 1) Acide 3-mercaptopropionique |
N,H4.H,0, ACN

Bromoacétonitrile, Cs,CO3 EtOH, t.a., 24h
_N
DMF, t.a., 1 nuit N 2) NaNsz, HCI N |
OH 96 % o_# 33 22% o\)\\N,N 34

4-iodophénol

Pdy(dba)s. Xs@?ms, Cs,CO;3
Toluéne,400°C, 24h N p-35

Figure 156 : Synthése de la tétrazine 34 et essai de couplage avec le divinylacridane 26
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Malheureusement, les conditions de couplage mises au point dans le cadre de la synthése du
composé C n’ont la encore pas permis d’obtenir le composé cible.

Les échecs successifs des réactions de couplage pour différentes tétrazines ont conduit a envisager
d’autres voies de synthése pour les sondes fluorogéniques. Elles sont présentées dans la partie suivante.

lll. Deuxiéme voie de synthese

Les difficultés rencontrées lors de la précédente voie de synthése ont conduit au développement de
voie de synthéses moins convergentes, mais adaptées a chaque stratégie (PeT, TBET avec lien vinyle et
TBET avec lien direct).

1) Cas de la stratégie TBET1 (lien vinyle)!®3

La voie de synthese qui pourrait permettre d’accéder aux sondes fluorogéniques comportant un lien
vinyle est présentée en Figure 157 ci-dessous.

o] (0]
| |

Condensation de O O
N
37
Knoevenagel Z
0 \ N=N
\‘_\__<\ />_
N—N

Couplage de
Heck

Couplage O O
L i
N + Formylation de Vilsmeier-Haack 36

H ——Br
9,9-diméthyl-9,10-dihydroacridine \

Figure 157 : Rétrosynthése des sondes fluorogéniques qui comportent un lien vinyle D, E et F

Les composés finaux pourront étre obtenus via une condensation de Knoevenagel a partir des
dialdéhydes 37. Une réaction de Heck sur le derivé bromé 36 pourra au préalable permettre d’obtenir ces
vinyltétrazines.

La synthese des dérivés bromés est présentée en Figure 159 ci-contre. Les différents dialdéhydes
bromés ont été obtenus en deux étapes a partir de la 9,9-diméthyl-9,10-dihydroacridine
commercialement disponible. La premiéere étape consiste a réaliser un couplage entre ce composé et les
bromoiodobenzénes différemment substitués.

Ce couplage a tout d’abord été testé avec le 2-bromoiodobenzene. Différentes conditions trouvées
dans la littérature ou bien utilisées précédemment au laboratoire pour ce méme type de couplages (entre
une aniline et un dérivé bromé ou iodé possédant un substituant en ortho) ont été testées. Les résultats
obtenus sont récapitulés dans le tableau présenté en Figure 158.

193 | g synthése du dérivé possédant la tétrazine en position méta a été effectuée par Matthieu Poulain dans le cadre
de son stage de deuxieme année de master.
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2-bromoiodobenzéne
Catalyseur, ligand, base O O
L A
N

Solvant, T, 16h Br
H
0-38

Toluéne Pd(dba)s, P(‘Bu)s HBF4 NaO‘Bu 1 % (LC/MS)
DMSO cucl K2CO3 170 3 % (LC/MS)
1,2-dichlorobenzene Cul K2CO3 180 10 % (LC/MS)
DMF Cul K,CO3 160 1 % (LC/MS)
Toluene Pdz(dba)s, XPhos NaO‘Bu 110 74 % (isolé)

Figure 158 : Optimisation du couplage entre le 2-bromoiodobenzene et la 9,9-diméthyl-9,10-dihydroacridine

C'est finalement en utilisant du Pd;(dba); et du XPhos (Figure 159) dans du toluéne en présence de
tert-butanolate de sodium que le composé en ortho a été obtenu avec un rendement satisfaisant de 74 %.
Ces mémes conditions ont donc été testées sur le 3-bromoiodobenzene. Dans ce cas, le produit a été
obtenu avec un rendement modeste de 38 %.

T i
bromoiodobenzéne O O
Pd,(dba); NaO'Bu, XPhos N POCI; DMF
- N
N

. o : 0 °C puis 95 °C, 12h
Toluéne, 110 °C, 1 nuit a ’
] - 56 %, m- 82 %, p- 82 %
H 0- 74 %, m- 38 % U Brag TF o pm 88 Br 36

Figure 159 : Obtention des dialdéhydes bromés 36

Ce faible rendement peut s’expliquer par la formation d’un sous-produit au cours de la réaction
(Figure 160). Ce dernier a été formé malgré la présence d'un exces de 3-bromoiodobenzene
(3 équivalents).

O

3-bromoiodobenzéne I N
Pd,(dba);, NaO'Bu, XPhos N .
H Toluéne, 110 °C, 1 nuit @\
Br

minoritaire

o
O

majoritaire

Figure 160 : Produits obtenus lors du couplage entre I'acridane et le 3-bromoiodobenzéne
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Dans la littérature, les réactions de couplage entre la 9,9-diméthyl-9,10-dihydroacridine et le
3-bromoiodobenzéne sont également réalisées en présence de SPhos ou de ‘BusP.HBF, (Figure 161). Dans
le cas du tétrafluoroborate de tri-tert-butylphosphonium, la réaction est réalisée sur le méme substrat, et
le produit est obtenu avec un rendement de 76 %.1%*

P(Cy)2 O
i-Pr i-Pr P(Cy)2 j\pk
O MeO l OMe /|\

i-Pr ‘Bu),P
SPhos (Bu);
XPhos

Figure 161 : Structures des ligands XPhos, Sphos et de (Bu)sP

Dans le cas du SPhos, la réaction de couplage a été réalisée sur la 9,9-diphényl-9,10-dihydroacridine
et non la 9,9-diméthyl-9,10-dihydroacridine (Figure 162).1> Le produit souhaité a été obtenu avec un
rendement de 85 %.

85 %

Ph_ Ph
Ph_ Ph 3-bromoiodobenzéne
Pd,(dba); NaO'Bu, SPhos N
H Toluéne, 110 °C, 1 nuit @\
Br
Figure 162 : Réaction publiée par X-Y Liu et al.

Ces deux ligands (SPhos et ‘BusP.HBF,) ont dont été testés sur la 9,9-diméthyl-9,10-dihydroacridine.
Malheureusement le changement de ligand n’a pas eu d’effet significatif sur la proportion
produit/sous-produit en LC/MS. Il aurait pu étre souhaitable de tester cette réaction avec d’autres
phosphines plus encombrées et plus riches en électrons pour favoriser la réaction d’addition oxydante.%®
D’autres optimisations pourront étre effectuées par la suite si la sonde obtenue possede de bonnes
propriétés photophysiques.

Les trois régioisomeres bromés, le para étant commercial, ont ensuite pu étre engagés dans une
réaction de formylation de Vilsmeier-Haack pour accéder aux trois dialdéhydes 36 avec des rendements
compris entre 52 et 82 % selon le régioisomere considéré (Figure 159).

1) Acide 3-mercaptopropionique

ACN, NH2-NH; N N
EtOH, t.a., 24h P MsCI, Et3N 2
_N ) ) N> \I/ , Et3 N N \l/
. ~ N
HO 2) NaNO, HCI HO/\)%N/N DCM, t.a., 5 min MSO/\)\N’

21 % (2 étapes) 39
Figure 163 : Synthese de la tétrazine 39

La tétrazine 39 a parallelement été synthétisée en adaptant une procédure décrite dans la littérature
a partir du 3-hydroxypropionitrile : aprés la synthése de la tétrazine, le brut a directement été engagé
dans la réaction de mésylation (Figure 163).17 La tétrazine souhaitée a ainsi été obtenue avec un
rendement de 21 % sur deux étapes.

194 M. Yuguang; et al. CN111675693, 2020.

195 X. Y. Liu et al., Chem. Asian J. 2015, 10 (6), 1402-1409. DOI : 10.1002/asia.201500235

1% D, S, Surry and S. L. Buchwald, Chem. Sci. 2011, 2 (1), 27-50. DOI : 10.1039/C0SC00331)

197 H. Wu et al., Angew. Chem. Int. Ed. 2014, 53 (23), 5805-5809. DOI : 10.1002/anie.201400135
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Un couplage de Heck a ensuite été effectué. Dans la littérature, le couplage avec cette tétrazine a
premierement été décrit au micro-onde en présence de QPhos, tris(dibenzylidéeneacétone)dipalladium (0)
et de N,N-dicyclohexylméthylamine dans le DMF.'®” Plus récemment, une équipe a mis en évidence qu’il
était également possible d’effectuer cette réaction par voie thermique.®® La vinyltétrazine est générée in
situ via une réaction d’élimination a I'aide de N,N-dicyclohexylméthylamine (DCMA), car il s’agit d’un
composé extrémement volatile. Il est indispensable d’utiliser une base encombrée pour éviter toute
réaction parasite d’addition nucléophile sur la tétrazine (et de substitution nucléophile sur le dérivé
mésylé). Ces conditions ont été appliquées et ont permis d’obtenir les composés vinyles 37 avec de bons
rendements compris entre 62 % et 88 % selon le régioisomere considéré (Figure 164).

0 Q ‘Bu
(@] (e} N'N\j/\/OMS | | y
| | I .
P =,
Pd,(dba); QPhos, DCMA O s
N o \ Ph Ph
DMF, 100 °C, 1h @
% 0-62 %, m- 82 %, p- 88 % Ne 37 Ph Ph
Br \
\
N_

>_ Ph

QPhos

Z 2

Figure 164 : Réaction de Heck sur le dérivé bromé 36

La derniere étape de synthése, une réaction de Knoevenagel, a nécessité quelques étapes
d’optimisation. En effet, cette réaction est usuellement réalisée en présence d’'une amine secondaire
comme la pipéridine ou la pyrrolidine qui permet de catalyser la réaction. Néanmoins, la tétrazine est
instable en présence de nucléophile et en milieu basique. Il semble par conséquent judicieux d’effectuer
cette réaction a I'aide d’une catalyse acide, plutot qu’avec les catalyseurs usuels. La possibilité d’utiliser
le chlorure de triméthylsilyle pour catalyser ce type de réaction a été mise en évidence pour plus de 10 000
composés dans une publication du groupe de A. Tolmachev.'® Le chlorotriméthylsilane sert a la fois a
piéger I'eau formée au cours de la réaction et permet également d’exalter |'électrophilie de I'aldéhyde
mis en jeu.

@
o) 0 oN? Z
| | |e Xy a1 N | S
| =z
A F (26q)
N
N
TMSCI (3 éq.), DMF, 100 °C
40 48 h
Quantitative
TP-2Py
0 9 g _ )
N ’ NSNS X
N~ (4 Eq-)
N N
TMSCI (3 éq.), DMF, 100 °C
40 48 h
Quantitative

Figure 165 : Réaction de Knoevenagel catalysée par le chlorure de triméthylsilyle

®
N/I@

TP"-2Py

198 M. Bojtar et al., J. Am. Chem. Soc. 2020, 142 (35), 15164-15171. DOI : 10.1021/jacs.0c07508
1995 V. Ryabukhin et al., J. Comb. Chem. 2007, 9, 1073-1078. DOI : 10.1021/cc070073f
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Cette réaction a dans un premier temps été testée sur un substrat modele, la triphénylamine 40, en
présence du sel 41 ou bien de 4-methylpyridine (Figure 165). Le sel 41 a préalablement été obtenu en
méthylant la 4-méthylpyridine avec un rendement quantitatif.

En 48h et en présence de deux équivalents de sel de pyridinium, une conversion totale a été atteinte,
et seul le produit attendu était présent en LC/MS. Un résultat identique a été obtenu en utilisant
4 équivalents de 4-méthylpyridine.

Malheureusement, ces conditions n’ont pas fonctionné avec les dérivés comportant une tétrazine.
Malgré différents essais en modifiant la concentration de la réaction, le nombre d’équivalents de chlorure
de triméthylsilyle ou de sel de pyridinium, le produit souhaité n’a jamais été obtenu avec cette méthode
de synthése. Il a donc été nécessaire de trouver un autre catalyseur pour effectuer une réaction de
Knoevenagel sur ce type de substrat.

o) o)
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X .
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Figure 166 : Réaction en présence de Knoevenagel sur le composé p-37 en présence de chlorotriméthylsilane

Lors de la réaction de Heck, la N, N-dicyclohexylméthylamine est utilisée en excés dans le DMF et ne
conduit pas a la dégradation de la tétrazine. Il a par conséquent été envisagé de I'utiliser pour catalyser la
réaction de Knoevenagel en milieu basique (Figure 167).

T

B
N__ . DCMA

®
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Figure 167 : Réaction de Knoevenagel avec la N,N-dicyclohexylméthylamine

Cette réaction, qui n’a pas fonctionné, permet de confirmer que la catalyse effectuée habituellement
avec de la pyrrolidine est wune catalyse nucléophile et non acido-basique, car
la N,N-dicyclohexylméthylamine et la pyrrolidine ont des pKa trés proches.

Une étude préliminaire a permis de mettre en évidence que la réaction de formation des iminiums
est plus rapide que la réaction qui engendre la dégradation de la tétrazine. En effet, en présence de
2.0 équivalents de pyrrolidine, aucune dégradation du substrat n’est observée en une heure a
température ambiante dans le DMF (Figure 168).
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Figure 168 : Réaction entre le dialdéhyde p-37 et 2.0 équivalents de pyrrolidine

Malheureusement, apres I'ajout du sel de pyridinium, la réaction de Knoevenagel a bien eu lieu, mais
le « relargage » de la pyrrolidine dans le milieu a engendré la dégradation de la tétrazine (Figure 169).
Cette réaction laisse supposer une formation trés rapide des iminiums a partir du dialdéhyde lors de la
premiere étape. Dans le cas contraire, le produit de départ se serait dégradé.

48¢ Y.

@/ z M
DM ,tk1h
X F
A

z | I
NTON I:/\NH NN
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Figure 169 : Dégradation du produit apreés le relarguage de la pyrrolidine

Pour éviter cette dégradation, il a été envisagé d’utiliser une amine secondaire plus encombrée, la
2,2,6,6-tétraméthylpipéridine, afin de catalyser cette réaction. Malheureusement, I'utilisation de cette
amine sur la « réaction modéle » n’a pas permis d’obtenir le produit souhaité (Figure 170). Cette amine
est probablement trop encombrée pour former les iminiums.

® ®
? ; g <0
N |
eles ol L0 o
N + N~ N7 N
7~
® DM, 100 °C
40 48 h

TP-2Py
Figure 170 : Réaction de Knoevenagel en présence de 2,2,6,6-tétraméthylpipéridine

Cet échec nous a conduit a reconsidérer |’utilisation de la pyrrolidine comme catalyseur pour cette
condensation de Knoevenagel.
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La réaction entre le dialdéhyde et la pyrrolidine (Figure 168) permet de mettre en évidence la
possibilité d’utiliser la pyrrolidine comme catalyseur pour cette réaction, car la formation des iminiums
est plus rapide que la dégradation de la tétrazine. Il est néanmoins nécessaire de piéger la pyrrolidine qui
est relarguée au cours de la réaction de Knoevenagel afin d’empécher la dégradation de la tétrazine. Deux
types de piege peuvent étre envisagés : un électrophile ou bien un acide. Dans les deux cas, le piege ne
doit pas interférer avec la réaction, tout comme le produit formé avec la pyrrolidine. Dans le cas des
acides, il sera également nécessaire de choisir un acide dont la base conjuguée n’est pas nucléophile pour
éviter que celle-ci ne réagisse avec la tétrazine. Différents piéges présentés en Figure 171 ont été testés.2

O

]

NN R g
he e

HCl Pas de réaction
APTS Pas de réaction
4-nitrophénylisocyanate Dégradation du produit
Isocyanate de triméthylsilyle Dégradation du produit
Acide 2-nitrobenzoique Conversion totale. Pas de dégradation
AcOH Moins de 5 % de produit dégradé

Figure 171 : Réaction entre les iminiums et le sel de pyridinium 41

Deux premiéeres tentatives ont été effectuées avec I'acide chlorhydrique (36 % dans I'eau) et I'acide
p-toluénesulfonique. Aucune réaction ne s’est produite en présence de I'un ou I'autre de ces deux acides.
Une des hypotheses est qu’ils sont tous les deux suffisamment forts pour protoner I'acridane, ce qui
entraine une précipitation du substrat.

Dans le cas du 4-nitrophénylisocyanate, ce dernier n’était pas suffisamment soluble dans les
conditions de réaction. Méme en diluant le milieu réactionnel (par 2), il ne semblait pas se solubiliser
davantage. C'est pourquoi l'isocyanate de triméthylsilyle, qui est quant a lui liquide, a par la suite été
utilisé. Malheureusement, la réaction entre la pyrrolidine et la tétrazine s’est avérée étre plus rapide que
celle entre la pyrrolidine et I'isocyanate.

Deux acides possédant un pKa plus faible ne pouvant pas protoner I'acridane ont été testés : I'acide
acétique (pKa = 4,8) et I'acide 2-nitrobenzoique (pKa = 4,2). Pour avoir une base conjuguée peu
nucléophile, I'acide 2-nitrobenzoique qui posseéde un substituant électroattracteur en ortho a été préféré

200 Certains tests ont été effectués sur le squelette triphénylamine (synthétisé par D. Naud, Al CNRS au laboratoire)
et d’autres sur le squelette acridane
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a l'acide benzoique non substitué. Les suivis réactionnels ont permis de conclure que l'acide
2-nitrobenzoique empéchait la formation du produit secondaire qui correspond a la dégradation de la
tétrazine ; et que sa formation restait modérée mais avait tout de méme lieu dans le cas de I'acide
acétique.

La LC/MS du précipité obtenu suite a la réaction avec I'acide 2-nitrobenzoique s’est avérée trés
prometteuse : le produit attendu est largement majoritaire avec une pureté supérieure a 95 % (Figure
172).
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Figure 172 : LC/MS du précipité obtenu apreés la réaction de Knoevenagel (Piege = acide 2-nitrobenzoique)

La RMN 'H de ce méme précipité a néanmoins mis en évidence la présence d’un (ou plusieurs)
produit(s) secondaire(s) au sein de celui-ci, dont les signaux sont entourés sur la Figure 173.

Piege utilisé : RMN 'H du précipité obtenu :

90 88 86 B84 82 80 78 7J6 74 72 JD 68

m L

90 88 86 84 82 80 /8 J6 74 72 70 68

Figure 173 : RMN du proton dans le DMSO-d6 des précipités obtenus apres la réaction de Knoevenagel
(Piege = acide 2-nitrobenzoique en haut et acide acétique en bas) —zoom sur les signaux aromatiques

La structure de ce produit secondaire n’a pas pu étre déterminée. A part un éventuel produit de
dégradation, les seuls composés du milieu réactionnel comportant des signaux aromatiques sont le sel de
pyridinium, I’acide benzoique ainsi que le benzoate de pyrrolidinium formé au cours de la réaction. Les
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RMN *H dans le DMSO de ces différents composés ont été effectuées, et aucun des signaux présents dans
la RMN du précipité n’a pas pu étre attribué a des signaux de ces différents composés. Ces expériences
complémentaires seraient en faveur de la formation d’'un produit secondaire au cours de la réaction
co-éluant avec le produit en LC/MS. Etrangement, aucune différence dans les spectres de masse n’a pu
étre décelée. Pour s’assurer que ce composé provenait bien de la manipulation et n’était pas issu d’une
contamination extérieure, la manipulation a été réalisée en tube RMN dans du diméthylformamide-d7.
Cela a permis de confirmer que ce produit était bien formé au cours la manipulation, sans pour autant
que cela permette de l'identifier.

Finalement, c’est donc I'acide acétique qui a été choisi comme piege pour réaliser cette réaction. Il a
été ensuite nécessaire d’optimiser les autres parametres réactionnels afin d’obtenir une conversion totale
tout en prévenant la dégradation de la tétrazine. En particulier, I'expérience présentée en Figure 168 a
permis de mettre en évidence la non-dégradation de la tétrazine en présence de 2.0 équivalents de
pyrrolidine. Comme la pyrrolidine sera piégée une fois relarguée, il est nécessaire de s’assurer que la
premiere étape de formation des iminiums est quantitative. Il est par conséquent peu judicieux de mettre
exactement 2.0 équivalents de pyrrolidine, notamment car les quantités manipulées impliquent que deux
équivalents représentent moins d’une dizaine de microlitres, ce qui rend peu précis le nombre
d’équivalents introduits méme a I'aide d’une seringue de précision de type Hamilton. Pour pallier ce
probleme, I'expérience présentée en Figure 174 a été réalisée : le dialdéhyde a été mis en présence d’un
exces de pyrrolidine. Un suivi en LC/MS a permis de mettre en évidence que le composé ne s’était pas
dégradé en 15 mina 0 °C.

oy’

pyrrolidine (2.5 éq.)

DMF (0.05 M), 15 min , 0 °C

-37
X P A
Z
N NN
Na _N | I

\l/ NTN

Figure 174 : Formation des iminiums en présence de pyrrolidine a 0 °C

Pour limiter la dégradation, il est donc souhaitable de réaliser la réaction a froid. Comme la réaction
dure plus de 12h et qu’aucun cryostat n’est disponible au laboratoire, les condensations de Knoevenagel
ont été effectuées dans une chambre froide (thermostatée a 4 °C).

1) Pyrrolidine (2.1 éq.)
DMF, 15 min, 0°C

i ] o

| | N
O O 2)AcOH (10éq.), N__J (1.96q)
P

N @

P DMF, 4 °C, 16h
: \ N=N 0- 64 %, m- 58 %, p- 45 %
\_—\_<\ —
N-N 37

Figure 175 : Condensation de Knoevenagel
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Par ailleurs, les premiers essais ont été réalisés avec un exces de sel de pyridinium. Malheureusement,
I’excées de sel de pyridinium précipitait avec le composé attendu. Cela nous a conduit a abaisser la quantité
de sel de pyridinium a 1.9 équivalents. Cela entraine la formation de 10 % de composé possédant encore
un aldéhyde. Néanmoins, ce dernier étant monochargé, il peut étre en partie éliminé lors de I'étape de
précipitation. Ainsi, il est présent a moins de 5 % dans les précipités finaux d’aprés les analyses LC/MS.
Ces différentes optimisations ont permis d’accéder aux composés souhaités avec de bons rendements
compris entre 45 et 64 % selon le régioisomere concerné (Figure 175).

2) Cas de la stratégie PeT?%!

La voie de synthése qui pourrait permettre d’accéder aux sondes fluorogéniques comportant un lien
éther est présentée en Figure 176 ci-dessous.

Condensation de O O
N
44
Knoevenagel
0 N=N
= <\ />

S\2

0

(0] (0]
| ? | '
Couplage de
Buchwald-Hartwig O O Déprotection
N
2

989 )
N + Formylation de 4 43
H Vilsmeier-Haack 0\ OH

Figure 176 : Rétrosynthese des sondes fluorogéniques qui comportent un lien éther

Cette voie de synthese reprend I'étape clé développée sur les dérivés comportant un lien vinyle, la
condensation de Knoevenagel. Le dérivé 44 pourra quant a lui étre obtenu via une réaction entre une
tétrazine bromée et le phénol 43. Ce dernier sera synthétisé en 3 étapes a partir de la 9,9-diméthyl-9,10-
dihydroacridine commerciale.

La synthése de ces dérivés est présentée en Figure 177 page suivante. La premiéere étape qui consiste
en un couplage de Buchwald-Hartwig a été réalisée en adaptant des conditions décrites dans la littérature,
en remplacant le Pd(dba), par du Pdx(dba)3.2% Ces conditions ont permis de coupler les trois iodoanisoles
avec l'acridane avec de trés bons rendements compris entre 86 et 96 % selon le régioisomére considéré.
Une formylation de type Vilsmeier-Haack a ensuite été réalisée pour obtenir les différents dialdéhydes
avec des rendements compris entre 54 et 87 %. L'utilisation de tribromure de bore dans du
dichlorométhane a ensuite permis d’accéder aux trois phénols cibles, avec de bons rendements, allant de
66 % pour I'isomere ortho a 87 % pour |'isomere para.

201 | g synthése du dérivé possédant la tétrazine en position méta a été effectuée par Matthieu Poulain dans le cadre
de son stage de deuxieme année de master.
2028 |, Buss et al., Angew. Chem. Int. Ed. 2020, 59 (8), 3209-3217. DOI : 10.1002/anie.201910828
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iodoanisole O O
Pd,(dba)s, NaO'Bu, P(‘Bu)s.HBF, N

Tolugne, 110 °C, 1 nuit 7“2, 45
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POCI; DMF

0 °C puis 95 °C, 12h
0- 87 %, m- 54 %, p-79 %
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Figure 177 : Synthese des différents phénols 43

En parallele, la bromotétrazine 48 a été synthétisée en 3 étapes selon une procédure décrite dans la
littérature a partir du méthoxyacétonitrile qui est commercial (Figure 178).174

1) Acide 3-mercaptopropionique N
N N2H4.H,0, ACN, EtOH, 72h N
O _#Z o LA
2) NaNO, HCI e N*
33% 46
BBI’3
DCM, -78 °C, 3h
62 %
N CBr. PPh N’N 1) Acide 3-mercaptopropionique
N7 Ig, 3 I N NH2-NH2,\Q9N, EtOH, 72h N
' HO\)\ =N HO_ #
Br\)\N”N 48  DCM, 0 °C puis ta., 3h N™ " 47 2) NéN\&z, HCI ~~
85 %

Figure 178 : Synthese de la bromotétrazine 48

De maniére surprenante, la synthése cette tétrazine en une étape a partir I’hydroxyacétonitrile n’a
pas fonctionné alors que cette réaction fonctionne avec le 3-hydroxypropionitrile (Figure 163). La
premiere étape consiste donc a synthétiser la tétrazine a partir du méthoxyacétonitrile et d’acétonitrile.
La tétrazine 46 a ainsi été obtenue avec un rendement de 33 %. Une déprotection en présence de
tribromure de bore a ensuite été effectuée pour obtenir I'alcool 47. Il est nécessaire d’effectuer cette
réaction a une température de -78 °C pour éviter la dégradation de la tétrazine. Enfin, une réaction
d’Appel a permis d’obtenir le dérivé bromé 48 avec un trés bon rendement de 85 %. Il s’agit d’un dérivé
tres volatile, la purification sur gel de silice a donc été effectuée dans un mélange
pentane/dichlorométhane afin d’éviter que le composé ne s’évapore pendant la concentration aprés la
purification.
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* Pour le régioisomeére ortho, la réaction a été réalisée a 50 °C dans un mélange THF/DMF 1:1

Figure 179 : Substitution nucléophile entre la bromotétrazine 48 et les phénols 43

Une substitution nucléophile a ensuite été effectuée dans le THF en adaptant une procédure décrite
dans la littérature (Figure 179).173 Aprés avoir introduit le phénol et la tétrazine, le milieu réactionnel a
été refroidi a 0 °C pour I'ajout du carbonate de césium. Le milieu réactionnel a ensuite été agité 4h a
température ambiante. Cela a permis d’obtenir les composés en méta m-44 et en para p-44 avec de bons
rendements (62 et 48 % respectivement). Dans le cas du régioisomere ortho, le produit n’a pas été obtenu.
Pour pallier un éventuel probleme de solubilité, du N,N-diméthylformamide a été ajouté. En I'absence de
réaction, la température du milieu réactionnel a été augmentée a 50 °C ce qui a permis d’accéder au
composé souhaité 0-44 avec un trés bon rendement de 70 %.

La réaction de Knoevenagel a ensuite été menée dans les conditions précédemment optimisées
(Figure 180).

1) Pyrrolidine (2.1 éq.)
DMF, 15 min, 0 °C

i i o
| | N
O O 2) ACOH (10 éa), _N__J (19 éq)
\ ®

= DMF, 4 °C, 16h
—:—O N=N 0-64 %, m-41 %, p- 51 % 2 NN
X \_.< >_ T =
N—N N/
N

Figure 180 : Condensation de Knoevenagel

Cette réaction a permis d’accéder aux trois composés souhaités G, H et | avec de bons rendements
compris entre 41 et 64 %.

3) Cas de la stratégie TBET2 (Lien direct)

Une premiere voie de synthése présentée précédemment (Figure 147) a déja permis d’obtenir le
régioisomére para (sonde fluorogénique C). Cette partie sera donc consacrée a la synthése des
régioisomeres ortho et méta.

La voie de synthése qui pourrait permettre d’accéder aux sondes fluorogéniques avec un « lien
direct » est présentée en Figure 181 ci-contre. Face aux difficultés rencontrées pour réaliser des couplages
palladocatalysés sur des composés comportant des tétrazines (évoquées en début de chapitre), cette voie
de synthése a été choisie car elle permet de réaliser le couplage entre I’acridane et un nitrile. La tétrazine
pourra ensuite étre synthétisée a partir de ce dernier. Une formylation de Vilsmeier-Haack (POCl;/DMF)
sera ensuite réalisée pour accéder au dialdéhyde. Cela devrait étre compatible avec la présence de la
tétrazine car celle-ci se dégrade avant tout en présence de nucléophile.
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Figure 181 : Rétrosyntheése des sondes fluorogéniques qui comportent un lien direct

La premiere étape consiste a coupler un bromobenzonitrile avec la 9,9-diméthyl-9,10-
dihydroacridine. Dans la littérature, cette réaction est décrite entre le 2- et le 3-bromobenzonitrile et la
9,9-diphényl-9,10-dihydroacridine selon les conditions suivantes: Pdx(dba); (0.3 éq.), P(‘Bu)s.HBF,4
(2.0 éq.), NaO'Bu (2.0 éq.) dans du toluéne (0.09 M) & 110 °C pendant 24h.%%

Toluene, 110 °C, 1 nuit CN
68 %

2-bromobenzonitrile
O O Pdy(dba); NaO'Bu, P(‘Bu)s.HBF, N
N
H
0-49

Figure 182 : Réaction entre le 2-bromobenzonitrile et la 9,9-diméthyl-9,10-dihydroacridine

Ces conditions n’ont néanmoins pas permis d’obtenir le composé souhaité 0-49. Les quantités de
palladium et de ligands utilisées étant peu usuelles, un second essai a été réalisé en diminuant ces
dernieres a respectivement 2 mol% et 4 mol%. Le produit 0-49 a ainsi été obtenu avec un bon rendement
de 68 % (Figure 182). Ces mémes conditions réactionnelles n’ont cependant pas permis d’obtenir le dérivé
m-49 (Figure 183). Il a été décidé de valider la suite de la voie réactionnelle avec 0-49 avant de trouver
une autre méthode pour obtenir m-49.

3-bromobenzonitrile
Pd,(dba); NaQBy, P(‘Bu);.HBF
Oy ety (U,
N Toluéne,/1h)\°C, 1 nuit
H m-49
CN

Figure 183 : Réaction entre le 3-bromobenzonitrile et la 9,9-diméthyl-9,10-dihydroacridine

203H, Noda et al., Chem. Lett. 2016, 45 (12), 1463-1466. DOI : 10.1246/cl.160814
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Les conditions utilisées usuellement pour la synthése des tétrazines (catalyse a I'acide
3-mercaptopropionique dans |’éthanol) ont été appliquées au nitrile 0-49. Malheureusement, ces
conditions n’ont pas permis d’accéder au composé souhaité (Figure 184).

1) Acide 3-mercaptopropionique
ACN, NH,-NH,
EtOH\t.a/24h
N N
CN 2) NaKO3HCI N=N
Was
0-49 NN o050

Figure 184 : Synthése de la tétrazine 0-50 a partir du nitrile 0-49

Cela s’explique probablement par la trés faible solubilité du composé de départ, trés hydrophobe,
dans le milieu réactionnel. Pour pallier ce probleme, la méme réaction a été réalisée a 50 °C, mais celan’a
pas permis d’obtenir la tétrazine. Ce type de réactions peut également étre effectué dans le DMF ou
encore le dioxane.'” Malheureusement, aucun changement de solvant n’a permis d’obtenir la tétrazine
souhaitée.

Une voie de synthese alternative serait de faire un couplage de Liebeskind—Srogl en faisant réagir
I'acide boronique de I'acridane avec la thiométhyltetrazine, décrit dans la littérature sur des substrats
similaires (Figure 185).2% La réaction de formation de I'acide boronique est par ailleurs décrite dans la
littérature sur la triphénylamine correspondante avec un rendement de 56 %.2% En cas d’échec, I'acide
boronique 0-51 pourrait également obtenu en couplant la 9,9-diméthyl-9,10-dihydroacridine avec I'acide
2-bromophénylboronique, cette réaction étant décrite dans la littérature entre Ia
9,9-diméthyl-9,10-dihydroacridine avec I'acide 3-bromophénylboronique.?®®

—<\ >—SMe

O O 1) n-BuLi, -78 °C, THF Pd(dppf)Cl,, Ag,0
N - N N

N=

\

[ ] N—

Br 2) . \O( B(OH), DMF
L,y 0

0-49 O\I/ 0-51

Figure 185 : Voie de synthese alternative du dérivé o-50

La tétrazine peut quant a elle étre obtenue en trois étapes selon des conditions décrites dans la
littérature (Figure 186).2%

~N

S

~.® © 1) CH3C(OEt)3 ,Pyridine 1
j\ Mel JS\ DMF, 50 °C, 2h NN
HoN( _NH 1l )
HoNw N2 MeOH, reflux, 15h ZISNTNTTT2 2) Phi(OAc), NN
H H 52 % H H DCM, t.a., 1h T

11 %
Figure 186 : Syntheése de la 6-méthyl-3-méthylthio-1,2,4,5-tétrazine?%”

En cas de succes, une voie de synthese similaire pourra étre utilisée également pour I'obtention du
régioisomere méta.

204\, D. Lambert et al., J. Am. Chem. Soc. 2019, 141 (43), 17068-17074. DOI : 10.1021/jacs.9b08677
205 M. S. Yun et al. KR20150051662, 2015.

206 M, Guangyan et al. CN109438435, 2019.

2077, Zhu et al., J. Am. Chem. Soc. 2020, 142 (49), 20778-20787. DOI : 10.1021/jacs.0c09775
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Chapitre n°1-2

V. Conclusion

Grace a la premiere voie de synthése développée, une premiere sonde fluorogénique C a pu étre
obtenue avec un rendement global de 30 % sur 6 étapes. Malheureusement, aucun autre composé n’a pu
étre synthétisé via cette voie de synthese.

NN

1 =30 % (6 étapes)
Figure 187 : Sonde fluorogénique C obtenue grdce a la premiére voie de synthése développée

Les voies de synthése alternatives développées ont néanmoins permis d’accéder a six autres sondes
fluorogéniques, avec des rendements globaux compris entre 10 % sur 5 étapes pour H et 32 % sur 3 étapes
pour F (Figure 188).

N—N
‘r'l -
0- 16 % (4 étapes), D 0-23 % (5 étapes), G
m-15 % (4 étapes), E m-10 % (5 étapes), H
p-32% (3 étapes), F p-14 % (5 étapes), |

Figure 188 : Sondes fluorogéniques obtenues grdce aux voies de synthése alternatives

L'obtention de ces composés a nécessité un effort de méthodologie de synthése notamment sur la
derniere étape de Knoevenagel. Le développement de conditions compatibles avec la tétrazine sensible
en présence de nucléophiles a été mené avec succes.
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CHAPITRE 2-2 : Etudes in vitro

.  Généralités

1) Choix du partenaire réactionnel

Il existe de nombreux partenaires qui peuvent réagir selon une réaction de Diels-Alder a demande
électronique inverse avec une tétrazine (Figure 119). Le choix du partenaire va influencer plusieurs
parametres. En particulier, la vitesse de réaction sera dépendante de ce dernier. La nature du produit
obtenu dépend également du partenaire utilisé. Ainsi, bien que les trans-cycloocténes soient les
partenaires qui permettent d’atteindre les vitesses de réaction les plus élevées, ils entrainent la formation
de dihydropyridazine, alors que les cyclooctynes conduisent a la formation de pyridazine (Figure 189).

H H
T &OH T |@....\OH T
H H
H N)§ H

HN = NN N ~ |
s (]
N NN Na
H OH \r o OH
R2 R2 R2
1,4-dihydropyridazine pyridazine

Figure 189 : Réaction entre la tétrazine et un trans-cycloocténe ou une cyclooctyne

Un des inconvénients de I'utilisation de trans-cyloocténes est que la dihydropyridazine est elle-méme
un inhibiteur de fluorescence via un mécanisme de type PeT (Figure 190).2°® En effet, le rendement
guantique du produit avec le trans-cycloocténe est de 30 %, tandis que celui du produit avec la
cyclooctyne est de 95 %. La dihydropyridazine peut ensuite étre oxydé en pyridazine mais cela requiert la
présence d’un oxydant.

®=0,30

OH

Figure 190 : Structures et rendements quantiques de BODIPY conjugués a une tétrazine, une dihydropyridazine ou une
pyridazine. Figure adaptée de [B. Pinto-Pacheco et al., 2020]?%8

208 B_ pinto-Pacheco et al., Angew. Chem. Int. Ed. 2020, 59 (49), 22140-22149. DOI : 10.1002/anie.202008757
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Sans contréle de I'oxydation de la dihydopyridazine en pyridazine, il peut donc étre difficile de mener
des expériences reproductibles. L’utilisation de dérivé de type BCN semble ainsi é&tre un bon compromis,
car les vitesses de réaction avec ce partenaire reste trés élevées (k =~ 10% a 10° L.mol*.s) et cela permet
d’effectuer des études photophysiques sans devoir contréler I'oxydation.

Par ailleurs, I'utilisation de BCN permet d’obtenir un composé clické qui est conjugué. Cela constitue
une approche judicieuse parfois utilisée pour générer in situ un fluorophore aprés réaction avec la
tétrazine, et donc obtenir des exaltations de fluorescence tres élevées. Cette approche a par exemple été
développée par S.J. Siegl et al. puis reprise par W. Mao et al. afin d’obtenir des exaltations de fluorescence
de plus de 900 (Figure 132). 181209

Dans le cadre de ce projet, méme si les sondes fluorogéniques développées comportent déja un
fluorophore, cela pourrait permettre d’obtenir une structure octupolaire, qui sont connues pour avoir de
meilleures sections efficaces d’absorption biphotonique que leurs analogues dipolaires (Introduction de
la premiere partie, Figure 36).

Structure octupolaire |

Figure 191 : Structure d’un composé clické et analogie avec une structure octupolaire

Le BCN sera donc utilisé pour les expériences de restauration de fluorescence. Sa synthese est
présentée dans la partie suivante.

2) Synthése d’une cyclooctyne, le BCN

La cyclooctyne cible a été synthétisée en 5 étapes a partir du 1,5-cyclooctadiéne selon le schéma
réactionnel décrit en Figure 192, en s’inspirant a la fois de la premiere synthese décrite pour le BCN et
une procédure décrite par J. M. Fox et al. . 292! |3 premiére étape entre le 1,5-cyclooctadiéne et le
diazoacétate d’éthyle n’est pas diastéréosélective. L'apport de J. M. Fox et al. a ainsi été de proposer une
étape conjointe de saponification et d’épimérisation afin d’obtenir un acide carboxylique sous forme d’un
unique diastéréoisomeére, en utilisant du tert-butanolate de potassium comme base. Cette réaction n’a
cependant pas fonctionné, il a été nécessaire d’ajouter de la soude dans le milieu réactionnel afin
d’observer la réaction de saponification, et les deux diastéréoisoméres 53 ont été obtenus dans des
proportions équivalentes avec un rendement global de 52 % sur deux étapes.

2095, ). Siegl et al., ChemBioChem 2019, 20 (7), 886-890. DOI : 10.1002/cbic.201800711
210 ). Dommerholt et al., Angew. Chem. Int. Ed. 2010, 49 (49), 9422-9425. DOI : 10.1002/anie.201003761
211).G. K. O'Brien et al., J. Org. Chem. 2018, 83 (14), 7500-7503. DOI : 10.1021/acs.joc.7b02329
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Rhy(OAc), !BuOK puis NaOH _H ; Ho, H%H
© ta., 6h Et,0/H0, ta., 72h
52 52 % @ 53

25 % 27 %
OYOH _/OH
Ho A LH LiAIH4 Ho A LH
THF, t.a., 1 nuit
87 %
53 54

Br2
DCM, 0 °C, 5 min
95 %

OH
~OH 4
Ho A LH 'BUOK H H
THF, 0 °C puis reflux, 2h
56 %
- 56 Br Br 55

Figure 192 : Synthese du dérivé BCN 56

Un des diastéréoisomeres a ensuite été réduit en présence de tétrahydruroaluminate de lithium dans
le THF pour obtenir I'alcool 54 avec un trés bon rendement de 87 %. L’alcéne 54 a ensuite été dibromé en
présence de dibrome dans le dichlorométhane. L'étape clé de cette synthese est la derniére étape de
double élimination en présence de tert-butanolate de potassium dans le THF qui a permis d’accéder a la
cyclooctyne 56 avec un bon rendement de 56 %.

Il serait par conséquent plus pertinent d’enlever I'étape de saponification et de réduire directement
les esters avec du borohydrure de lithium pour obtenir les alcools correspondants, ce qui est d’ailleurs
proposé dans d’autres synthéses du BCN.2° Cette approche est d’autant plus pertinente que d’autres
catalyseurs ont été développés tres récemment pour augmenter la diastéréosélectivité de la premiere
étape, cela permet d’enlever I'étape de saponification tout en obtenant un diastéréoisomére
majoritaire.?'? La principale limitation de ces synthéses reste le co(it du catalyseur a base de rhodium
utilisé pour la premiere étape : I'acétate de rhodium est vendu au prix de 428 € les 250 mg chez
Sigma-Aldrich.

o) ha(Me-Ox4)4 H A H H H
T o~o AN ’
Ao N\F 2 DCM, t.a.

85 %

Figure 193 : Réaction développée par J.M. Ravasco et al.

212 J M. Ravasco et al., Pure Appl. Chem. 2020, 92 (1), 15-23. DOI : 10.1515/pac-2019-0201
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Il. Réactions in vitro

1) Généralités

Le but de cette partie est d’effectuer la réaction IEDDA avec le BCN, et d’évaluer la brillance des
sondes fluorogéniques avant et apres cette réaction. Usuellement, ces réactions sont réalisées dans un
tampon, et il est possible de suivre la cinétique de ces réactions par spectroscopie de fluorescence. Les
exaltations sont de la méme maniere relativement simple a évaluer car il suffit de faire le ratio entre la
fluorescence a la fin de la réaction et la fluorescence avant I'ajout du partenaire réactionnel.
Malheureusement, ce type d’expériences n’est pas possible pour les sondes fluorogéniques synthétisées
pour ce projet. En effet, les composés clickés ne fluoresceront pas ou tres peu dans I'eau, comme c’est le
cas pour Acri-Py synthétisé en premiére partie.

Bien que ces composés soient censés étre fluorescents dans le glycérol, il est par ailleurs
inenvisageable de faire la réaction directement dans ce solvant du fait de sa viscosité. Les réactions ont
donc été réalisées dans du DMSO ou de I'acétonitrile selon les composés, a des concentrations de I'ordre
du millimolaire, et avec deux équivalents de BCN. Aprés avoir contrélé I'avancement de la réaction IEDDA
par LC/MS, différentes caractérisations ont pu étre effectuées. En particulier, les rendements quantiques
et les coefficients d’absorption molaire des sondes avant et aprés réaction ont été ensuite évalués dans
le glycérol.

2) Mise en solution des sondes fluorogéniques

Néanmoins, différents probléemes ont été rencontrés en amont de la réalisation des expériences de
spectroscopie. La mise en solution des composés dans le DMSO a entrainé |'apparition de produits de
dégradation. En Figure 194 se trouve la LC/MS d’un précipité des composés de la série vinyle obtenue a
la fin de la réaction de Knoevenagel. Deux produits sont présents : le produit attendu (pureté > 96 %) et
le mono issu de la Knoevenagel (< 4 %).
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Figure 194 : Exemple de LC/MS d’un précipité obtenu a la fin de la réaction de Knoevenagel
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Les spectres de masse présentés en Figure 195 permettent de confirmer la nature de ces produits.
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Figure 195 : Spectres de masse des composés présents dans le chromatogramme Figure 194

Malheureusement, apres la mise en solution pour réaliser une solution stock dans le DMSO, la
présence de produits de dégradation a été identifiée (Figure 196).

MOAB38- 0,5mM-MeOH 2. Diode Array
615 Range: 106242
1.0e+2

\
124 \35

050 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 7.00 750 600 8.50 900 950 10,00 10.50 11.00

Figure 196 : LC/MS de la solution du composé dans le DMSO

Ces produits de dégradation sont probablement issus de la réaction d’un ou plusieurs nucléophiles
avec la tétrazine. Le nucléophile pourrait provenir du DMSO ou bien d’un nucléophile ayant précipité avec
le composé suite a laréaction de Knoevenagel (par exemple de I'acétate généré a partir de I'acide acétique
ayant réagi avec la pyrrolidine). La dégradation s’est néanmoins produite avec plusieurs lots et qualités
de DMSO (essais avec du DMSO qualité « Molecular Biology », DMSO anhydre etc.). Par ailleurs, la
superposition de la RMN *H du composé et de la RMN *H de I'acétate de potassium n’a pas permis de
mettre en évidence la présence d’acétate dans le précipité final. Cependant, pour éliminer I’"hypothése
d’un nucléophile dans le précipité, et également pour récupérer du produit propre a partir des différentes
solutions dégradées, les composés ont été purifiés a nouveau, cette fois-ci par HLPC préparative. La nature
des composés n’a pas permis de réaliser les purifications sans acide. Ces purifications ont été réalisées en
présence de TFA. Afin d’éviter tout probleme de dégradation, le trifluoroacétate a été échangé par un
chlorure suite a la purification.
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Figure 197 : Produit obtenu suite a purification par HPLC préparative. Le changement de temps de rétention par rapport aux
précédents chromatogrammes est di a un changement de colonne

Cette procédure a permis la purification d’'une partie des composés (exemple de LC/MS en Figure 197)
dont les propriétés photophysiques sont présentées dans la partie suivante.

Malgré ces purifications, des problémes de dégradation sont a nouveau survenus dans le DMSO. Ainsi,
les solutions stocks des composés ont par la suite été réalisées dans un mélange 1:1 ACN/MeOH, les
composés fluorogéniques étant beaucoup plus stables dans ce mélange que dans le DMSO.

3) Détermination des exaltations de fluorescence

Les propriétés photophysiques des différentes sondes fluorogéniques ont été évaluées dans le
glycérol, aprés réaction de ces derniéres avec du BCN.

Les résultats obtenus pour les sondes fluorogéniques « lien vinyle » sont récapitulés dans le Tableau
20. Pour chaque régioisomeére, le rendement quantique de la sonde aprés la réaction de click est supérieur
a celui avant la réaction de click, ce qui permet de valider le design utilisé.
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H
Of-
H OH

2 NeN ACN/MeOH (1:1, 5 mM)
SN
"oFFr
Ll Ll L
L.molt.cm™ L.molt.cm® | L.moll.cm? L.molt.cm™
ortho 58 500 1% 590 59 700 15% 8960 14,4
méta 52 500 4% 2100 54 600 11% 6010 2,6
para 53 700 5% 2 690 54 600 11% 6 010 2,3

Tableau 20 : Propriétés photophysiques dans le glycérol des sondes fluorogéniques possédant un lien vinyle avant et aprés
réaction avec le BCN

Dans chaque cas, les coefficients d’absorption molaire avant et aprés réaction sont sensiblement
identiques. La fluorogénicité s’explique par conséquent essentiellement par |'augmentation du
rendement quantique. Les exaltations de fluorescence sont comprises entre 2,3 pour l'isomére para et
14,4 pour l'isomere ortho. Par ailleurs, par souci de concision les longueurs d’onde d’absorption et
d’émission maximales ne sont pas précisées dans le tableau, car elles sont tres peu modifiées au cours de
la réaction (de I'ordre de 1 a 3 nm au maximum). Enfin, il est intéressant de noter que les composés clickés
sont plus fluorescents que le fluorophore Acri-Py décrit en premiére partie. Cela pourrait suggérer que
les structures clickées peuvent étre assimilées a des structures octupolaires (hypothése proposée en
Figure 191).

Les propriétés photophysiques de I'unique sonde obtenue avec un lien direct (régioisomere para)
ont également été évaluées (Tableau 21).

H
| 20N
., OH
ACN (1 mM)
NN
NTN
'IOFF" llONll
Eoff
L.molt.cm™
para 53 800 3,5% 1 880 54 200 12 % 6 500 3,4

Tableau 21 : Propriétés photophysiques dans le glycérol de la sonde fluorogénique lien « direct » avant et apreés réaction avec le
BCN
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De la méme maniere, les coefficients d’absorption molaire avant et apres réaction sont similaires,
la fluorogénicité est donc due a l'augmentation du rendement quantique. Les longueurs d’onde
maximales pour I'absorption et pour I’émission sont également tres peu modifiées au cours de la réaction.
Pour cette sonde, 'exaltation de fluorescence est de 3,4, ce qui est supérieur a I'exaltation obtenue avec
le lien vinyle. Cela pourrait ainsi suggérer que ce design est plus prometteur que celui avec un lien vinyle.

I1l. Conclusion

Malgré les difficultés rencontrées pour réaliser les études biophysiques, les propriétés
spectroscopiques de 4 sondes fluorogéniques ont été étudiées. Des premiers résultats trés encourageants
ont été obtenus pour la stratégie TBET. En particulier une exaltation de fluorescence de 14,4 a été
mesurée pour la sonde fluorogénique D (régioisomere ortho, lien vinyle). Par ailleurs, une exaltation de
3,4 a été obtenue pour la sonde fluorogénique C (régioisomere para, lien direct). Il sera ainsi pertinent de
s’intéresser rapidement a |'optimisation de nouvelles voies de synthése pour I'obtention de la sonde
fluorogénique A (régioisomere ortho, lien direct), car la modélisation moléculaire a permis de mettre en
évidence son fort potentiel par rapport a I'isomere para.

Faute de temps, les expériences n’ont malheureusement pas pu étre réalisées sur la série comportant
le lien éther (stratégie PeT).
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CONCLUSION GENERALE

Le premier objectif de ces travaux de thése était de développer un fluorophore excitable a deux
photons aux propriétés photophysiques et physico-chimiques optimisées pour la microscopie
biphotonique en cellules vivantes. Dans cette démarche, 7 nouvelles sondes excitables a deux photons

ont été synthétisées. Leurs structures sont rappelées en Figure 198 ci-dessous.
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Figure 198 : Structures des sondes excitables a deux photons obtenus et rendements globaux associés

Elles ont été obtenues en 3 a 6 étapes avec des rendements globaux compris entre 8 % pour SiFluo-V
et 62 % pour Acri-Py. Leurs propriétés photophysiques linéaires et non linéaires ont ensuite été étudiées.
Un récapitulatif succinct des données obtenues est proposé en Figure 199 page suivante. Ces sondes ont
des propriétés similaires : elles sont quasiment éteintes dans I'eau, mais sont fluorescentes dans le
glycérol avec des rendements quantiques de trés faibles (1,5 % pour Pheno-Py) a bons (31 % pour
SiFluo-V). Leurs propriétés d’absorption biphotonique sont trés élevées (sections efficaces d’absorption
biphotonique maximales comprises entre 1 000 et 3 650 GM, en excluant SiFluo-V), ce qui permet de
valider le design quadrupolaire choisi. Différentes études de modélisation moléculaire ont par ailleurs
permis de comprendre les données obtenues pour une premiére série de molécules (les silafluorénes) et
de prédire une tendance pour une deuxiéme série de sondes.

Parmi ces différentes fluorophores, Acri-Py s’est révélé comme étant particulierement prometteur :
il émet dans le rouge et possede une section efficace d’absorption biphotonique maximale de 3 630 GM
a 870 nm. Par conséquent, bien que son rendement quantique soit modeste (9 % dans le glycérol), sa
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brillance biphotonique est trés élevée (330 GM a 870 nm). Son ratio section efficace d’absorption
biphotonique sur masse molaire est de 8.0, ce qui en fait un fluorophore particulierement efficace.
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210 GM (700 nm) 2150 GM (760 nm)
8/M= 0.5, B,, = 65 GM (760 nm) 8/M= 4.8, B,, = 620 GM (760 nm)
\ﬁ/l . /ﬁ/ \%/I 5 /%/
el - \\S/, PN | Ie SIS ~ g 'S | Ie
N N
| |
Sulfon-Py Sulfox-Py
Aups 1p =432 0m, A, =547 nm, ® =24 % A, 1p =443 nm, A, =556 nm, ® =23 %
2 680 GM (770 nm), 1 800 GM (900 nm) 3270 GM (770 nm), 2 400 GM (900 nm)
8/M-= 5.6, B,, = 640 GM (770 nm) 8/M= 7.0, B,, = 750 GM (770 nm)
& N N o
MY Mt A @ Ol o s 1@
Z J Z
N N
| |
Phenaz-Py Acri-Py Pheno-Py

Aps 1p =490 nm, A, =610 nm, D =11% Apo1p =505 nm, A, =627 nm, ®=9% Ay, =544 nm, A, =664 nm, ® =1,5%
\ 3650 GM (840 nm), 1120 GM (960 nm) 3630 GM (870 nm), 1 300 GM (950 nm) 3 070 GM (880 nm), 2 070 GM (960 nm)
\ 8/M=17.7, B, =400 GM (840 nm) 8/M= 8.0, B,, = 400 GM (840 nm) 8/M=17.1, B,, =50 GM (880 nm) 7
7/

Figure 199 : Composés excitables a deux photons obtenus et leurs propriétés photophysiques dans le glycérol

Ces premiers résultats encourageants nous ont conduit a réaliser des expériences de microscopie en
cellules vivantes avec cette sonde, aprés s’étre assuré de son absence de toxicité via un test MTT. Le
potentiel de cette sonde a été confirmé par les images obtenues en microscopie biphotonique (Figure
200).

hv =950 nm

Figure 200 : Image en cellules vivantes d’Acri-Py apres excitation biphotonique (950 nm)
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Ces expériences ont pu mettre en évidence sa capacité a franchir la membrane des cellules, ce qui a
permis d’obtenir des images trés contrastées, cohérentes avec la forte brillance de cette sonde évaluée
préalablement in vitro. Sa photostabilité est également un atout de taille pour la microscopie
biphotonique.

Apres avoir rempli le premier objectif et avoir trouvé un excellent candidat pour la microscopie
biphotonique en cellules vivantes, le second objectif de ce projet a été d’utiliser ce fluorophore, Acri-Py,
afin de concevoir une sonde fluorogénique (ou OFF-ON) excitable a deux photons pour la chimie
bioorthogonale. En s’appuyant sur différents mécanismes d’inhibition de fluorescence, et en particulier
le PeT et le TBET, la synthése de 9 sondes fluorogéniques a été envisagée. Parmi elles, la synthese de 7
sondes fluorogéniques a été menée avec succeés, notamment via un effort de développement
méthodologique de conditions réactionnelles compatibles avec la tétrazine. Leurs structures sont
rappelées dans Figure 201 ci-dessous.

NN
NN

T

n =30 % (6 étapes), C

0-16 % (4 étapes), D 0-23 % (5 étapes), G
m-15% (4 étapes), E m-10% (5 étapes), H
p-32% (3 étapes), F p-14 % (5 étapes), |

Figure 201 : Structures des 7 sondes fluorogéniques obtenues et rendements globaux associés

Enfin, des résultats préliminaires trés encourageants ont été obtenus in vitro. Notamment, une
exaltation de fluorescence de 14,4 a été mesurée pour la sonde fluorogénique D (régioisomere ortho, lien
vinyle). Dans le cas de la stratégie TBET, I'isomére ortho semble ainsi le plus prometteur. Il sera par
conséquent essentiel de s’intéresser prochainement au développement de nouvelles voies de synthese
pour I'isomeére ortho dans le cas du lien direct (sonde A). En effet, la comparaison des deux régioisomeres
para a permis de mettre en évidence que la stratégie lien direct pourrait étre plus efficace que la stratégie
lien vinyle (exaltation de 3,4 contre 2,3). Il sera par la suite nécessaire de poursuivre les études
photophysiques, notamment sur les composés non étudiés par manque de temps, afin d’évaluer
I'efficacité de la stratégie PeT.

Les sections efficaces d’absorption biphotonique des composés avant et aprés réaction de click
seront également évaluées afin d’obtenir des exaltations de fluorescence « biphotoniques ». Les
excellentes propriétés biphotoniques du fluorophore utilisé (Acri-Py), laissent espérer des sections
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efficaces de plusieurs milliers de GM pour les sondes fluorogéniques. Par ailleurs, les études
photophysiques réalisées sur les composés clickés ont mis en évidence que ces derniers possédaient un
rendement quantique supérieur a Acri-Py, ce qui laisse penser que la structure de ces sondes peut étre
assimilée a une structure octupolaire et non plus quadrupolaire. Il est possible que les sondes
fluorogéniques aient par conséquent des propriétés biphotoniques encore plus spectaculaires que celles
d’Acri-Py (dmax = 3 630 GM a 870 nm). Elles seraient ainsi bien plus performantes que celles décrites dans
la littérature, qui possedent des sections efficaces d’absorption biphotonique d’une dizaine de GM
environ.

Une fois ces études terminées, une preuve in cellulo devra étre réalisée (Figure 202).

R\: = 870/950 nm \}l\; = 870/950 nm

Inhibiteur
inactivé

p 4

Figure 202 : Preuve de concept in cellulo des sondes fluorogéniques développées
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PERSPECTIVES

Une fois la preuve de concept validée avec les composés précédemment synthétisés, il sera
nécessaire de s’affranchir de leur adressage aux mitochondries. Cette étape est cruciale afin qu’il puisse
jouer pleinement leur role, c’est-a-dire pouvoir réagir avec une cible n’'importe ol dans une cellule, et non
pas exclusivement dans les mitochondries (Figure 203).

° & g
NS
LD
, R dirigé
Inhlblteur de y Inhibiteur ‘ /
fluorescence ) inactivé g
1 R w

E

p 4

Figure 203 : Objectif final des outils développés, avec une cible possédant une localisation particuliére

Pour cela, la modification des accepteurs vinylpyridiniums sera incontournable. Il sera indispensable
d’utiliser des accepteurs permettant un marquage non dirigé. Des études préliminaires a ce sujet ont mis
en évidence le potentiel d’un accepteur de type py-sulfonate a répondre a cette problématique. En effet,
dans le cadre de cette these, le composé Acri-Py-sulfo a été synthétisé et ses propriétés photophysiques
étudiées (Tableau 22 ci-dessous).

Acri-Py-sulfo
Acri-Py- 45 600 488 nm 665 nm <0,1% <45
sulfo Glycérol 42 200 625nm  11% 4 640
Eau 56 800 483 nm 665 nm <0,1% <57
Acri-Py
Glycérol 51 300 505 nm 627 nm 9% 4 600

Tableau 22 : Propriétés photophysiques d’Acri-Py et d’Acri-Py-sulfo

Ce composé possede des propriétés tres similaires a Acri-Py, et en particulier une brillance dans le
glycérol quasiment identique. Les résultats obtenus sur les premiéres sondes fluorogéniques pourront
ainsi étre étendus sans difficultés a ce nouveau fluorophore. De la méme maniére, Acri-Py-sulfo possede
des propriétés d’absorption biphotonique similaires, et méme trés légerement meilleures que son
analogue Acri-Py, comme le montre les spectres d’excitation biphotonique en Figure 204 en page
suivante.
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biphotonqiue (GM)

Section efficace d'absorption

o 1 1 1 1 1 J
700 750 800 850 900 950 1000

Longueur d'onde (nm)
—&— Acri-Py —@— Acri-Py-sulfo

Figure 204 : Spectres d’excitation biphotonique d’Acri-Py et d’Acri-Py-sulfo dans le glycérol

Le composé Acri-Py-sulfo posséde une brillance biphotonique environ 25 % plus élevée que le dérivé
Acri-Py (Tableau 23).

870 330

Acri-P 3630 9%
E 950 1300 ° 120
Acri-Py-sulfo 890 3940 11% 430

Tableau 23 : Propriétés d’absorption biphotonique d’Acri-Py et d’Acri-Py-sulfo

La pénétration cellulaire de composé a été évaluée via des expériences préliminaires de microscopie
en cellules vivantes (Figure 205).

Controle

Acri-Py-sulf
cri-Py-sulfo (0.5 % DMSO)

496 nm
(500-700 nm)

Superposition

Figure 205 : Cellules A549 incubées en cellules vivantes avec Acri-Py-sulfo a 5 uM pendant 2h apres excitation a 496 nm.
Détection : 500-700 nm. Barre d’échelle : 20 um
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Ces images permettent de conclure que ce composé rentre bien en cellules. Les images obtenues
sont peu contrastées, mais cela peut s’expliquer par le fait que le composé a un marquage non dirigé.
L'absence d’accumulation localisée entraine inévitablement un moindre rapport signal sur bruit par
rapport aux autres images présentées dans ce manuscrit. Cela s’ajoute également au fait que ce type de
composés est quasiment éteint dans I'eau. En I'absence de cible qui pourrait créer un environnement
contraint, la brillance de ce composé est faible. Cela pourra étre un réel avantage pour les sondes
synthétisées qui posséderont une « double-fluorogénicité »: une premiére liée au changement
d’environnement, et une seconde liée a la réaction bioorthogonale. Méme si les exaltations mesurées in
vitro sont modestes, elles seront probablement sous-estimées par rapport a ce a quoi il est possible de
s’attendre in cellulo.

Par ailleurs, en cas de probleme avec la stratégie sulfonate, il sera également envisageable de
changer totalement d’accepteur. Il est par exemple possible d’utiliser des rhodanines, par analogie avec
la TP-2Rho précédemment synthétisée au laboratoire (Figure 206).%

o) o]
}-——\ S S /\{
HO N—( >—N OH
o S S o
| |
N
Acri-Rho
TP-2Rho
Agps =500 nm, A, = 600 nm
b=16%

¢=78800L.moll.cm?
6=379 GM (870 nm)

Figure 206 : Structure et propriétés photophysiques de la TP-2Rho dans le DCM et structure d’Acri-Rho

L'inconvénient de ce type d’accepteurs est qu’ils sont chargés négativement a pH physiologique, ce
qui peut entraver le passage a travers la membrane des cellules. Pour pallier ce probléme, il pourrait étre
pertinent de transformer les acides carboxyliques en esters méthyliques. Ces derniers pourront ensuite
étre aisément saponifiés par des estérases présentes dans le milieu intracellulaire (Figure 207).

Acri-RhoMe

T o) Q
Milieu extracellulaire /“( y-—\
?‘N 0— HO
o (o) i o
Estérases
e
N Milieu intracellulaire
|
Acri-RhoMe Acri-Rho

Figure 207 : Obtention d’Acri-Rho a partir d’Acri-RhoMe aprés franchissement de la membrane d’une cellule et réaction avec
des estérases
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PARTIE EXPERIMENTALE

. Synthesis

Reagents were purchased as reagent-grade and used without further purification unless otherwise
stated. THF, DMF, DCM, EtsN and pyrrolidine were freshly distilled before use. The concentration of n-
Buli in hexanes was determined by titration performed in triplicate prior to use, thanks to the method
described by J. Suffert.?!®> Analytical thin-layer chromatographies (TLC) were carried out on Macherey
Nagel Alugram Xtra SIL G/UV254 plates using UV light (A = 254 nm) as visualizing agent. Flash
chromatographies were carried out with Macherey Nagel silica gel (40-63 pm) on CombiFlash Companion
from Teledyne Isco equipped with packed silica cartridges from Macherey Nagel. Preparative TLC were
carried out on Macherey Nagel TLC plates SIL G-200 UV254. NMR spectra were recorded on Bruker AV300
spectrometer at room temperature. Chemical shifts (§), which are expressed in part per million (ppm),
were determined relative to residual non-deuterated solvent as an internal reference respectively CD;0D,
CDCls, (CD3),SO (**C NMR: 6 = 49.00; 77.23; 39.52 ppm; 'H NMR: 6§ = 3.31; 7.26; 2.50 ppm). Coupling
constant(s) in hertz (Hz) were measured from one-dimensional spectra and multiplicities were
abbreviated as following: s (singlet), d (doublet), t (triplet), q (quadruplet), m (multiplet). Melting points
were measured with a Melting Point Apparatus SMP30 (Stuart). LC-MS spectra (ESI in the positive ion
mode) were recorded on a Waters Micromass ZQ instrument (source voltage : 30 V) coupled to a Waters
Alliance Separations Module 2695, equipped with a Waters XBridge C18 - 3.5um column (3.0 x 100
mm) and a Waters PDA 2998, using the following gradient (Solvent A : H,O + 0.1% Formic Acid, Solvent B
: CH3CN + 0.1% Formic Acid, Flow : 0.5 mL/min) :

Time (min) A (%) B (%)
0 | 98 2
1 | 98 2
7 | 0 100
9 \ 0 100
13 | 98 2

Or equipped with a Luna Omega C18 - 3 um 100 A column (3.0 x 50 mm) and a Waters PDA 2998, using
the following gradient (Solvent A : H,0 + 0.1% Formic Acid, Solvent B : CHsCN + 0.1% Formic Acid) :

Time (min) A (%) B (%) Flow (mL/min)
0 95 5 0.5
1 95 5 0.5
6 0 100 0.5
8 0 100 0.5
8.5 95 5 0.6
10.5 95 5 0.6
11 95 5 0.5

213 ), Suffert, J. Org. Chem. 1989, 54, 510-512. DOI : 10.1021/j000263a052
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Partie expérimentale

2,2'-diiodobiphenyl 4 :

At -78 °C and under Ar atmosphere, n-Buli in hexanes (28.0 mL, 1.45 M,

2 40.5mmol, 2.3 eq.) was added over 1 h to a solution of
1

I 2,2'-dibromobiphenyl 2 (5.50 g, 17.6 mmol, 1.0 eq.) in dry THF (30 mL). A solution
Ch:gﬂ;i?:ggﬁgglz of 1,(10.3 g, 40.5 mmol, 2.3 eq.) in dry THF was then added dropwise. The mixture
was allowed to warm to r.t. and stirred for 2h. A 2 % aqueous sodium thiosulfate solution (100 mL) was
used to quench the reaction. The aqueous layer was extracted three times with DCM. Organic layers were
combined, washed with brine and dried over MgS0O.. The crude was filtered over a small silica plug
(Eluent : Cyclohexane) and after concentration, the filtrate was recrystallized in pure heptane to give the

expected product as white crystals (5.40 g, 13.3 mmol, n = 75 %).

CAS number [2236-52-4]

1H NMR (300 MHz, CDCls) : & = 7.95 (dd, J = 7.5 Hz, 1.0 Hz, 2H, H.), 7.42 (td, J = 7.5 Hz, 1.0 Hz, 2H, H,), 7.20
(dd, J = 7.5 Hz, 1.5 Hz, 2H, Ha), 7.09 (td, J = 7.5 Hz, 1.5 Hz, 2H, Hs).

LC/MS (ES+) : tr = 8.37 min
TLC : R¢ (Cyclohexane) = 0.59
Melting point : 105 °C

5,5'-dibromo-2,2'-diiodobiphenyl 3 :

5 5 Under Ar atmosphere, Br, (1.43 mL, 27.8 mmol, 2.2 eq.) and Iron (106 mg,

r r
1

2 1.9 mmol, 0.2 eq.) were added to a solution of 2,2'-diiodobiphenyl 4 (5.15 g,

3N 12.6 mmol, 1.0 eq) in dry DCM (120 mL). The mixture was heated under reflux

Chemical Formula: C12HeBrolo - 2h, a 2 % aqueous sodium thiosulfate solution (100 mL) was then used to
Exact Mass: 561,6926

quench the reaction. The aqueous layer was extracted three times with DCM.

Organic layers were combined, washed with brine and dried over MgSO,. The crude was washed with

DCM and filtered to give the expected product as a white powder (5.00 g, 8.87 mmol, n =70 %).

CAS number [852139-02-7]

H NMR (300 MHz, CDCls) : § = 7.78 (d, J = 8.5 Hz, 2H, Hs), 7.32 (d, J = 2.5 Hz, 2H, H1), 7.24 (dd, J = 8.5 Hz,
2.5 Hz, 2H, Ha).

LC/MS (ES+) : tr=9.17 min
TLC : R¢ (Cyclohexane) = 0.68

2,8-dibromo-5,5-dimethyl-5H-dibenzo[b,d]silole - SiFluo-Br-V :

r At -78 °C and under Ar atmosphere, n-Buli in hexanes (5.81 mL, 1.45 M,

Br. 1 B
2 8.42 mmol, 2.0 eq.) was added over 1h to a solution of 5,5'-dibromo-2,2'-
3 A

A diiodobiphenyl 3 (2.38 g, 4.21 mmol, 1.0 eq.) in dry THF (80 mL). After 30 min,

Chemical Formula: C14H42Br,Si  dichlorodimethysilane (0.77 mL, 6.32 mmol, 1.5 eq.) was added dropwise. The
Exact Mass: 365,9075
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Partie expérimentale

mixture was then allowed to warm to r.t. and stirred for 4h. Water (100 mL) was introduced to quench
the reaction. The aqueous layer was extracted three times with DCM. Organic layers were combined,
washed with brine and dried over MgS0,. The crude was filtered over a small silica plug (Eluent :
Cyclohexane) and the filtrate was concentrated under reduce pressure. The resulting residue was washed

with pentane and filtered to give the expected product as white crystals (0.96 g, 2.61 mmol, n = 62 %).

CAS number [1315321-81-3]

'H NMR (300 MHz, CDCl3) : 6 =7.90 (d, J = 1.5 Hz, 2H, H1), 7.48 (d, J = 7.5 Hz, 2H, Hs), 7.43 (dd, J = 7.5 Hz,
1.5 Hz, 2H, Hy), 0.41 (s, 6H, Ha).

13C NMR (75 MHz, CDCls) : 6 = 148.7 (Cq), 137.9 (Cq), 134.2 (C3), 130.9 (C3), 125.5 (Cq), 124.6 (C1), -3.3 (Ca).
LC/MS (ES+) : tr = 9.36 min

TLC : R¢ (Cyclohexane) = 0.59

Melting point : 138 °C

4,4'-((1E,1'E)-(5,5-dimethyl-5H-dibenzo[b,d]silole-2,8-diyl)bis(ethene-2,1-diyl))dipyridine, SiFluo"-V :

Under Ar atmosphere, Pd(OAc); (3 mg, 14 umol, 0.1 eq.) and P(o-tol)s
(6.5mg, 21 umol, 0.2 eq.) were solubilized in a EtsN/DMF mixture (2:1,

2 mL) freshly degassed. The mixture was stirred 15 min and degassed

7 /Si\ once again. SiFluo-Br-V (52 mg, 0.14 mmol, 1.0 eq.) and

4-vinylpyridine (0.04 mL, 0.35 mmol, 2.5 eq.) were added. The mixture

Chemical Formula: CygH24N,Si

Exact Mass: 416,1709 was then stirred at 90 °C overnight. The crude was diluted in DCM

(25 mL). The organic layer was washed with a saturated NaHCOs aqueous solution and dried over MgSOa.
The crude was purified by flash chromatography on silica gel (DCM/EtOH, 100:0 to 90:10). The resulting
solid was dissolved in DCM, then diethyl ether was added to obtain a precipitate which was filtered to
give the expected product as a white powder (23 mg, 55 pmol, =39 %).

1H NMR (300 MHz, CDCls) : & = 8.62 (d, J = 6.0 Hz, 4H, H1), 8.05 (s, 2H, Hs), 7.68 (d, J = 7.5 Hz, 2H, H;), 7.50

(d,J = 7.5 Hz, 2H, Hg), 7.43 (d, J = 6.0 Hz, 4H, H,), 7.42 (d, J = 16.5 Hz, 2H, Hs), 7.18 (d, J = 16.5 Hz, 2H, Ha),
0.46 (s, 6H, Hs).

3C NMR (75 MHz, CDCl3) : 6 = 150.4 (C1), 148.1 (Cq), 144.6 (Cq), 140.4 (C,), 138.2 (C), 133.5 (C3), 133.4
(C7), 126.7 (Ca), 126.5 (Ce), 121.0 (C2), 119.3 (Cs), -3.1 (Cs).

LC/MS (ES+) : m/z = 417.3 ([M+H]"), tr = 6.19 min

HRMS (ES+) : calculated for CasHasNoSit 417.1782, found 417.1784
TLC : Rt (DCM/EtOH, 95:5) = 0.21

Melting point : > 240 °C
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Partie expérimentale

SiFluo-V :

A large excess of iodomethane (0.3 mL, 100 eq.) was added to
a solution of SiFluo™V (20 mg, 48 umol, 1.0 eq.) in a
MeOH/DCM (1:1) mixture (2 mL). The reaction was stirred at
30 °C overnight : a yellow precipitate appeared. Diethyl ether

was added to increase the amount of solid. It was then filtered

Chemical Formula: CagHaql,N,Si under vacuum to give the expected product as a pale-yellow

Exact Mass: 700,0268
solid (21 mg, 30 pmol, n =62 %).

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) : 6 =8.92 (d, J = 6.0 Hz, 4H, H1), 8.63 (s, 2H, Hs), 8.35 (d, J = 6.0 Hz, 4H, H,),
8.12 (d, J=16.5Hz, 2H, H4), 7.98 (d, J = 16.5 Hz, 2H, Hs), 7.88 (d, J = 7.5 Hz, 2H, H5), 7.65 (d, J = 7.5 Hz, 2H,
He), 4.29 (s, 6H), 0.46 (s, 6H, Hs).

13C NMR (75 MHz, DMSO-de) : & = 152.4 (Cq), 147.5 (Cq), 145.2 (C1), 141.8 (Cy), 140.5 (C4), 137.4 (Cq), 133.9
(C7), 128.5 (Cs), 124.0 (Cs), 123.6 (C3), 119.7 (Cs), 47.0 (Co), -3.4 (Cs).

LC/MS (ES+) : m/z = 445.3 ([M-21]%*), tr = 8.50 min
HRMS (ES+) : calculated for C3oH30N-ISi* 573.1217, found 573.1250
Melting point : > 240 °C

3,7-dibromo-5,5-dimethyl-5H-dibenzol[b,d]silole, SiFluo-Br-L :

, 1 At -78 °C and under Ar atmosphere, n-Buli in hexanes (0.49 mL, 1.45 M,
BrBr 0.71 mmol, 2.0 eq.) was added over 1h to a solution of 4,4'-dibromo-2,2'-
3 /Si\ diiodo-1,1'-biphenyl 5 (200 mg, 0.35 mmol, 1.0 eq.) in dry THF (6 mL). After

4
Chemical Formula: C14H12Br2Si - 30 min, dichlorodimethysilane (65 pL, 0.53 mmol, 1.5 eq.) was added
Exact Mass: 365,9075
dropwise. The mixture was then allowed to warm to r. t. and stirred for 4h.
Water (10 mL) was introduced to quench the reaction. The aqueous layer was extracted three times with
DCM. Organic layers were combined, washed with brine and dried over MgSQ,. The crude was filtered
over a small silica plug (Eluent : Cyclohexane) and the filtrate was concentrated under reduce pressure.

The resulting residue was washed with pentane and filtered to give the expected product as white crystals

(75 mg, 0.20 mmol, n = 57 %).

CAS number [1228595-79-6]

1H NMR (300 MHz, CDCls) : § = 7.71 (d, J = 2.0 Hz, 2H, Hs), 7.63 (d, J = 8.5 Hz, 2H, H1), 7.54 (dd, J = 8.5 Hz,
2.0 Hz, 2H, H,), 0.43 (s, 6H, Ha).

13C NMR (75 MHz, CDCls) : & = 145.6 (Cy), 141.5 (Cq), 135.7 (C3), 133.4 (Cy), 122.6 (C41), 122.5 (C), -3.4 (Ca).
TLC : R¢ (Cyclohexane) = 0.68
Melting point : 147 °C
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Partie expérimentale

4,4'-((1E,1'E)-(5,5-dimethyl-5H-dibenzo[b,d]silole-3,7-diyl)bis(ethene-2,1-diyl))dipyridine, SiFluo"-L :

Under Ar atmosphere, Pd(OAc), (4 mg, 18 umol, 0.1 eq.) and

5 2
7N\ O O o~ L
N \4 \ N P(o-tol); (8 mg, 26 umol, 0.15 eq.) were solubilized in a EtsN/DMF
7 ° 3 A

6 mixture (2:1, 3 mL) freshly degassed. The mixture was stirred
CheELC:;F,\;;?::Ii:1gff7HggN28i 15 min and degassed once again. SiFluo-Br-L (65 mg, 0.18 mmol,

1.0 eq.) and 4-vinylpyridine (47 pL, 0.44 mmol, 2.5 eq.) were added. The mixture was then stirred at 90 °C
overnight. The crude was diluted in DCM (25 mL). The organic layer was washed with a saturated aqueous
NaHCOs; solution and dried over MgSOa. The crude was purified by flash chromatography on silica gel
(DCM/EtOH, 100 :0 to 90 :10) to give the expected product as a yellow solid (52 mg, 0.12 mmol, n =71 %).
'H NMR (300 MHz, CDCl3) : 6 = 8.58 (d, J = 6.0 Hz, 4H, H), 7.83 (s, 2H, Hs), 7.81 (d, J = 8.0 Hz, 2H, H1), 7.60

(dd, J = 8.0 Hz, 1.5 Hz, 2H, H.), 7.37 (d, J = 6.0 Hz, 4H, He), 7.34 (d, J = 16.0 Hz, 2H, Hs), 7.07 (d, J = 16.0 Hz,
2H, Ha), 0.50 (s, 6H, Hs).

13C NMR (75 MHz, CDCls) : 6 = 150.4 (C5), 148.0 (Cg), 144.8 (Cq), 140.1 (Cq), 135.5 (Cq), 133.1 (Cs), 131.5 (C3),
129.5 (Cy), 125.8 (Ca), 121.6 (C1), 120.9 (Ce), -3.1 (Cs).

LC/MS (ES+) : m/z = 417.4 ([M+H]*), tr = 6.78 min

HRMS (ES+) : calculated for CasH,sN,Si* 417.1782, found 417.1779
TLC : Rs (DCM/EtOH, 95:5) = 0.31

Melting point : > 240 °C

4,4'-((1E,1'E)-(5,5-dimethyl-5H-dibenzo[b,d]silole-3,7-diyl)bis(ethene-2,1-diyl))bis(1-methylpyridin-1-

ium) iodide, SiFluo-L :

) A large excess of iodomethane (0.35 mL, 100 eq.) was
5
=\ |
e\ O O 7\ /N®\ added to a solution of SiFluo™L (20 mg, 48 umol, 1.0 eq.)
7 ° 3 /Si\ in a MeOH/DCM (1:1) mixture (2 mL). The reaction was
Chermical Formuls: CagHaglgNaSi stirred at r.t. overnight : an orange precipitate appeared.
Exact Mass: 700,0268 Diethyl ether was added to increase the amount of solid.

It was then filtered under vacuum to give the expected product as an orange solid (31 mg, 44 umol,

1 = 80 %).

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) : 6 = 8.86 (d, J = 6.5 Hz, 4H, H), 8.22 (d, J = 6.5 Hz, 4H, Hg), 8.19 (d, J = 1.0 Hz,
2H, Hs), 8.13 (d, / = 8.0 Hz, 2H, H3), 8.06 (d, J = 16.0 Hz, 2H, H,), 7.85 (dd, J = 8.0 Hz, 1.0 Hz, 2H, H,), 7.60
(d,J=16.0 Hz, 2H, Hs), 4.26 (s, 6H, Ho), 0.50 (s, 6H, Hs).

13C NMR (75 MHz, DMSO-de) : & = 152.4 (Cq), 148.5 (Cq), 145.1 (C7), 140.4 (Ca), 140.1 (Cq), 134.7 (Ca),
132.6 (Cs), 131.1 (Cy), 123.4 (Cg), 123.1 (Cs), 122.3 (C1), 46.9 (Cs), -3.4 (Cs).

LC/MS (ES+) : m/z = 445.1 ([M-2I"]%), tr = 7.49 min
HRMS (ES+) : calculated for C3oH30N-ISi* 573.1217, found 573.1227
Melting point : > 240 °C
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Partie expérimentale

2-bromo-N-(2-bromophenyl)aniline, 8 :

Under Ar atmosphere, 'BuOK (2.68 g, 27.9 mmol, 1.2 eq.), dppf (260 mg,

3
2
@L“ Q 0.470 mmol, 0.02 eq.), Pdy(dba); (210 mg, 0.230 mmol, 0.01 eq.),
! B H B 2-bromoaniline (4.0g, 23.3 mmol, 1.0 eq.) and 2-bromoiodobenzene

(2.99 mL, 23.3 mmol, 1.0 eq.) were dissolved in dry toluene. This solution was

Chemical Formula: C4,HgBr,N
Exact Mass: 324,9102 stirred at 100 °C overnight. Water and DCM were added. The aqueous layer
was extracted three times with DCM. Organic layers were combined, washed with brine and dried over
Na,SOs. The crude was filtered over a small silica plug (Eluent : Cyclohexane) to give the expected product

as a white solid (7.08 g, 22 mmol, n =93 %).

CAS number [67242-17-5]

1H NMR (300 MHz, CDCls) : & = 7.58 (dd, J = 8.0 Hz, 1.0 Hz, 2H, H1), 7.32 — 7.18 (m, 4H, Hs, Ha), 6.84 (td,
J=8.0Hz, 1.5 Hz, 2H, H,), 6.44 (br's, 1H, NH).

LC/MS (ES+) : m/z = 328.0 ([M+H]*), tr = 7.88 min
TLC : R¢ (Cyclohexane) = 0.53
Melting point : 62 °C

2-bromo-N-(2-bromophenyl)-N-methylaniline, 9 :

3 Under Ar atmosphere, aniline 8 (1.90 g, 5.81 mmol, 1.0 eq.) and sodium
2 ©\4 /@ hydride 60 % in oil (260 mg, 6.39 mmol, 1.1 eq.) were dissolved in dry THF
! B T B (28 mL). After 30 min stirring, iodomethane (0.43 mL, 6.97 mmol, 1.2 eq.) was
° introduced and the solution was stirred at r.t. for 2h. Water and DCM were

Chemical Formula: C43H1Br,N
Exact Mass: 338,9258 added. The aqueous layer was extracted three times with DCM. Organic
layers were combined, washed with brine and dried over Na,;SO.. The resulting solid as washed with

pentane to give the expected product as a white solid (1.95 g, 5.72 mmol, 1 = 98 %).

CAS number [87345-09-3]

H NMR (300 MHz, CDCls) : & = 7.56 (dd, J = 8.0 Hz, 1.5 Hz, 2H, Hi), 7.29 — 7.21 (m, 2H, Hs), 7.01 (dd,
J=8.0 Hz, 1.5 Hz, 2H, Ha), 6.94 (td, J = 8.0 Hz, 1.5 Hz, 2H, H,), 3.23 (s, 3H, Hs).

LC/MS (ES+) : m/z = 342.1 ([M+H]"), tr = 7.78 min
TLC : R¢ (Cyclohexane) = 0.36
Melting point : 98 °C

5,10,10-trimethyl-5,10-dihydrophenazasiline, 10 :

N /6 At -78 °C and under Ar atmosphere, n-BulLi in hexanes (5.68 mL, 1.55 M,
1 :
2 @S'Kj 8.80 mmol, 2.0 eq.) was added dropwise to a solution of bromine derivative 9
3 4 ’T‘ (1.50 g, 4.40 mmol, 1.0 eq.) in dry THF (30 mL). After 30 min,
. 5 ~dichlorodimethysilane (803 L, 6.60 mmol, 1.5 eq.) was added dropwise. The
Chemical Formula: C15H47NSi
Exact Mass: 239,1130 mixture was then allowed to warm to r.t. and stirred for 2h. Water (20 mL)
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was introduced to quench the reaction. The aqueous layer was extracted three times with DCM. Organic
layers were combined, washed with brine and dried over MgS0O.. The crude was filtered over a small silica
plug (Eluent : Cyclohexane). The resulting residue was washed with pentane to give the expected product

as a white solid (790 mg, 3.30 mmol, =75 %).

CAS number [63447-24-5]

'H NMR (300 MHz, CDCl5) : 6 = 7.52 (dd, J = 7.0 Hz, 1.5 Hz, 2H, H1), 7.44 — 7.35 (m, 2H, H,/Hs), 7.10 - 6.99
(m, 4H, Ha, H2/Hs), 3.55 (s, 3H, Hs), 0.43 (s, 6H, He).

LC/MS (ES+) : m/z = 240.2 ([M+H]*), tr = 7.92 min
TLC : R¢ (Cyclohexane) = 0.16
Melting point : 103 °C

2,4-dibromo-N-(2,4-dibromophenyl)-N-methylaniline, 6 :

Under Ar atmosphere, N-methyldiphenylamine (1.50 g, 8.19 mmol, 1.0 eq.)

2
B B _ . .
r\©\3 /Q/ " and N-bromosuccinimide (6.41 g, 36.0 mmol, 4.4 eq.) were dissolved in dry
! ’T‘ THF (30 mL). The solution was stirred at r.t. overnight, and DCM and water
Br Br

were added. The organic layer was washed three times with water, once with
Chemical Formula: C13HgBrsN . . o
Exact Mass: 494,7468 brine and dried over MgSO,. A recrystallisation was then performed (DCM +

some drops of EtOH) to give the expected product as a white solid (3.75 g, 7.52 mmol, n = 92 %).

CAS number [3666-95-3]

1H NMR (300 MHz, CDCls): & = 7.70 (d, J = 2.0 Hz, 2H, H1), 7.36 (dd, J = 8.5, 2.0 Hz, 2H, H.), 6.86 (d,
J=8.5Hz, 2H, Hs), 3.18 (s, 3H, Ha).

LC/MS (ES+) : m/z = 500.0 ([M+H]*), tr = 9.95 min
TLC : R¢ (Cyclohexane) = 0.51
Melting point : 136 °C

2-iodo-N-(2-iodophenyl)-N-methylaniline, 11 :

3 At -78 °C and under Ar atmosphere, n-Buli in hexanes (7.91 mL, 1.55 M,
2 ©\4 /@ 12.3 mmol, 2.2 eq.) was added dropwise to a solution of bromine derivative 9
! ! T ! (1.90 g, 5.57 mmol, 1.0 eq.) in dry THF (30 mL). A solution of |, (3.11 g,
5 12.3 mmol, 2.2 eq.) in dry THF (10 mL) was then added over 30 min to this
Chemical Formula: C43H441oN

Exact Mass: 434,8981 solution. The mixture was allowed to warm to r.t. and stirred for 30 min. A
2 % aqueous sodium thiosulfate solution (100 mL) was used to quench the reaction. The aqueous layer
was extracted three times with DCM. Organic layers were combined, washed with brine and dried over
MgS0.. The crude was filtered over a small silica plug (Eluent : Cyclohexane). A recrystallisation was then

performed (heptane) to give the expected product as white crystals (2.23 g, 5.13 mmol, 1 = 92 %).

1H NMR (300 MHz, CDCl3) : & = 7.87 (dd, J = 8.0 Hz, 1.5 Hz, 2H, H1), 7.33 — 7.26 (m, 2H, Hs), 6.95 (dd,
J=8.0 Hz, 1.5 Hz, 2H, Ha), 6.79 (td, J = 8.0 Hz, 1.5 Hz, 2H, H,), 3.23 (s, 3H, Hs).
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13C NMR (75 MHz, CDCl3) : & = 151.6 (Cq), 141.3 (C1), 129.2 (C3), 125.3 (C2), 123.9 (Ca4), 97.9 (Cq), 42.5 (Cs).
LC/MS (ES+) : m/z = 436.0 ([M+H]*), tr = 7.96 min
TLC : R¢ (Cyclohexane) = 0.25

Melting point : 107 °C

4-bromo-N-(4-bromo-2-iodophenyl)-2-iodo-N-methylaniline, 12 :

Under Ar atmosphere, aniline 11 (1.90 g, 4.37 mmol, 1.0 eq.) and
Br\@j /Q/Br N-bromosuccinimide (1.63 g, 36.0 mmol, 2.1 eq.) were dissolved in dry
1 ’T‘ DMF (45 mL). The solution was stirred at r.t. for 2h, and DCM and water
were added. The aqueous layer was extracted three times with DCM.
CherEf:LtF&;n;:;laégij;TS?rzI2N Organic layers were combined, washed with brine and dried over MgSOQ..
The crude was filtered over a small silica plug (Eluent : Cyclohexane) to give the expected product as a
white powder (1.75 g, 2.95 mmol, 1 = 68 %).
'H NMR (300 MHz, CDCls3) : & = 7.99 (d, J = 2.0 Hz, 2H, H1), 7.40 (dd, J = 8.5 Hz, 2.0 Hz, 2H, H,), 6.78 (d,
J=8.5Hz, 2H, Hs), 3.16 (s, 3H, Ha).
13C NMR (75 MHz, CDCls) : & = 150.3 (Cq), 143.2 (C4), 132.2 (C,), 124.8 (C3), 117.4 (Cg), 98.1 (Cq), 42.4 (Ca).
LC/MS (ES+) : tr = 8.46 min
TLC : R¢ (Cyclohexane) = 0.48
Melting point : 179 °C

2,8-dibromo-5,10,10-trimethyl-5,10-dihydrophenazasiline, 7 :

At 0 °C and under Ar atmosphere, n-BulLi in hexanes (2.59 mL, 1.55 M,

5
1\
Br\@i&]@/& 4.01 mmol, 2.0 eq.) was added dropwise to a suspension of 2,4-dibromo-N-
2 ; T (2,4-dibromophenyl)-N-methylaniline 6 (1.00 g, 2.00 mmol, 1.0 eq.) in dry
4 Et,0 (10 mL). Once the media was homogeneous (around 20 min),
Chemical Formula: C15H45BroNSi
Exact Mass: 394,9341 dichlorodimethysilane (0.37 mL, 3.01 mmol, 1.5 eq.) was added dropwise.

The mixture was then allowed to warm to r.t. and stirred for 30 min. The organic layer was washed with
water and dried over Na,;SO.. The crude was purified by flash chromatography on silica gel (Cyclohexane)

to give the expected as a white solid (530 mg, 1.33 mmol, n =67 %).

First alternative procedure :

Under Ar atmosphere, 5,10,10-trimethyl-5,10-dihydrophenazasiline 10 (300 mg, 1.25 mmol, 1.0 eq.) and
N-bromosuccinimide (468 mg, 2.63 mmol, 2.1 eq.) were dissolved in dry DMF (12 mL). The solution was
stirred at r.t. overnight, and DCM and water were added. The organic layer was washed three times with
water, once with brine and dried over Na,SOs. The crude was purified by flash chromatography on silica

gel (Cyclohexane) to give the expected as a white solid (145 mg, 0.37 mmol, n = 29 %).
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During the chromatography, an impurity co-elute with the product, LC/MS analysis was performed for
each tubes to check its purity.

Second alternative procedure :

At -78 °C and under Ar atmosphere, n-Buli in hexanes (1.74 mL, 1.55 M, 2.70 mmol, 2.0 eq.) was added
dropwise to a suspension of aniline 12 (0.80 g, 1.35 mmol, 1.0 eq.) in dry THF (13 mL). After 30 min,
dichlorodimethysilane (0.25 mL, 2.02 mmol, 1.5 eq.) was added dropwise. The mixture was then allowed
to warm to r.t. and stirred for 30 min. The organic layer was washed with water and dried over Na;SO..
The crude was purified by flash chromatography on silica gel (Cyclohexane) to give the expected as a white

solid (413 mg, 1.04 mmol, 1 =77 %).

CAS number [3666-97-5]

1H NMR (300 MHz, CDCls) : 6 = 7.53 (d, J = 2.5 Hz, 2H, H1), 7.45 (dd, J = 9.0 Hz, 2.5 Hz, 2H, H.), 6.93 (d,
J=9.0 Hz, 2H, Hs), 3.47 (s, 3H, Ha), 0.42 (s, 6H, Hs)

13C NMR (75 MHz, CDCl3) : & = 149.5 (Cy), 135.5 (C1), 132.8 (C2), 125.9 (Cq), 117.2 (C3), 114.0 (C), 38.5 (Ca),
-2.3(Cs).

LC/MS (ES+) : m/z = 398.0 ([M+H]*), tr = 8.33 min
TLC : R¢ (Cyclohexane) = 0.30
Melting point : 131 °C

5,10,10-trimethyl-5,10-dihydrophenazasiline-2,8-dicarbaldehyde, 13 :

At -78 °C and under Ar atmosphere, n-Buli in hexanes (420 uL, 1.55 M,

o] 5
1N\ |
6 K@:S':Q) 0.66 mmol, 3.0 eq.) was added dropwise to a solution of bromine derivative
2 : T 7 (87 mg, 0.22 mmol, 1.0 eq.) in dry THF (10 mL). After 15 min, DMF (51 pL,
4 0.66 mmol, 3.0 eq.) was added dropwise. The mixture was then allowed to
Chemical Formula: C47H47NO,Si
Exact Mass: 295,1029 warm to r.t. and stirred for 1h. Water (10 mL) was introduced dropwise to

qguench the reaction. The aqueous layer was extracted two times with DCM. Organic layers were
combined, washed with brine and dried over Na,SO4. The crude was purified by flash chromatography on
silica gel (Cyclohexane/AcOEt, 100:0 to 70:30) to give the expected product as a pale-yellow powder
(56 mg, 0.19 mmol, n = 87 %).

'H NMR (300 MHz, CDCl5) :  =9.95 (s, 2H, He), 8.05 (d, J = 2.0 Hz, 2H, H1), 7.92 (dd, J = 8.5 Hz, 2.0 Hz, 2H,
H,), 7.24 (d, J = 8.5 Hz, 2H, Hs), 3.69 (s, 3H, H.), 0.51 (s, 6H, Hs).

13C NMR (75 MHz, CDCl3) : & = 191.1 (Cs), 154.5 (Cq), 136.2 (C1), 132.3 (C3), 129.9 (Cq), 123.4 (Cy), 116.1
(Cs), 39.5 (Ca), -1.83 (Cs).

LC/MS (ES+) : m/z = 296.1 ([M+H]*), tr = 6.91 min

HRMS (APPI+) : calculated for C;7H17NO,Si* 295.1024 found 295.1020
TLC : R¢ (Cyclohexane/AcOEt, 7:3) = 0.34

Melting point : 146 °C
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diethyl(pyridin-4-ylmethyl)phosphonate, 14 :

Under Ar atmosphere, sodium hydride 60 % in oil (5.12 g, 128 mmol, 3.0 eq.),

N . . . .
“ | and diethyl phosphite (16.4 mL, 128.0 mmol, 3.0 eq.) were dissolved in dry
3
1
2 p//o toluene (175 mL). The mixture was stirred at r.t. for 30 min. At the same
EtO” “OEt

Chemical Formula: C;oHsNOsP  time, 4-(chloromethyl)pyridine hydrochloride (7.00 g, 42.7 mmol, 1.0 eq.)
Exact Mass: 229,0868 . i X .

was solubilized in an aqueous Na,COs solution (6.78 g, 64.0 mmol, 1.5 eq. in

70 mL of water). The aqueous layer was extracted three times with AcOEt. Organic layers were combined

and dried over MgS0.. Solvent was removed under vacuum and the resulting pyridine was added in the

mixture, which was stirred at 80 °C overnight. Water was then added. The aqueous layer was extracted

five times with DCM. Organic layers were combined and dried over MgSQO,. The crude was purified by

flash chromatography on silica gel (DCM/EtOH, 100:0 to 95:5) to give the expected product as a colourless
oil (7.79 g, 34.0 mmol, n = 80 %).

CAS number [77047-42-8]

1H NMR (300 MHz, CDCls) : & = 8.54 (d, J = 5.5 Hz, 2H, Hi), 7.26 — 7.22 (m, 2H, H,), 4.11 — 3.99 (m, 4H,
- OCH2CHs), 3.13 (d, J = 22.5 Hz, 2H, Hs), 1.26 (t, J = 7.0 Hz, 6H, - OCH,CHs).

LC/MS (ES+) : m/z = 230.4 ([M+H]+), tr = 3.43 min
TLC : Rf (DCM/MeOH, 95:5) = 0.39

Phenaz"-Py :
Under Ar atmosphere, Pd(OAc), (14 mg, 63 umol, 0.2 eq.) and

NN P(o-tol); (29 mg, 94 umol, 0.3 eq.) were dissolved in a EtsN/DMF

mixture (2:1, 5 mL) freshly degassed. The mixture was stirred

15 min and degassed once again. Bromine derivative 7 (125 mg,
Chemical Formula: CogHy7N3Si . o

Exact Mass: 445,1974 0.31 mmol, 1.0 eq.) and 4-vinylpyridine (74 pL, 0.69 mmol,

2.2 eq.) were added. The mixture was then stirred at 90 °C overnight. The crude was diluted in AcOEt

(25 mL). The organic layer was washed with water twice, with a saturated NaHCOs aqueous solution, with

brine and dried over MgSQO,. The crude was purified by flash chromatography on silica gel (DCM/EtOH

100:0 to 95:5). The resulting solid was dissolved in DCM, then pentane was added to obtain a precipitate

which was filtered to give the expected product as a yellow powder (98 mg, 0.22 mmol, 1 = 70 %).

Alternative procedure (HWE) :

Under Ar atmosphere, 13 (95 mg, 0.32 mmol, 1.0 eq.) and sodium hydride 60 % in oil (24 mg, 0.80 mmol,
2.5 eq.) were dissolved in dry DMF (2.9 mL). The phosphonate (167 uL, 0.80 mmol, 2.0 eq.) was then
added and the solution was stirred at r.t. for 1h. Water was introduced dropwise to quench the reaction.
The aqueous layer was extracted once with DCM. Organic layer was washed twice with brine and dried
over Na,SO,. After partial evaporation, addition of drops of AcOEt were added to obtain a precipitate

which was filtered to give the expected product as a yellow powder (130 mg, 0.29 mmol, n = 91 %).
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1H NMR (300 MHz, CDCls) : 6 = 8.56 (d, J = 2.0 Hz, 4H, Hs), 7.66 (d, J = 2.0 Hz, 2H, H,), 7.61 (dd, J = 8.5 Hz,
2.0 Hz, 2H, H,), 7.37 (d, J = 5.5 Hz, 4H, Hg), 7.30 (d, J = 16.5 Hz, 2H, H-), 7.11 (d, J = 8.5 Hz, 2H, Hs), 6.94 (d,
J=16.5Hz, 2H, He), 3.61 (s, 3H, Ha), 0.51 (s, 6H, Hs).

13C NMR (75 MHz, CDCls) : § = 150.8 (Cq), 150.2 (Co), 145.2 (C,), 132.8 (C1/C7), 132.8 (C1/C7), 128.8 (Ca),
128.6 (Cg), 123.6 (Cs), 123.2 (Cy), 120.8 (Cs), 115.8 (C3), 38.9 (Ca), -1.69 (Cs).

LC/MS (ES+) : m/z = 446.4 ([M+H]*), tr = 5.00 min

HRMS (ES+) : calculated for CagH2sN3Si* 446.2047 found 446.2048
TLC : Rf (DCM/EtOH, 95:5) = 0.37

Melting point : > 240 °C

Phenaz-Py :

|® A large excess of iodomethane (0.21 mL, 3.37 mmol,
= Iﬁ/ 50 eq.) was added to a solution of Phenaz"-Py (30 mg,
h 67 umol, 1.0 eq.) in a MeOH/DCM (1:1) mixture (2 mL).

The reaction was stirred at 40 °C for 3h. Pentane was

Chemical Formula: Gas HeaN-Si2* introduced to get a precipitate which was filtered to give
- ~3171331N3

Exact Mass: 475,2433 the expected product as a red powder (33 mg, 45 pmol,

n=67%).

1H NMR (300 MHz, DMSO-de) : 6 = 8.81 (d, J = 7.0 Hz, 4H, Hs), 8.16 (d, J = 7.0 Hz, 4H, Hg), 8.03 (d, J = 16.0 Hz,
2H, He), 7.95 (d, J = 2.0 Hz, 2H, H1), 7.84 (dd, J = 9.0 Hz, 2.0 Hz, 2H, H,), 7.45 (d, J = 16.0 Hz, 2H, Hy), 7.35
(d, J=9.0 Hz, 2H, Hs), 4.23 (s, 6H, H1o), 3.63 (s, 3H, Ha), 0.50 (s, 6H, Hs).

13C NMR (75 MHz, DMSO-de) : & = 152.9 (Cq), 151.1 (Cq), 144.8 (Cs), 140.5 (Cs), 134.3 (C1), 130.4 (Cy), 127.6
(Cq), 122.9 (Cg), 122.3 (C,), 120.5 (C5), 116.5 (C3), 46.8 (Cio), 38.8 (C4), -1.62 (Cs).

LC/MS (ES+) : m/z = 237.9 ([M-217/2]%), tr = 4.87 min
HRMS (ES+) : calculated for Cs;H33N5Sil* 602.1483 found 602.1483
Melting point : > 240 °C

2,7-dibromo-9,9,10-trimethyl-9,10-dihydroacridine, 18 :

5 Under Ar atmosphere, 2,7-dibromo-9,9-dimethyl-9,10-dihydroacridine
BrBf 17 (500 mg, 1.36 mmol, 1.0 eq.) was dissolved in dry THF (28 mL). Sodium
2 s T hydride 60 % in oil (60 mg, 1.50 mmol, 1.1 eq.) was added and the gas
4 production was controlled thanks to a bubbler. Once the bubbling has
Chemical Formula: C4gH5Br,N

Exact Mass: 378,9571 stopped, iodomethane (0.10 mL, 1.63 mmol, 1.2 eq.) was introduced and the
solution was stirred at r.t. overnight. The mixture was diluted with DCM. The organic layer was washed
three times with water and dried over Na,SO.. The resulting solid was washed with pentane to give the

expected product as a white solid (454 mg, 1.19 mmol, n = 87 %).

1H NMR (300 MHz, CDCl3) : & = 7.46 (d, J = 2.0 Hz, 2H, H1), 7.32 (dd, J = 8.5 Hz, 2.0 Hz, 2H, H,), 6.80 (d,
J=8.5Hz, 2H, Hs), 3.39 (s, 3H, Ha), 1.49 (s, 6H, Hs).
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13C NMR (75 MHz, CDCls) : 6 = 141.1 (C,), 134.5 (Cq), 129.6 (C2), 126.9 (C1), 114.0 (Cs), 113.8 (Cq), 36.9 (Cy),
33.7 (Ca), 27.2 (Cs).
LC/MS (ES+) : m/z = 382.2 ([M+H]*), tr = 8.24 min
HRMS (ES+) : calculated for Ci6H1sBr,N* 378.9571 found 378.9568
TLC : R¢ (Cyclohexane) = 0.50
Melting point : 205 °C

9,9,10-trimethyl-9,10-dihydroacridine-2,7-dicarbaldehyde, 19 :

o 5 o At -78 °C and under Ar atmosphere, n-Buli in hexanes (2.21 mL, 1.55 M,
| 1 I
6 3.42 mmol, 3.0 eq.) was added dropwise to a solution of 2,7-dibromo-9,9,10-
2 ; T trimethyl-9,10-dihydroacridine 18 (435 mg, 1.14 mmol, 1.0 eq.) in dry THF
4 (17 mL). After 15 min, DMF (260 puL, 3.42 mmol, 3.0 eq.) was added dropwise.
Chemical Formula: C1gH47NO,

Exact Mass: 279,1259 The mixture was then allowed to warm to r.t. and stirred for 15 min. Water
was introduced dropwise to quench the reaction. The aqueous layer was extracted once with AcOEt. The
organic layer was washed twice with brine and dried over Na,SOs. The resulting solid was washed with
pentane and filtered to give the expected product as a pale-yellow powder (287 mg, 1.03 mmol, 11 =90 %).
1H NMR (300 MHz, CDCl3) : & =9.92 (s, 2H, He), 7.97 (d, J = 2.0 Hz, 2H, H1), 7.79 (dd, J = 8.5 Hz, 2.0 Hz, 2H,
H,), 7.12 (d, J = 8.5 Hz, 2H, Hs), 3.61 (s, 3H, Ha), 1.62 (s, 6H, Hs).

13C NMR (75 MHz, CDCl3) : & = 191.1 (Cs), 146.0 (Cq), 133.1 (Cq), 130.8 (Cq), 130.4 (C4), 125.8 (Cy), 113.3
(Cs), 36.7 (Cy), 34.6 (Cs), 28.1 (Cs).

LC/MS (ES+) : m/z = 280.3 ([M+H]*), tr = 6.63 min

HRMS (ES+) : calculated for C1sH1sNO,* 280.1332 found 280.1339
TLC : R (Cyclohexane/AcOEt, 7:3) = 0.26

Melting point : 166 °C

9,9,10-trimethyl-2,7-bis[(E)-2-(pyridin-4-yl)ethenyl]-9,10-dihydroacridine, Acri"-Py :

Under Ar atmosphere, aldehyde 19 (100 mg, 0.36 mmol, 1.0 eq.)
and sodium hydride 60 % in oil (36 mg, 0.90 mmol, 2.5 eq.) were
dissolved in dry DMF (6.5 mL). The phosphonate (149 uL,

0.72 mmol, 2 eq.) was then added and the solution was stirred
Chemical Formula: C3oHy7N3 at r.t. for 2h. Water was introduced dropwise to quench the
Exact Mass: 429,2205
reaction. The aqueous layer was extracted once with DCM.
Organic layer was washed twice with brine and dried over Na,SO.. The resulting solid was washed with
Et,O and filtered to give the expected product as a yellow powder (133 mg, 0.31 mmol, n = 86 %).
'H NMR (300 MHz, CDCl3) : 6 = 8.55 (d, J = 6.0 Hz, 4H, Ho), 7.60 (d, J = 1.5 Hz, 2H, H1), 7.45 (dd, J = 8.5 Hz,

1.5 Hz, 2H, Hy), 7.34 (m, 6H, Hs, H7), 6.98 (d, J = 8.5 Hz, 2H, Hs), 6.92 (d, J = 16.5 Hz, 2H, He), 3.52 (s, 3H,
Ha), 1.63 (s, 6H, Hs).
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13C NMR (75 MHz, CDCls) : & = 150.1 (Cs), 145.4 (Cq), 142.6 (Cq), 133.5 (C7), 132.8 (Cq), 129.2 (C4), 126.0
(Ca), 123.2 (C1/Ce), 123.1 (C1/Ce), 120.7 (Cs), 113.0 (C3), 36.7 (Cq), 33.9 (C4), 28.0 (Cs).
LC/MS (ES+) : m/z = 430.5 ([M+H]*), tr = 4.94 min
HRMS (ES+) : calculated for CsoHasNs* 430.2278 found 430.2286
TLC : R¢ (DCM/EtOH 95:5) = 0.24
Melting point : > 240 °C

Acri-Py :

A large excess of iodomethane (0.28 mL, 2.33 mmol,
40 eq.) was added to a solution of Acri"-Py (50 mg,
0.12 mol, 1.0 eq.) in a MeOH/DCM (1:1) mixture (3.5 mL).

The reaction was stirred at 45 °C for 50h. Pentane was

introduced to get a precipitate which was filtered to give

Chemical Formula: C3,H33N5%*
Exact Mass: 459,2664 the expected product as a red powder (76 mg, 0.11 mmol,

n=92%).

1H NMR (300 MHz, DMSO-ds) : 6 = 8.80 (d, J = 7.0 Hz, 4H, Hs), 8.16 (d, J = 7.0 Hz, 4H, Hs), 8.05 (d, J = 16.0 Hz,
2H, He), 7.88 (d, J = 1.0 Hz, 2H, H1), 7.69 (dd, J = 8.5 Hz, 1.0 Hz, 2H, H.), 7.45 (d, J = 16.0 Hz, 2H, H,), 7.24
(d, J = 8.5 Hz, 2H, Hs), 4.23 (s, 6H, Huo), 3.56 (s, 3H, Ha), 1.60 (s, 6H, Hs).

B3CNMR (75 MHz, DMSO-de) : 6 = 153.0 (Cq), 144.7 (Co), 142.5 (Cq), 141.12 (Ce), 132.1 (Cq), 128.2 (Cq), 127.8
(C2), 124.6 (C1), 122.8 (Cs), 119.9 (C7), 113.8 (C3), 46.7 (C1o), 36.2 (Cy), 34.0 (Ca), 28.3 (Cs).

LC/MS (ES+) : m/z =229.9 ([M-217/2]%), tr = 6.05 min
HRMS (ES+) : calculated for Cs;H33Nsl* 586.1714 found 586.1700
Melting point : > 240 °C

10-methylphenoxazine, 20 :

Synthetized by Matthieu Poulain during his master internship

Under Ar atmosphere, phenoxazine (500 mg, 2.73 mmol, 1.0 eq.) was dissolved
1

2©:O:© in dry THF (24 mL). Sodium hydride 60 % in oil (131 mg, 3.27 mmol, 1.2 eq.) was

3 4 'i‘ added and the gas production was controlled thanks to a bubbler. Once the
5
Chemical Formula: C43H41NO
Exact Mass: 197,0841

bubbling has stopped, iodomethane (0.25 mL, 4.09 mmol, 1.2 eq.) was
introduced and the solution was stirred at r.t. overnight. Water and DCM were
added. The aqueous layer was extracted three times with DCM. Organic layers were combined, washed
with brine and dried over Na;SO,s. The crude was purified by flash chromatography on silica gel
(Cyclohexane/AcOEt, 100:0 to 80:20) to give the expected product a white solid (457 mg, 2.31 mmol,
1 =85%).

CAS number [25782-99-4]

'H NMR (300 MHz, CDCls) : 6 = 6.88 — 6.81 (m, 2H), 6.71 — 6.68 (m, 4H), 6.53 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 3.05 (s, 3H,
Hs).
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Partie expérimentale

LC/MS (ES+) : m/z =197.2 ([M+H]*), tr = 7.26 min
TLC : R¢ (Cyclohexane) = 0.43
Melting point : < 40 °C

10-methylphenoxazine-3,7-dicarbaldehyde, 21 :

Synthetized by Matthieu Poulain during his master internship

Under Ar atmosphere and at 0 °C, POCl; (11.3 mL, 121 mmol, 100 eq.) was

(0] (0]
1
5k©:0:©) added dropwise to dry DMF (20 mL). After 1h stirring at 0 °C,
2 N 10-methylphenoxazine 20 (240 mg, 1.22 mmol, 1.0 eq.) was introduced. The

3|
4 solution was stirred at 95 °C for 72h. The dark mixture was poured into an ice
Chemical Formula: C45H414NO3
Exact Mass: 253,0739 bath and this solution was quenched by NaOH 3M. The aqueous layer was

extracted three times with AcOEt. Organic layers were combined, washed with brine and dried over
Na,SO4. The crude was purified by flash chromatography on silica gel (Cyclohexane/AcOEt, 100:0 to 50:50)

to give the expected product as a yellow solid (119 mg, 0.47 mmol, n =39 %).

CAS number [1680217-94-0]

1H NMR (300 MHz, CDCls) : § = 9.75 (s, 2H, Hs), 7.41 (dd, J = 8.0 Hz, 2.0 Hz, 2H, Ha), 7.19 (d, J = 2.0 Hz, 2H,
H1), 6.67 (d, J = 8.0 Hz, 2H, Hs), 3.20 (s, 3H, Ha).

LC/MS (ES+) : m/z = 254.2 ([M+H]"), tr = 6.32 min
TLC : R¢ (Cyclohexane/AcOEt, 1:1) = 0.36
Melting point : 205 °C

10-methyl-3,7-bis[(E)-2-(pyridin-4-yl)ethenyl]-10H-phenoxazine, Pheno"-Py :

Synthetized by Matthieu Poulain during his master internship

Under Ar atmosphere, 10-methylphenoxazine-3,7-

A
—2Z

X dicarbaldehyde 21 (52 mg, 0.21 mmol, 1.0 eq.) and sodium

hydride 60 % in oil (33 mg, 0.82 mmol, 4.0 eq.) were dissolved

in dry DMF (2.5 mL). The phosphonate 14 (94 uL, 0.45 mmol,
Chemical Formula: Cy7H,1N3O . .

Exact Mass: 403.1685 2.0 eq.) was then added and the solution was stirred at r.t. for
3h. Water was introduced dropwise to quench the reaction. The aqueous layer was extracted three times
with DCM. Organic layers were combined and washed with brine and dried over Na,SOa.. The resulting
solid was washed with Et,0 and filtered to give the expected product as a yellow powder (77 mg,
0.19 mmol, 1 =93 %).

'H NMR (300 MHz, CDCls) : 6 =8.54 (d, J = 5.5 Hz, 4H, Hs), 7.30 (d, J = 5.5 Hz, 4H, H;), 7.11 (d, J = 16.0 Hz,

2H, Hs/He), 7.01 — 6.95 (dd, J = 8.0 Hz, 1.5 Hz, 2H, Ha), 6.92 (d, J = 1.5 Hz, 2H, H1), 6.80 (d, J = 16.0 Hz, 2H,
Hs/Hs), 6.51 (d, J = 8.0 Hz, 2H, H3 ), 3.08 (s, 3H, Ha).

B3C NMR (75 MHz, CDCl3) : § = 150.3 (Cs), 145.4 (Cq), 144.9 (Cy), 134.6 (Cy), 132.1 (Cs/Ce), 129.9 (Cq), 124.2
(C2), 123.8 (Cs/Cs), 120.7 (Cy), 112.8 (C1), 111.7 (C3), 31.2 (Ca).
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LC/MS (ES+) : m/z = 404.3 ([M+H]*), tr = 5.25 min

TLC : R¢ (DCM/MeOH 95:5) = 0.28

HRMS (ES+) : calculated for C;7H22N30* 404.1758 found 404.1771
Melting point : > 240 °C

Pheno-Py :
Synthetized by Matthieu Poulain during his master internship

o A large excess of iodomethane (0.62 mL, 9.91 mmol,

|
-

100 eq.) was added to a solution of Pheno"-Py (40 mg,

)

=
N . .
0.10 mol, 1.0 eq.) in a MeOH/DCM (1:1) mixture (4 mL). The

reaction was stirred at r.t. overnight. Et,O was added to get

Chomical F i oo NAO2* a precipitate which was filtered to give the expected
emical Formula: CogHo7N3

Exact Mass: 433,2143 product as a red powder (58 mg, 84 umol, 1 = 85 %).

1H NMR (300 MHz, DMSO-de) : 6 = 8.79 (d, J = 6.5 Hz, 4H, Hs), 8.10 (d, J = 6.5 Hz, 4H, H-), 7.85 (d, J = 16.0
Hz, 2H, Hs), 7.33 (d, J = 16.0 Hz, 2H, He), 7.26 (dd, J = 8.5 Hz, 1.5 Hz, 2H, H), 7.18 (d, J = 1.5 Hz, 2H, Ha),
6.89 (d, J = 8.5 Hz, 2H, Hs), 4.22 (s, 6H, He), 3.17 (s, 3H, Ha).

13C NMR (75 MHz, DMSO-ds) : 6 = 152.7 (Cg), 144.8 (Cs), 144.4 (C,), 139.8 (Cs), 135.4 (C,), 129.0 (C,), 126.6
(C2), 122.9(Cy), 120.8 (Cs), 112.9 (C41), 112.9 (Cs) , 46.7 (Co), 31.4 (Ca).

LC/MS (ES+) : m/z = 216.7 ([M-2I]/2*), tr = 5.11 min
HRMS (ES+) : calculated for Cy9H27N3sO1* 560.1193 found 560.1197
Melting point : > 240 °C

3,7-dibromo-10H-phenothiazine, 22 :

1 Under Ar atmosphere, 10H-phenothazine (2.00 g, 20.1 mmol, 1.0 eq.) was

Br. S Br
\@[ :©/ dissolved in AcOH (20 mL). Br, (1.08 mL, 21.1 mmol, 2.1 eq.) was then added
2 N

3 H dropwise. The mixture was stirred at r.t. overnight. A saturated Na,SO;
4
Chemical Formula: C4,H;Br,NS
Exact Mass: 354,8666

aqueous solution was then used to quench the reaction. The aqueous layer
was extracted three times with Et,0. Organic layers were combined, washed
with brine and dried over MgS0,. The crude was purified by flash chromatography on silica gel
(Cyclohexane/AcOEt, 100:0 to 80:20) to give the expected product as a white solid (2.03 g, 5.69 mmol,
n=57%).

CAS number [21667-32-3]

'H NMR (300 MHz, CDCl5) : § = 7.12 — 7.05 (m, 4H, Hy, H,), 6.40 (d, J = 9.0 Hz, 2H, Hs), 5.78 (s, 1H, NH).
LC/MS (ES+) : m/z = 357.0 ([M+H]*), tr = 8.01 min

TLC : R¢ (Cyclohexane/AcOEt, 8:2) = 0.42

Melting point : 180 °C
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3,7-dibromo-10-methyl-10H-phenothiazine, 23 :

1

Ly
2 N
3 |
4

Chemical Formula: C3HgBroNS
Exact Mass: 368,8822

Under Ar atmosphere, 3,7-dibromo-10H-phenothiazine 22 (1.94 g,
5.40 mmol, 1.0 eq.) was dissolved in dry THF (13 mL). Sodium hydride 60 %
in oil (324 mg, 8.10 mmol, 1.5 eq.) was added and the gas production was
controlled thanks to a bubbler. Once the bubbling has stopped, iodomethane

(1.00 mL, 16.2 mmol, 3.0 eq.) was introduced and the solution was stirred at

r.t. overnight. Water was added. The aqueous layer was extracted three times with DCM. Organic layers

were combined, washed with brine and dried over MgSO.. The resulting solid was washed with pentane

to give the expected product as a white solid (1.94 g, 5.19 mmol, 1 = 96 %).

CAS number [34964-70-0]

1H NMR (300 MHz, CDCls) : § = 7.28 — 7.22 (m, 4H, Hy, H2), 6.64 (d, J = 8.5 Hz, 2H, Hs), 3.30 (s, 3H, Ha).
LC/MS (ES+) : m/z =371.0 ((M+H]"), tr = 8.67 min

TLC : R¢ (Cyclohexane/AcOEt, 9:1) = 0.55

Melting point : 137 °C

Compound 24 :

(0]

1 1]
Br\©:8:©/8r

2 N

3|

4

Chemical Formula: C43HgBroNOS
Exact Mass: 384,8772

Compound 23 (90 mg, 0.24 mmol, 1.0 eq.) was dissolved in AcOH (2.5 mL).
H,0, (30 % in water, 0.20 mL, 1.94 mmol, 8.0 eq.) was introduced and the
solution was stirred at r.t. overnight. The mixture was diluted with AcOEt.
The organic layer was washed several times with a saturated NaHCO;

aqueous solution until gas release ceased. The crude was purified by flash

chromatography on silica gel (Cyclohexane/AcOEt, 80:20 to 20:80) to give the expected product as a white

solid (68 mg, 0.18 mmol, n =

CAS number [52492-81-6]

72 %).

H NMR (300 MHz, CDCl3) : & = 8.03 (d, J = 2.5 Hz, 2H, H1), 7.71 (dd, J = 9.0 Hz, 2.5 Hz, 2H, H,), 7.27 (d,
J=9.0 Hz, 2H, Hs), 3.73 (s, 3H, Ha).

13C NMR (75 MHz, CDCls) : & = 138.6 (Cq), 135.8 (C,), 133.2 (C4), 126.3 (Cq), 117.5 (C3), 114.4 (Cg), 35.8 (Ca).
LC/MS (ES+) : m/z = 388.0 ([M+H]*), tr = 7.10 min
HRMS (APPI+) : calculated for Ci13H10Br,NOS* 385.8845 found 385.8827

TLC : Rf (AcOEt) = 0.77
Melting point : 194 °C
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Compound 25 :

1 0.0 Compound 23 (95 mg, 0.26 mmol, 1.0 eq.) was dissolved in AcOH (2.7 mL).
Br S Br
\©: :©/ H,0, (30 % in water, 0.39 mL, 3.84 mmol, 15.0 eq.) was introduced and the
2 N
3| solution was heated at 90 °C for 5h30. The mixture was diluted with water
4

Chemical Formula: C13HgBr,NO,s [0 increase the amount of precipitate. It was filtered and washed with
Exact Mass: 400,8721 : : .
xact Mass water to give the expected product as a white solid (93 mg, 0.23 mmol,

1 =90 %).

CAS number [2003260-06-6]

'H NMR (300 MHz, CDCl3) : 6 = 8.20 (d, J = 2.5 Hz, 2H, H1), 7.72 (dd, J = 9.0 Hz, 2.5 Hz, 2H, H,), 7.19 (d,
J=9.0 Hz, 2H, Hs), 3.68 (s, 3H, Ha).

13C NMR (75 MHz, CDCl3) : & = 140.9 (Cq), 136.4 (C3), 126.3 (C1), 125.7 (Cq), 117.7 (C5), 114.9 (Cq), 36.2 (Ca).
LC/MS (ES+) : m/z = 404.1 ([M+H]*), tr = 7.69 min

HRMS (APPI+) : calculated for Ci13HsBr,NO,S* 400.8697 found 400.8697

TLC : Rf (AcOEt) = 0.51

Melting point : > 240 °C

Sulfox"-Py :
Under Ar atmosphere, Pd(OAc), (5 mg, 21 umol, 0.1 eq.) and

NN P(o-tol);s (9 mg, 31 umol, 0.15 eq.) were dissolved in a

EtsN/DMF mixture (2:1, 3 mL) freshly degassed. The mixture

was stirred 15 min and degassed once again during 5 min.

Chemical Formula: Cy7H24N30S

Exact Mass: 435,1405 Bromine derivative 24 (80 mg, 0.21 mmol, 1.0 eq.) and

4-vinylpyridine (66 pL, 0.62 mmol, 3.0 eq.) were added. The mixture was then stirred at 90 °C overnight.
The crude was diluted in DCM. The organic layer was washed twice with water, once with a saturated
NaHCOs aqueous solution, once with brine and dried over MgSO4. The crude was purified by flash
chromatography on silica gel (DCM/MeOH, 100:0 to 90:10) to give the expected product as a yellow
powder (85 mg, 0.20 mmol, n =94 %).

'H NMR (300 MHz, CDCls) : & = 8.60 (d, J = 6.0 Hz, 4H, Hg), 8.12 (d, J = 1.5 Hz, 2H, H1), 7.82 (dd, J = 9.0 Hz,
1.5 Hz, 2H, Ha), 7.44 — 7.33 (m, 8H, Hs, Hs/Hs, H5), 7.05 (d, J = 16.5 Hz, 2H, Hs/Hg), 3.83 (s, 3H, Ha).

3C NMR (75 MHz, CDCl5) : & = 150.4 (Cs), 144.4 (Cq), 139.3 (Cy), 131.3 (C2/Cs/Cs), 131.0 (C,/Cs/Ce), 130.8
(Cq), 129.8 (C1), 126.1 (Cs/Ce), 125.2 (Cy), 120.9 (C7), 116.3 (Cs), 35.8 (Ca).

LC/MS (ES+) : m/z = 436.5 ([M+H]*), tr = 5.19 min

HRMS (ES+) : calculated for C;7H22N30S* 436.1478 found 436.1504
TLC : Rt (DCM/MeOH 95:5) = 0.31

Melting point : > 240 °C
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Sulfon"-Py :
NN Under Ar atmosphere, Pd(OAc), (5 mg, 20 umol, 0.1 eq.) and
|
X P(o-tol); (9 mg, 30 umol, 0.15 eq.) were dissolved in a
EtsN/DMF mixture (2:1, 3 mL) freshly degassed. The mixture
was stirred 15 min and degassed once again during 5 min.
Chemical Formula: Co7H4N30,S . L
Exact Mass: 451,1354 Bromine derivative 25 (80 mg, 0.20 mmol, 1.0 eq.) and

4-vinylpyridine (63 uL, 0.60 mmol, 3.0 eq.) were added. The mixture was then stirred at 90 °C overnight.
The crude was diluted in DCM. The organic layer was washed twice with water, once with a saturated
NaHCOs; aqueous solution, once with brine and dried over MgSO4. The crude was purified by flash
chromatography on silica gel (DCM/MeOH 100:0 to 90:10) to give the expected product as a yellow
powder (65 mg, 0.14 mmol, n =73 %).

'H NMR (300 MHz, CDCl3) : 6 =8.61 (d, J = 5.5 Hz, 4H, Hs), 8.30 (d, J = 1.5 Hz, 2H, H,), 7.80 (dd, J = 9.0 Hz,
1.5 Hz, 2H, H,), 7.42 —7.29 (m, 7H, Hs, Hy, Hs/Hs), 7.09 (d, J = 16.5 Hz, 2H, Hs/He), 3.79 (s, 3H, Ha).

13C NMR (75 MHz, CDCls) : § = 150.5 (Cs), 144.2 (Cq), 141.5 (Cq), 131.8 (C2), 130.9 (Cg), 130.6 (Cs/Cs), 126.9
(Cs/Ce), 124.9 (C), 122.0 (C1), 121.0 (C7), 116.4 (C3), 36.2 (Ca).

LC/MS (ES+) : m/z = 452.4 ([M+H]*), tr = 5.32 min
HRMS (ES+) : calculated for C;7H22N30,5* 452.1427 found 452.1454
TLC : Rf (DCM/MeOH 95:5) = 0.39

Melting point : > 240 °C

I@ A large excess of iodomethane (0.50 mL, 8.04 mmol,

= ﬁ/ 100 eq.) was added to a solution of Sulfox"-Py (35 mg,
|

80 umol, 1.0 eq.) in a MeOH/DCM (1:1) mixture (4 mL).

The reaction was stirred at 45 °C overnight. Et,0 was

introduced to increase the amount of precipitate. It was
Chemical Formula: CygHy7N50S2*
Exact Mass: 465,1864 filtered to give the expected product as a red powder
(56 mg, 78 umol, n = 97 %).
'H NMR (300 MHz, DMSO-d¢) : 6§ =8.87 (d, J = 6.5 Hz, 4H, Hg), 8.43 (d, J = 1.5 Hz, 2H, H1), 8.19 (d, J = 6.5 Hz,

4H, H), 8.16 — 8.07 (m, 4H, H>, Hs), 7.82 (d, J = 9.0 Hz, 2H, Hs), 7.64 (d, J = 16.5 Hz, 2H, He), 4.26 (s, 6H, Ho),
3.90 (s, 3H, Ha).

13C NMR (75 MHz, DMSO-ds) : & = 152.4 (Cg), 145.1 (Cs), 139.6 (C,), 138.8 (Cs), 132.3 (C3), 131.0 (C4),
129.4 (C,), 124.7 (Cy), 123.3 (C7), 122.6 (Cs), 117.6 (C3), 47.0 (Co), 36.0 (Ca).

LC/MS (ES+) : m/z = 232.9 ([M-217]/2%), tr = 5.20 min
HRMS (ES+) : calculated for C,5H,7N30SI* 592.0914 found 592.0916
Melting point : > 240 °C
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Sulfon-Py :

|® A large excess of iodomethane (0.48 mL, 7.75 mmol,
= ﬁ/

\\I

100 eq.) was added to a solution of Sulfon"-Py (35 mg,
78 umol, 1.0 eq.) in a MeOH/DCM (1:1) mixture (4 mL).

The reaction was stirred at 45 °C overnight. Et,O was

introduced to increase the amount of precipitate. It was
Chemical Formula: CygH,7N30,8%*
Exact Mass: 481,1813 filtered to give the expected product as a red powder
(55 mg, 75 pmol, n = 96 %).
H NMR (300 MHz, DMSO-ds) : 6 = 8.89 (d, J = 6.5 Hz, 4H, Hs), 8.39 (s, 2H, H1), 8.26 — 8.11 (m, 8H, Ha, Hs,
H-), 7.80 (d, J = 9.0 Hz, 2H, Hs), 7.67 (d, J = 16.5 Hz, 2H, He), 4.27 (s, 6H, Ho), 3.86 (s, 3H, Ha).

13C NMR (75 MHz, DMSO-de) : 6 = 152.3 (Cg), 145.2 (Cs), 141.6 (Cy), 138.3 (Cs), 132.5 (C2), 129.5 (Cq), 123.7
(Cq), 123.5 (C6/C7), 123.3 (C6/C7), 122.6 (C1), 118.3 (Cs), 47.0 (Cs), 36.5 (Ca).

LC/MS (ES+) : m/z = 240.9 ([M-21//2]*), tr = 5.37 min
HRMS (ES+) : calculated for CygH,7N30,SI* 608.0863 found 608.0842
Melting point : > 240 °C

2,7-dibromo-10-[(4-methoxyphenyl)methyl]-9,9-dimethyl-9,10-dihydroacridine, 31 :

Under Ar atmosphere, 2,7-dibromo-9,9-dimethyl-9,10-dihydroacridine

Br\1‘\></5‘/8r 17 (500 mg, 1.36 mmol, 1.0 eq.) and sodium hydride 60 % in oil (60 mg,
2 N O 1.50 mmol, 1.1 eq.) were dissolved in dry DMF (13 mL). After 30 min stirring,

’ 4K©\ 4-methoxybenzylchloride (0.19 mL, 1.43 mmol, 1.05 eq.) was introduced

6 ; o8 and the solution was stirred at for 3h. Water was added : a precipitate

Chemical Formula: CogH,Br,NO aPPeared. It was filtered and dissolved in DCM. The organic layer was
Exact Mass: 484,9990 washed with brine and dried over Na,SO,. After evaporation, the resulting

solid was filtered and washed with pentane to give the expected product as a white solid (626 mg,

1.29 mmol, n =94 %).

'H NMR (300 MHz, CDCl3) : 6 = 7.50 (d, J = 2.0 Hz, 2H, Hi), 7.17 (dd, J = 8.5 Hz, 2.0 Hz, 2H, H,), 7.04 (d,
J=8.5Hz, 2H, He), 6.85 (d, J = 8.5 Hz, 2H, H;), 6.62 (d, J = 8.5 Hz, 2H, Hs), 5.09 (s, 2H, Ha), 3.79 (s, 3H, Hs),
1.55 (s, 6H, Hs).

13C NMR (75 MHz, CDCls) : 6 = 158.9 (Cy), 139.6 (Cq), 133.9 (C,), 129.8 (C2), 127.6 (Cq), 127.5 (C1/Ce), 127.4
(C1/Cs), 115.2 (Cs), 114.5 (Cy), 113.7 (Cy), 55.4 (Cs), 50.7 (Ca), 36.7 (Cq), 29.1 (Cs).

LC/MS (ES+) : m/z = 486.2 ([M+H]*), tr = 8.39 min
TLC : R¢ (Cyclohexane/AcOEt, 9:1) = 0.54
Melting point : 128 °C
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10-[(4-methoxyphenyl)methyl]-9,9-dimethyl-9,10-dihydroacridine-2,7-dicarbaldehyde, 32 :

At -78 °C and under Ar atmosphere, n-Buli in hexanes (9.62 mL, 1.60 M,

6? Y ° (l) 15.4 mmol, 3.0 eq.) was added dropwise to a solution of bromine derivative
2 N O 31 (2.50 g, 5.13 mmol, 1.0 eq.) in dry THF (78 mL). After 15 min, DMF

3 4K©\ (1.19 mL, 15.4 mmol, 3.0 eq.) was added dropwise. The mixture was then

6 o] allowed to warm to r.t. and stirred for 1h. Water was introduced dropwise to

7

uench the reaction. The aqueous layer was extracted once with AcOEt.
Chemical Formula: Cy5H,3NO3 q q y

Exact Mass: 385,1678 Organic layer was washed twice with brine and dried over Na;SOs. The

resulting solid was washed with pentane and filtered to give the expected product as a pale-yellow

powder (1.89 g, 4.89 mmol, 1 =95 %).

H NMR (300 MHz, CDCls) : 6= 9.89 (s, 2H, He), 8.01 (d, J = 2.0 Hz, 2H, H1), 7.63 (dd, J = 8.5 Hz, 2.0 Hz, 2H,
H.), 7.08 (d, J = 8.5 Hz, 2H, Hg), 6.93 (d, J = 8.5 Hz, 2H, Hs), 6.89 (d, J = 8.5 Hz, 2H, H5), 5.27 (s, 2H, Ha), 3.80
(s, 3H, Hs), 1.68 (s, 6H, Hs).

13C NMR (75 MHz, CDCls) : & = 191.0 (Ce), 159.2 (C,), 144.8 (Cq), 132.7 (Cg), 130.9 (Cy), 130.4 (Cy), 127.2
(Ce), 126.6 (Cq), 126.4 (C,), 114.8 (C7), 114.3 (C3), 55.5 (Cs), 51.5 (C4), 36.6 (Cq), 30.0 (Cs).

LC/MS (ES+) : m/z = 386.4 ([M+H]*), tr = 7.22 min
TLC : Rf (Cyclohexane/AcOEt, 7:3) = 0.33
Melting point : 78 °C

9,9-dimethyl-9,10-dihydroacridine-2,7-dicarbaldehyde, 30 :

o 5 o Under Ar atmosphere, aniline 32 (180 mg, 0.47 mmol, 1.0 eq.) was dissolved
|1 |
6 in dry DCM and TFA (0.17 mL, 2.33 mmol, 5.0 eq.) was added dropwise. After
2 H 10 min, solvents were removed under reduced pressure. The crude was
3
4 purified by flash chromatography on silica gel (Cyclohexane/AcOEt, 80:20 to
Chemical Formula: C47H5NO,
Exact Mass: 265,1103 60:40) to give the expected product as an orange powder (85 mg, 0.32 mmol,
N =69 %).
H NMR (300 MHz, CDCl3) : & = 9.86 (s, 2H, Hg), 7.95 (d, J = 1.5 Hz, 2H, H1), 7.68 (dd, J = 8.0 Hz, 1.5 Hz, 2H,
H>), 6.99 (brs, 1H, Hs), 6.84 (d, J = 8.0 Hz, 2H, H3), 1.67 (s, 6H, Hs).

13C NMR (75 MHz, CDCl3) : & = 190.8 (Cs), 142.0 (Cq), 131.2 (Cq), 130.1 (C), 129.9 (Cq), 128.6 (Cy), 114.5
(Cs), 32.0 (Cs).

LC/MS (ES+) : m/z = 266.3 ([M+H]*), tr = 6.25 min
TLC : Rf (Cyclohexane/AcOEt, 6:4) = 0.33
Melting point : 224 °C
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9,9-dimethyl-2,7-bis[(E)-2-(pyridin-4-yl)ethenyl]-9,10-dihydroacridine, 26 :

Under Ar atmosphere, aldehyde 30 (350 mg, 1.32 mmol,
1.0 eq.) and sodium hydride 60 % in oil (211 mg, 0.90 mmol,
4.0 eq.) were dissolved in dry DMF (10 mL). The phosphonate

(550 pL, 2.64 mmol, 2.0 eq.) was then added and the solution

Chemical Formula: CygHo5N3
Exact Mass: 415,2048 was stirred at r.t. for 2h. Water was introduced dropwise to

guench the reaction. The aqueous layer was extracted once with DCM. Organic layers were washed twice
with brine and dried over Na,SO.. After partial evaporation, pentane was added was added to obtain a
precipitate which was filtered to give the expected product as a brown-yellow powder (512 mg,
1.23 mmol, n =93 %).

'H NMR (300 MHz, CDCl5) : § = 8.55 (d, J = 6.0 Hz, 4H, Hs), 7.56 (d, J = 1.5 Hz, 2H, H1), 7.38 - 7.34 (m, 6H,

Hs, Ha), 7.29 (d, J = 16.0 Hz, 2H, H7), 6.89 (d, J = 16.0 Hz, 2H, He), 6.73 (d, J = 8.0 Hz, 2H, H3), 6.48 (s, 1H, Ha),
1.68 (s, 6H, Hs).

13C NMR (75 MHz, CDCls) : § = 150.2 (Co), 145.3 (Cy), 138.4 (Cy), 133.4 (C7), 129.4 (Cy), 129.3 (Cy), 125.9 (C1),
125.5 (Cy), 122.8 (C¢), 120.7 (Cg), 114.3 (C3), 36.7 (Cq), 31.5 (Cs).

LC/MS (ES+) : m/z = 416.3 ([M+H]*), tr = 4.81 min

TLC : Rt (DCM/EtOH, 95:5) = 0.17

HRMS (ES+) : calculated for CagH 6N3* 416.2121 found 416.2136
Melting point : > 240 °C

3-(4-bromophenyl)-6-methyl-1,2,4,5-tetrazine, p-27 :

Under Ar atmosphere, a solution of 4-bromobenzonitrile (1.5 g, 8.24 mmol,

1 | 1.0 eq.), ACN (3.47 mL, 65.9 mmol, 8.0 eq.), EtOH (1.44 mL, 24.7 mmol, 3.0 eq.)
2 and 3-mercaptopropionic acid (0.72 mL, 8.24 mmol, 1.0 eq.) was cooled to 0 °C.
N7 N Hydrazine hydrate (4.8 mL, 98.9 mmol, 12.0 eq.) was then added dropwise. The
TN solution was then stirred atr.t. for 15h. A saturated aqueous solution of sodium

3 . . . . .
Chemical Formula: CoH,B.N, nitrite (8.53 g, 123 mmol, 15 eq.) was added into the reaction mixture, which

Exact Mass: 249,9854 was cooled to 0 °C. A solution of HCl 1 M was then added dropwise until gas
release ceased. The pink aqueous layer was extracted with DCM. The organic layer was washed with brine
and dried over Na,SOs. The crude was purified by flash chromatography on silica gel (Petroleum

ether/DCM, 100:0 to 70:30) to give the expected product as a pink solid (940 mg, 3.74 mmol, n = 45 %).

CAS number [56108-00-0]

'H NMR (300 MHz, CDCl5) : 6 = 8.47 (d, J = 8.5 Hz, 2H, H»), 7.74 (d, J = 8.5 Hz, 2H, H1), 3.10 (s, 3H, Hs).
LC/MS (ES+) : m/z = 253.3 ([M+H]*), tr = 7.64 min

TLC : Rt (Petroleum ether/DCM, 7:3) = 0.47
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3-(3-bromophenyl)-6-methyl-1,2,4,5-tetrazine, m-27 :

Under Ar atmosphere, a solution of 3-bromobenzonitrile (300 mg, 1.65 mmol,

2 2_kr 1.0 eq.), ACN (0.69 mL, 13.2 mmol, 8.0 eq.), EtOH (0.29 mL, 4.94 mmol, 3.0 eq.)
! 4 and 3-mercaptopropionic acid (0.14 mL, 1.65 mmol, 1.0 eq.) was cooled to 0 °C.
E: E Hydrazine hydrate (0.96 mL, 19.8 mmol, 12.0 eq.) was then added dropwise.
T The solution was then stirred at r.t. for 15h. A saturated aqueous solution of

5 . o . . .
Chemical Formula: Cgy7g,N,  SOdium nitrite (1.71 g, 24.7 mmol, 15 eq.) was added into the reaction mixture,
Exact Mass: 249,9854 . . . .
which was cooled to 0 °C. A solution of HCl 1 M was then added dropwise until
gas release ceased. The pink aqueous layer was extracted with DCM. The organic layer was washed with
brine and dried over Na,SO.. The crude was purified by flash chromatography on silica gel (Petroleum

ether/DCM, 100:0 to 70:30) to give the expected product as a pink solid (151 mg, 0.60 mmol, n = 36 %).

CAS number [56107-98-3]

1H NMR (300 MHz, CDCls) : 6 = 8.74 (s, 1H, Ha), 8.52 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H1/Hs), 7.74 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H1/Hs),
7.46 (t, J = 8.0 Hz, 1H, H,), 3.11 (s, 3H, Hs).

LC/MS (ES+) : m/z = 253.2 ([M+H]"), tr = 6.76 min
TLC : R¢ (Petroleum ether/DCM, 7:3) = 0.47

3-(4-iodophenyl)-6-methyl-1,2,4,5-tetrazine :

Under Ar atmosphere, a solution of 4-iodobenzonitrile (2.0 g, 8.73 mmol,

1 1.0 eq.), ACN (3.67 mL, 69.9 mmol, 8.0 eq.), EtOH (1.50 mL, 25.7 mmol, 3.0 eq.)
2 and 3-mercaptopropionic acid (0.76 mL, 8.73 mmol, 1.0 eq) was cooled to 0 °C.
N”"N Hydrazine hydrate (5.08 mL, 105 mmol, 12.0 eq.) was then added dropwise. The
TN solution was then stirred at r.t. for 72h. A saturated aqueous solution of sodium

3 . . . . . .
Chemical Formula: GgHyIN; nitrite (9.04 g, 123 mmol, 15 eq.) was added into the reaction mixture, which

ExactMass: 297.9715  \yas cooled to 0 °C. A solution of HCl 1 M was then added dropwise until gas

release ceased. The pink aqueous layer was extracted once with DCM. The organic layer was washed with
brine and dried over Na,;SO.. The crude was purified by flash chromatography on silica gel (Petroleum

ether/DCM, 100:0 to 70:30) to give the expected product as a pink solid (853 mg, 2.86 mmol, n = 33 %).

CAS number [56108-04-4]

'H NMR (300 MHz, CDCl5) : 6 = 8.32 (d, J = 8.0 Hz, 2H, H,), 7.95 (d, J = 8.0 Hz, 2H, H1), 3.10 (s, 3H, H3).
LC/MS (ES+) : m/z = 299.3 ([M+H]*), tr = 7.82 min

TLC : R¢ (Petroleum ether/DCM, 7:3) = 0.47
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3-(3-iodophenyl)-6-methyl-1,2,4,5-tetrazine :

Under Ar atmosphere, a solution of 4-iodobenzonitrile (2.0 g, 8.73 mmol,

3
? I 1.0 eq.), ACN (3.67 mL, 69.9 mmol, 8.0 eq.), EtOH (1.50 mL, 25.7 mmol, 3.0 eq.)
1 ) and 3-mercaptopropionic acid (0.76 mL, 8.73 mmol, 1.0 eq) was cooled to 0 °C.
,11: E Hydrazine hydrate (5.08 mL, 105 mmol, 12.0 eq.) was then added dropwise. The
T solution was then stirred at r.t. for 16h. A saturated aqueous solution of sodium

5
Chemical Formula: CoH7INs  nitrite (9.04 g, 123 mmol, 15 eq.) was added into the reaction mixture, which
Exact Mass: 297,9715
was cooled to 0 °C. A solution of HCl 1 M was then added dropwise until gas
release ceased. The pink aqueous layer was extracted once with DCM. The organic layer was washed with
brine and dried over Na,SO4. The crude was purified by flash chromatography on silica gel (Petroleum

ether/DCM, 100:0 to 70:30) to give the expected product as a pink solid (896 mg, 3.01 mmol, n = 34 %).

CAS number [56108-02-2]

1H NMR (300 MHz, CDCls) : & = 8.96 (t, J = 1.5 Hz, 1H, Ha), 8.60 — 8.53 (m, 1H, H1/Hs), 8.00 — 7.93 (m, 1H,
Hi/Hs), 7.33 (t, J = 8.0 Hz, 1H, H,), 3.12 (s, 3H, Hs).

LC/MS (ES+) : m/z = 299.3 ([M+H]"), tr = 7.82 min
TLC : R¢ (Petroleum ether/DCM, 7:3) = 0.47

9,9-dimethyl-10-[4-(6-methyl-1,2,4,5-tetrazin-3-yl)phenyl]-2,7-bis[(E)-2-(pyridin-4-yl)ethenyl]-9,10-

dihydroacridine, p-28 :

Under Ar atmosphere, aniline 26 (60 mg, 0.14 mmol, 1.0 eq.),
tetrazine p-27 (54 mg, 0.22 mmol, 1.5 eq.) and Cs,CO; (94 mg,

0.29 mmol, 2.0 eq.) were dissolved in dry toluene (7 mL). The

solution was degassed by Ar bubbling for 15 min under vigorous

6 stirring, Pd,(dba)s (7.9 mg, 8.7 umol, 0.06 eq.) and Xantphos
NZ°N (20 mg, 35 umol, 0.24 eq.) were then added. The solution was

NN
T degassed once again during 15 min and was stirred at 110 °C for

7
2h30. DCM was introduced. The organic layer was washed once
Chemical Formula: C3gH31N7

Exact Mass: 585,2641 with water, once with brine and dried over Na,SO4. The crude

was purified by preparative TLC (Thickness : 2 mm, DCM/EtOH 90:10) to give the expected product as a
red solid (48 mg, 82 umol, n =57 %).

'H NMR (300 MHz, CDCls) : 6 = 8.89 (d, J = 8.5 Hz, 2H, He), 8.53 (d, J = 6.0 Hz, 4H, H11), 7.66 (d, J = 2.0 Hz,
2H, Hi), 7.60 (d, J = 8.5 Hz, 2H, Hs), 7.34 (d, J = 6.0 Hz, 4H, Hu), 7.28 (d, J = 16.5 Hz, 2H, Hs), 7.21 (dd,

J=8.5Hz, 2.0 Hz, 2H, H,), 6.88 (d, J = 16.5 Hz, 2H, Hs), 6.36 (d, J = 8.5 Hz, 2H, Hs), 3.15 (s, 3H, H7), 1.81 (s,
6H, Ha).
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3C NMR (75 MHz, CDCl3) : § = 167.7 (Cq), 163.7 (Cg), 150.1 (Cu), 145.1 (Cq), 144.7 (Cq), 140.5 (Cq), 133.0
(Cs), 132.3 (Cy), 132.0 (Cs), 130.8 (Ce), 130.5 (Cq), 129.6 (C,), 125.5 (C,), 125.0 (C4), 123.4 (Cs), 120.7 (Cao),
114.8 (Cs), 36.3 (Cq), 31.8 (C4), 21.4 (Cy).

LC/MS (ES+) : m/z = 586.4 ([M+H]*), tr = 5.32 min

Flurogenic probe C:

A large excess of iodomethane (0.16 mL, 2.56 mmol,
50 eq.) was added to a solution of p-28 (30 mg, 51 umol,
1.0 eq.) ina MeOH/DCM (1:1) mixture (1 mL). The reaction

3 was stirred at 45 °C for 2h. Diethyl ether was introduced to
6 get a precipitate which was filtered to give the expected

N7 >N product as a red powder (39 mg, 45 pmol, | = 88 %).

T H NMR (300 MHz, DMSO-ds) : & = 8.83 (d, J = 8.5 Hz, 2H,
7 He), 8.79 (d, J = 7.0 Hz, 4H, Hu1), 8.14 (d, J = 7.0 Hz, 4H, Hyo),
Chemical Formula: CaoHa7N7** 8.03—7.97 (m, 4H, Hy, Hs), 7.78 (d, J = 8.5 Hz, 2H, Hs), 7.47
Exact Mass: 615,3099 —7.40 (m, 4H, Ha, Ho), 6.37 (d, J = 8.5 Hz, 2H, Hs), 4.22 (s,
6H, H12), 3.08 (s, 3H, H-), 1.82 (s, 6H, Ha).

13C NMR (75 MHz, DMSO-ds) : 6 = 167.4 (Cy), 162.9 (Cq), 152.9 (C,), 144.8, 143.1 (C,), 140.8 (C), 140.7 (Cs),
132.6 (Cy), 131.8 (Cs), 130.6 (Cs), 130.5 (C,), 128.7 (Cq), 127.6 (C2), 126.7 (C1), 122.9 (C1o), 120.3 (Co), 114.8
(C3), 46.7 (C12), 35.9 (Cy), 32.2 (Ca), 21.0 (Cy).

LC/MS (ES+) : m/z = 307.8 ([M-21/2]*), tr = 5.22 min
HRMS (ES+) : calculated for CaoHs7N7I* 742.2150 found 742.2162

2-(4-iodophenoxy)acetonitrile, 33 :

Under Ar atmosphere, 4-iodophenol (1.50 g, 6.82 mmol, 1.0 eq.) and Cs,COs

1 (3.33 g, 10.2 mmol, 1.5 eq.) were dissolved in dry DMF (30 mL). After 5 min,

2 bromoacetonitrile (0.57 mL, 8.18 mmol, 1.2 eq.) was added and the solution was

OT 3 stirred at r.t. overnight. Water and AcOEt were introduced. The organic layer
|N| was washed three times with water, two times with brine and dried over Na;SOa.

Chemical Formula: CgHgINO . . . . .
Exact Mass: 258,9494 After evaporation, the resulting solid was filtered and washed with pentane to

give the expected product as a brown solid (1.69 g, 6.52 mmol, 1 =96 %).

CAS number [243657-95-6]

'H NMR (300 MHz, CDCl5) : 6 = 7.65 (d, J = 9.0 Hz, 2H, H1), 6.77 (d, J = 9.0 Hz, 2H, H,), 4.75 (s, 2H, H3).
LC/MS (ES+) : m/z = 259.2 ([M+H]*), tr = 7.48 min

TLC : Rf (Cyclohexane/AcOEt, 9:1) = 0.22

Melting point : 60 °C

- 186 -



Partie expérimentale

3-(4-iodophenoxymethyl)-6-methyl-1,2,4,5-tetrazine, 34 :

Under Ar atmosphere, a solution of 2-(4-iodophenoxy)acetonitrile 33 (1.65 g,

6.37 mmol, 1.0 eq.), ACN (2.68 mL, 51.0 mmol, 8.0 eq.), EtOH (1.09 mlL,

N

2 18.8 mmol, 3.0 eq.) and 3-mercaptopropionic acid (0.56 mL, 6.37 mmol,
Oj\?’ 1.0 eq) was cooled to 0 °C. Hydrazine hydrate (3.71 mL, 76.4 mmol, 12.0 eq.)
E: E was then added dropwise. The solution was then stirred at r.t. for 72h. A

T saturated aqueous solution of sodium nitrite (6.59 g, 95.5 mmol, 15 eq.) was

4
Chemical Formula: C1oHgIN4O  added into the reaction mixture, which was cooled to 0 °C. A solution of HCI
Exact Mass: 327,9821

1 M was then added dropwise until gas release ceased. The pink aqueous layer
was extracted once with DCM. The organic layer was washed with brine and dried over Na,SOs. The crude
was purified by flash chromatography on silica gel (Petroleum ether/DCM, 100:0 to 50:50) to give the
expected product as a pink solid (451 mg, 1.37 mmol, 1 = 22 %).
'H NMR (300 MHz, CDCls) : § =7.57 (d, J = 8.5 Hz, 2H, Ha), 6.82 (d, J = 8.5 Hz, 2H, H>), 5.61 (s, 2H, Hs), 3.10
(s, 3H, Ha).

BC NMR (75 MHz, CDCl5) : 6 = 168.9 (Cy), 165.5 (Cq), 157.9 (Cq), 138.6 (C1), 117.5 (Cy), 84.5 (Cq), 67.9 (C3),
21.5 (Ca).

LC/MS (ES+) : m/z = 329.1 ([M+H]*), tr = 6.69 min
TLC : R¢(Cyclohexane/AcOEt, 8:2) = 0.32

10-(4-bromophenyl)-9,9-dimethyl-9,10-dihydroacridine-2,7-dicarbaldehyde, p-36 :

o 6 o Under Ar atmosphere and at 0 °C, POCl; (17.9 mL, 192 mmol, 100 eq.) was
7W added dropwise to dry DMF (30 mL). After 1h stirring at 0 °C, 10-(4-
2 N O bromophenyl)-9,9-dimethyl-9,10-dihydroacridine (700 mg, 1.92 mmol,
34 1.0 eq.) was introduced. The solution was stirred at 95 °C overnight. The dark

5

! mixture was poured into an ice bath and this solution was quenched by
;

Chemical Formula: C,3H41gBrNO, NaOH 3 M. The aqueous layer was extracted four times with AcOEt. Organic
Exact Mass: 419,0521

layers were combined, washed with brine and dried over Na,SOa. The crude

was purified by flash chromatography on silica gel (Cyclohexane/AcOEt, 100:0 to 80:20) to give the

expected product as a yellow solid (666 mg, 1.58 mmol, n = 82 %).

1H NMR (300 MHz, CDCls) : & = 9.87 (s, 2H, Hy), 8.02 (d, J = 1.5 Hz, 2H, H,), 7.84 (d, J = 8.5 Hz, 2H, Ha/Hs),
7.51 (dd, J = 8.5 Hz, 1.5 Hz, 2H, H,), 7.23 (d, J = 8.5 Hz, 2H, Ha/Hs), 6.39 (d, J = 8.5 Hz, 2H, Hs), 1.76 (s, 6H,
He).

13C NMR (75 MHz, CDCl3) : & = 190.8 (C5), 144.4 (Cy), 138.6 (C,), 134.9 (Ca/Cs), 132.2 (C4/Cs), 131.0 (Cy),
130.8 (Cq), 129.7 (C2), 127.6 (C1), 123.6 (Cq), 115.0 (Cs), 36.3 (Cq), 32.0 (Cs).

LC/MS (ES+) : m/z = 422.2 ([M+H]*), tr = 7.66 min
HRMS (ES+) : calculated for C,3H1sBrNO,* 420.0594 found 420.0589
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TLC : Rf (Cyclohexane/AcOEt, 7:3) = 0.55
Melting point : 191 °C

3-(2-methanesulfonylethyl)-6-methyl-1,2,4,5-tetrazine, 39 :

Under Ar atmosphere, a solution of 3-hydroxypropionitrile (1.50 mL,

O?\S/’S1 22.0 mmol, 1.0 eq.), ACN (9.23 mL, 176 mmol, 8.0 eq.), EtOH (3.77 mL,
25\3 64.7 mmol, 3.0 eq.) and 3-mercaptopropionic acid (1.91 mL, 22.0 mmol,
NZON 1.0 eq) was cooled to 0 °C. Hydrazine hydrate (9.23 mL, 263 mmol, 12.0 eq.)

TN was then added dropwise. The solution was then stirred at r.t. for 16h. A

4 . . i
Chemical Formula: CeHyoNs05S saturated aqueous solution of sodium nitrite (12.8 g, 329 mmol, 15 eq.) was

Exact Mass: 218,0474 added into the reaction mixture, which was cooled to 0 °C. A solution of HCl

1 M was then added dropwise until gas release ceased. The pink aqueous layer was extracted once with
DCM. The organic layer was washed with brine. EtsN (3.27 mL, 23.6 mmol, 1.1 eq.) and methanesulfonyl
chloride (1.82 mL, 23.6 mmol, 1.1 eq.) were added and the solution was stirred at r.t. for 10 min. The
organic layer was washed once with water. The crude was purified by flash chromatography on silica gel
(Cyclohexane/AcOEt, 90:10 to 50:50) to give the expected product as a pink solid (970 mg, 4.44 mmol,
n=21%).

CAS number [1616736-04-9]

1H NMR (300 MHz, CDCls) : 6 = 4.87 (t, J = 6.0 Hz, 2H, Ha), 3.77 (t, J = 6.0 Hz, 2H, Hs), 3.08 (s, 3H, Ha), 3.02
(s, 3H, Ha).

LC/MS (ES+) : m/z =219.2 ([M+H]"), tr = 4.53 min
TLC : R¢ (Cyclohexane/AcOEt, 1:1) = 0.27

9,9-dimethyl-10-{4-[(E)-2-(6-methyl-1,2,4,5-tetrazin-3-yl)ethenyl]phenyl}-9,10-dihydroacridine-2,7-
dicarbaldehyde, p-37 :

o 6 o Under Ar atmosphere, bromine derivative p-36 (250 mg, 0.59 mmol, 1.0 eq.),
7W tetrazine 39 (162 mg, 0.74 mmol, 1.25 eq.), Pdi(dba); (27 mg, 30 umol,
2 O 0.05 eq.) and QPhos (21 mg, 30 umol, 0.05 eq.) were solubilized in dry DMF
34 (4 mL). The solution was degassed for 5 min, N,N-dicyclohexylmethylamine
° (315 pL, 1.49 mmol, 2.5 eq.) was then added. The solution was stirred at

9

N

5

N
X
100 °Cfor 1h. AcOEt was introduced. The organic layer was washed with brine
N7 N
I |
T

and dried over Na,SOs4. During evaporation, a precipitate appeared. It was

10 filtered and washed with Et,0 to give the expected product as a red solid
Chemical Formula: CogHo3N50, o
Exact Mass: 461,1852 (241 mg, 0.52 mmol, = 88 %).

1H NMR (300 MHz, CDCl3) : 6 = 9.88 (s, 2H, H7), 8.43 (d, J = 16.5 Hz, 1H, Hs), 8.04 (d, J = 1.5 Hz, 2H, H,), 8.01
(d, J = 8.5 Hz, 2H, Hs), 7.60 (d, J = 16.5 Hz, 1H, Hs), 7.53 (dd, J = 8.5 Hz, 1.5 Hz, 2H, H,), 7.43 (d, J = 8.5 Hz,
2H, Ha), 6.45 (d, J = 8.5 Hz, 2H, Hs), 3.10 (s, 3H, Hio), 1.78 (s, 6H, Hs).
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13C NMR (75 MHz, CDCls) : & = 190.8 (C7), 166.9 (Cq), 164.6 (Cq), 144.4 (C,), 141.0 (Cy), 139.2 (Co), 136.4
(Cq), 131.2 (Cs), 131.0 (Ca), 131.0 (Cy), 130.9 (Cy), 129.7 (C2), 127.7 (C4), 122.8 (Cs), 115.1 (C3), 36.3 (Cy),
32.1(Ce), 21.4 (Cao).

LC/MS (ES+) : m/z = 462.3 ([M+H]*), tr = 7.43 min
HRMS (ES+) : calculated for CagH24NsO>* 462.1925 found 462.1909
TLC : R¢ (Cyclohexane/AcOEt, 7:3) = 0.23

1,4-dimethylpyridinium iodide, 41 :

Compound synthetized by Delphine Naud

A large excess of iodomethane (5.0 mL, 80.3 mmol, 8.3 eq.) was added to a

S
[
1\%)/ solution of 4-methylpyridine (0.95 mL, 903 mg, 9.69 mol, 1.0 eq.) in DCM (4 mL).
2@\ The reaction was stirred at r.t for 4h. Petroleum ether was added to get a
3 4

precipitate which was filtered to give the expected product as a white powder
Chemical Formula: C7H4gIN

Exact Mass: 234,9858 (2.28 g, 9.78 mmol, quantitative).

1H NMR (300 MHz, CDCl3) : § = 8.82 (d, J = 6.5 Hz, 2H, H,), 7.95 (d, J = 6.5 Hz, 2H, Hs), 4.27 (s, 3H, H1), 2.59
(s, 3H, Ha).

LC/MS (ES+) : m/z =108.1 ([M-I']*), tr = 0.95 min

Melting point : > 240 °C

Fluorogenic probe F :

Aldehyde p-37 (25 mg, 54 umol, 1.0 eq.) was solubilized in
dry DMF (1 mL). This solution was cooled to 0 °C and

pyrrolidine (9.3 pL, 0.11 mmol, 2.1 eq.) was then added.

After 15 min stirring, AcOH (31 puL, 0.54 mmol, 10 eq.) and

5 1,4-dimethylpyridinium iodide 41 (24 mg, 0.10 mmol,
°N7 1.9 eq.) were introduced. The resulting mixture was stirred
7 E at 4 °C for 16h. Diethyl ether (3 mL) was added to get a

T precipitate which was filtered to give the expected

8

Chemical Formula: C4,H39N72*
Exact Mass: 641,3256

product as a red solid (22 mg, 25 umol, n = 45 %).

H NMR (300 MHz, DMSO-dg) : 6 = 8.80 (d, J = 6.5 Hz, 4H,
His), 8.41 (d, J = 16.5 Hz, 1H, He/H-), 8.27 (d, J = 8.5 Hz, 2H, Hs), 8.15 (d, J = 6.5 Hz, 4H, H1,), 8.07 — 7.95 (m,
4H, Hy, Hyo), 7.81 (d, J = 16.5 Hz, 1H, He/H5), 7.57 (d, J = 8.5 Hz, 2H, Ha), 7.49 — 7.36 (m, 4H, Ha, H11), 6.33
(d, J = 8.5 Hz, 2H, Hs), 4.22 (s, 6H, H1a), 3.00 (s, 3H, Hg), 1.81 (s, 6H, Ho).

13C NMR (75 MHz, DMSO-de) : 6 = 166.4 (C), 164.1 (C,), 152.9 (Cy), 144.8 (C13), 141.0 (C,), 140.8 (Cao),
140.7 (Cq), 138.6 (C6/C7), 135.8 (Cq), 131.2 (C4/Cs), 131.1 (C4/Cs), 130.4 (C,), 128.6 (Cy), 127.6 (C2), 126.6
(C1), 122.8 (C6/C7/C12), 122.6 (C6/C7/Ci2), 120.2 (C11), 114.8 (Cs), 46.7 (C14), 35.9 (Cy), 32.3 (Co), 21.0 (Cs).

LC/MS (ES+) : m/z =320.9 ([M-217/2]%), tr = 6.35 min
HRMS (ES+) : calculated for C42H39N7I* 768.2306 found 768.2335
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10-(2-bromophenyl)-9,9-dimethyl-9,10-dihydroacridine, 0-38 :

9 Under Ar atmosphere, 9,9-dimethyl-9,10-dihydroacridine 17 (100 mg,

2 ‘ 0.48 mmol, 1.0 eq.), 2-bromoiodobenzene (0.25 mL, 1.91 mmol, 4.0 eq.),
8 . N o NaO'Bu (92 mg, 0.96 mmol, 2.0 eq.), Pd,(dba)s (9 mg, 10 umol, 0.02 eq.) and
5©/ XPhos (14 mg, 29 umol, 0.06 eq.) were dissolved in freshly degassed (by Ar

° 7 ° bubbling for 15 min) dry toluene (4.8 mL). The solution was stirred at 110 °C

Chemical Formula: C,1H4gBrN
Exact Mass: 363,0623

chromatography on silica gel (Cyclohexane) to give the expected product as a white solid (129 mg,

overnight. The crude was filtered through a Celite pad and purified by flash

0.35 mmol, n =74 %).

CAS number [2142571-63-7]

H NMR (300 MHz, CDCls) : & = 7.89 (dd, J = 8.5 Hz, 1.5 Hz, 1H, Hs), 7.57 (td, J = 8.0 Hz, 1.5 Hz, 1H, He/H>),
7.50 (dd, J = 7.5, 2.0 Hz, 2H, H1), 7.44 — 7.36 (m, 2H, Hs, He/H5), 7.03 — 6.92 (m, 4H, Ha, Hs), 6.13 (dd,
J=8.0Hz, 1.5 Hz, 2H, Ha), 1.79 (s, 3H, Hs), 1.69 (s, 3H, Ho).

LC/MS (ES+) : m/z = 364.2 ([M+H]*), tr = 8.03 min
TLC : R¢ (Cyclohexane) = 0.26
Melting point : 176 °C

10-(2-bromophenyl)-9,9-dimethyl-9,10-dihydroacridine-2,7-dicarbaldehyde, 0-36 :

Under Ar atmosphere and at 0 °C, POCl; (2.69 mL, 28.8 mmol, 70 eq.) was

8
(0] O
o |1 ' added dropwise to dry DMF (5 mL). After 1h stirring at 0 °C, compound 0-38
2 N ‘ (150 mg, 0.41 mmol, 1.0 eq.) was introduced. The solution was stirred at
34 Br 95 °C overnight. The dark mixture was poured into an ice bath and this

5 7 solution was quenched by NaOH 3 M. The aqueous layer was extracted
6

Chemical Formula: C,3HgBrNO,
Exact Mass: 419,0521

three times with AcOEt. Organic layers were combined, washed with brine
and dried over Na;SO,. The crude was purified by flash chromatography on
silica gel (Cyclohexane/AcOEt, 100:0 to 70:30) to give the expected product as a yellow solid (97 mg,
0.23 mmol, 1 = 56 %).

1H NMR (300 MHz, CDCls) : & = 9.87 (s, 2H, Hs), 8.05 (d, J = 1.5 Hz, 2H, H1), 7.93 (dd, J = 8.0 Hz, 1.0 Hz, 1H,
Hy), 7.65 (td, J = 7.5 Hz, 1.0 Hz, 1H, Hs/He), 7.56 — 7.47 (m, 3H, H,, Hs/Hs), 7.41 (dd, J = 8.0 Hz, 1.5 Hz, 1H,
Ha), 6.26 (d, J = 8.5 Hz, 2H, Hs), 1.84 (s, 3H, Hs), 1.76 (s, 3H, Hs).

13C NMR (75 MHz, CDCl3) : & = 190.8 (Cs), 143.2 (Cq), 138.2 (C,), 135.5 (C7), 132.5 (C4), 131.2 (Cs/Cs), 131.1
(Cq), 130.7 (Cy), 130.4 (Cs/Cs), 129.8 (C2), 128.0 (C4), 125.4 (Cq), 114.5 (Cs), 36.7 (Cq), 33.8 (Cs), 31.8 (Cs).

LC/MS (ES+) : m/z = 422.4 ([M+H]?), tr = 7.30 min

HRMS (ES+) : calculated for C,3H19BrNO,* 420.0594 found 420.0612
TLC : R (Cyclohexane/AcOEt, 7:3) = 0.49

Melting point : 185 °C
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9,9-dimethyl-10-{2-[(E)-2-(6-methyl-1,2,4,5-tetrazin-3-yl)ethenyl]phenyl}-9,10-dihydroacridine-2,7-
dicarbaldehyde, 0-37 :

Under Ar atmosphere, bromine derivative 0-36 (60 mg, 0.14 mmol,

gol 1 8% (I) 1.0 eq.), tetrazine 39 (39 mg, 0.18 mmol, 1.25 eq.), Pdx(dba); (7 mg,

2 N N,/Nm/12 7 umol, 0.05 eq.) and QPhos (5 mg, 7 umol, 0.05 eq.) were solubilized in

4 @/\/KN/N dry DMF (1 mL). The solution was degassed for 5 min,

5 5 - N,N-dicyclohexylmethylamine (76 pL, 0.36 mmol, 2.5 eq.) was then added.

Chemical Formula: CggH23N50, The solution was stirred at 100 °C for 1h30. AcOEt was introduced. The

Exact Mass: 461,1852

organic layer was washed with brine and dried over Na,SO4. The crude was

purified by preparative TLC (Thickness : 2 mm, Cyclohexane/AcOEt 60:40) to give the expected product as
a red solid (41 mg, 89 pumol, n = 62 %).

1H NMR (300 MHz, CDCls) : 6 = 9.85 (s, 2H, Hs), 8.20 — 8.16 (m, 1H, H), 8.11 (d, J = 16.5 Hz, 1H, H1o), 8.05
(d,J = 1.5 Hz, 2H, Hi1), 7.77 = 7.71 (m, 2H, Hs, He), 7.52 — 7.46 (m, 3H, H,, H11), 7.39 — 7.34 (m, 1H, Ha), 6.31
(d,J = 8.5 Hz, 2H, Hs), 2.95 (s, 3H, H12), 1.88 (s, 3H, Hs), 1.82 (s, 3H, Hs).

13C NMR (75 MHz, CDCls) : & = 190.8 (C1), 166.7 (Co), 164.2 (Co), 144.0 (Cy), 138.8 (C), 135.3 (Cq), 134.3
(C10), 133.0 (Cs/Cg), 131.6 (Ca), 131.1 (Cq), 130.9 (Cq), 130.4 (Cs/Cs), 129.8 (C2), 128.9 (C), 128.2 (Cy), 124.5
(C11), 115.0 (C3), 36.3 (Cq), 34.1 (Cs), 31.8 (Cs), 21.3 (C12).

LC/MS (ES+) : m/z = 462.4 ([M+H]*), tr = 7.30 min
HRMS (ES+) : calculated for CasH24NsO,* 462.1925 found 462.1925
TLC : R¢ (Cyclohexane/AcOEt, 7:3) = 0.26

Fluorogenic probe D :

o Aldehyde 0-37 (25 mg, 54 umol, 1.0 eq.) was solubilized in

16 @ | RPN
« dry DMF (1 mL). This solution was cooled to 0°C and
) j/ pyrrolidine (9.3 uL, 0.11 mmol, 2.1 eq.) was then added.
34 9\ \N,lN After 15 min stirring, AcOH (31 uL, 0.54 mmol, 10 eq.) and
5 7 10 1,4-dimethylpyridinium iodide 41 (24 mg, 0.10 mmol,

6

Chemical Formula: C4H3gN/2* 1.9 eq.) were introduced. The resulting mixture was stirred

Exact Mass: 641,3256 .
at 4 °C for 17h. Diethyl ether (3 mL) was added to get a

precipitate which was filtered to give the expected product as a red solid (31 mg, 35 umol, n = 64 %).

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) : 6 =8.78 (d, J = 6.5 Hz, 4H, His), 8.53 (dd, J = 7.5 Hz, 1.5 Hz, 1H, H), 8.12 (d,
J=6.5Hz, 4H, H14), 8.05 - 7.90 (m, 5H, Hy, Hi2, Ho), 7.88 — 7,73 (m, 3H, Hs, He, Hio), 7.54 (dd, J=7.5 Hz, 1.5
Hz, 1H, H4), 7.42 — 7.37 (m, 4H, H,, Hi3), 6.17 (d, J = 8.5 Hz, 2H, Hs), 4.21 (s, 6H, Hi¢), 2.82 (s, 3H, H14), 1.91
(s, 3H, Hs), 1.84 (s, 3H, Hs).

13C NMR (75 MHz, DMSO-de) : & = 166.3 (Cq), 163.7 (Cq), 152.9 (Cq), 144.8 (Cis), 140.6 (C12), 140.5 (C),
138.4 (Cy), 134.2 (C,), 133.2 (Cs), 132.8 (Cs/Cs), 131.6 (Ca), 130.3 (C4), 130.2 (Cs/Cs), 129.2 (C5), 128.7 (Ca),
127.9 (Cy), 127.1 (C1), 124.1 (C1o), 122.8 (C14), 120.4 (Cy3), 114.6 (C3), 46.7 (Css), 35.9 (Cy), 34.5 (Cs), 32.2
(Cs), 20.8 (C1a).

LC/MS (ES+) : m/z =320.9 ([M-217/2]%), tr = 6.10 min
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HRMS (ES+) : calculated for C42H39N7I* 768.2306 found 768.2289

10-(3-bromophenyl)-9,9-dimethyl-9,10-dihydroacridine, m-38 :

Synthetized by Matthieu Poulain during his master internship

Under Ar atmosphere, 9,9-dimethyl-9,10-dihydroacridine 17 (300 mg,

) ! ) 1.43 mmol, 1.0 eq.), 3-bromoiodobenzene (0.55 mL, 4.30 mmol, 3.0 eq.),
3 O N O NaO'Bu (275 mg, 2.87 mmol, 2.0 eq.), Pd>(dba)s (26 mg, 29 umol, 0.02 eq.)
45 @\8 and XPhos (41 mg, 86 umol, 0.06 eq.) were dissolved in freshly degassed (by

6 7 Br Ar bubbling for 15 min) dry toluene (13.5 mL). The solution was stirred at

Chemical Formula: C21H1gBrN 110 °C overnight. The crude was filtered through a Celite pad and purified by
Exact Mass: 363,0623
flash chromatography on silica gel to give the expected product as a white

solid (197 mg, 0.54 mmol, 1 = 38 %).

H NMR (300 MHz, CDCl3) : & = 7.63 — 7.61 (m, 1H, Hs/H7), 7.54 — 7.41 (m, 4H, H1, He, Hs), 7.30 — 7.27 (m,
1H, Hs/H7), 7.00 — 6.89 (m, 4H, H2, Hs), 6.25 (dd, J = 8.0 Hz, 1.5 Hz, 2H, Ha), 1.67 (s, 6H, Ha).

13C NMR (75 MHz, CDCl3) : 6 = 142.7 (C,), 140.6 (Cy), 134.7 (Cs/Cs), 132.2 (Cs/Cs), 131.6 (Cs/C;), 130.4
(Cs/C5), 130.2 (Cq), 126.6 (C2/C3), 125.4 (C1), 124.0 (C,), 121.0 (C2/C3), 114.1 (C4), 36.1 (Cy), 31.4 (Co).

LC/MS (ES+) : m/z = 366.3 ([M+H]*), tr = 8.48 min
TLC : R¢ (Cyclohexane) = 0.35
Melting point : 156 °C

10-(3-bromophenyl)-9,9-dimethyl-9,10-dihydroacridine-2,7-dicarbaldehyde, m-36 :

Synthetized by Matthieu Poulain during his master internship

Under Ar atmosphere and at 0 °C, POCI; (12.5 mL, 134 mmol, 250 eq.) was

4
O| 1 |O added dropwise to dry DMF (20 mL). After 1h stirring at 0 °C, 10-(3-
9
bromophenyl)-9,9-dimethyl-9,10-dihydroacridine = m-38 (197 mg,
2 N
3 o 0.54 mmol, 1.0 eq.) was introduced. The solution was stirred at 95 °C
5

6

@B overnight. The dark mixture was poured into an ice bath and this solution
r
7

Chemical Formula: CpsH,gBrNO, W3S guenched by NaOH 3 M. The aqueous layer was extracted three times

Exact Mass: 419,0521 with AcOEt. Organic layers were combined, washed with brine and dried

over Na,S0,. The crude was purified by flash chromatography on silica gel (Cyclohexane/AcOEt, 100:0 to
70:30) to give the expected product as a yellow solid (179 mg, 0.44 mmol, n = 82 %).
'H NMR (300 MHz, CDCl3) : § =9.87 (s, 2H, He), 8.03 (d, J = 1.5 Hz, 2H, H1), 7.80 — 7.74 (m, 1H, Hs/H), 7.61

(t, /= 8.0 Hz, 1H, Hg), 7.56 — 7.50 (m, 3H, Ha, Hs), 7.33 (m, 1H, Hs/H5), 6.40 (d, J = 8.5 Hz, 2H, Hs), 1.77 (s,
6H, Ha).

3C NMR (75 MHz, CDCls) : & = 190.7 (Cs), 144.2 (C,), 140.9 (Cq), 133.6 (Cs), 132.8 (Cs/Cs/Cy), 132.7
(Cs/Cs/C7), 131.0 (Cy), 130.7 (Cq), 129.7 (C2), 129.3 (Cs/C5), 127.6 (C1), 124.6 (Cq), 115.0 (C3), 36.2 (Cq), 32.0
(Ca).
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LC/MS (ES+) : m/z = 422.2 ([M+H]*), tr = 8.05 min

TLC : R¢ (Cyclohexane/AcOEt, 7:3) = 0.51

HRMS (ES+) : calculated for C23H19BrNO>* 420.0594 found 420.0613
Melting point : 188 °C

9,9-dimethyl-10-{3-[(E)-2-(6-methyl-1,2,4,5-tetrazin-3-yl)ethenyl]phenyl}-9,10-dihydroacridine-2,7-
dicarbaldehyde, m-37 :

Synthetized by Matthieu Poulain during his master internship

Under Ar atmosphere, bromine derivative m-36 (115 mg, 0.59 mmol,

4
(0] O
o |1 ' 1.0 eq.), tetrazine 39 (75 mg, 0.34 mmol, 1.25 eq.), Pdx(dba)s (13 mg,
2 N O 14 pmol, 0.05 eq.) and QPhos (10 mg, 14 pmol, 0.05 eq.) were
3
5 8 solubilized in dry DMF (2 mL). The solution was degassed for 5 min,

N N,N-dicyclohexylmethylamine (150 uL, 0.68 mmol, 2.5 eq.) was then

°N 12 added. The solution was stirred at 100 °C for 1h. AcOEt was introduced.

Chemical Formula: C,gH23N505

The organic layer was washed with brine and dried over Na,SO,. During
Exact Mass: 461,1852

evaporation, a precipitate appeared. It was filtered and washed with
Et,O to give the expected product as a red solid (103 mg, 0.22 mmol, n = 82 %).
'H NMR (300 MHz, CDCls) : 6 = 9.88 (s, 2H, Hs), 8.37 (d, J = 16.5 Hz, 1H, Hio/H11), 8.05 (d, J = 1.5 Hz, 2H,

Hi), 7.93 (dd, J = 8.0 Hz, 0.5 Hz, 1H, Hs/H-), 7.80 (t, J = 7.9 Hz, 1H, Hg), 7.66 (s, 1H, Hs), 7.57 — 7.49 (m, 3H,
H,, Hio/H11), 7.43 — 7.38 (m, 1H, Hs/H;), 6.44 (d, J = 8.5 Hz, 2H, Hs), 3.07 (s, 3H, H12), 1.80 (s, 6H, Ha).

13C NMR (75 MHz, CDCl3) : § = 190.8 (Cs), 166.8 (Cq), 164.5 (Cq), 144.5 (Cq), 140.5 (Cq), 139.0 (C10/C11), 138.9
(Cq), 132.2 (Cs/Cy), 132.0 (Cs), 131.0 (Cq), 130.8 (Cq), 129.7 (C5/Ci0/Cua), 129.0 (C5/Cy), 127.7 (C4), 122.7
(C2/C10/C11), 115.1 (Cs), 36.3 (Cy), 32.1 (Ca), 21.4 (C12).

LC/MS (ES+) : m/z = 462.2 ([M+H]*), tr = 7.91 min
HRMS (ES+) : calculated for CasH24NsO,* 462.1925 found 462.1913
TLC : R¢ (Cyclohexane/AcOEt, 1:1) = 0.67

Fluorogenic probe E :

Synthetized by Matthieu Poulain during his master internship

Compound m-37 (30 mg, 65 umol, 1.0 eq.) was solubilized in

dry DMF (1,3 mL). This solution was cooled to 0 °C and
pyrrolidine (11 uL, 0.14 mmol, 2.1 eq.) was then added. After
| 15 min stirring, AcOH (37 uL, 0.65 mmol, 10 eq.) and
AL
1,4-dimethylpyridinium iodide 41 (39 mg, 0.12 mmol,
Chemical Formula: C4pH3gN2*
Exact Mass: 641,3256 1.9 eq.) were introduced. The resulting mixture was stirred

at 4 °C for 20h. Diethyl ether (3 mL) was added to get a precipitate which was filtered to give the expected

product as a red solid (30 mg, 33 pmol, 1 = 58 %).

-193 -



Partie expérimentale
'H NMR (300 MHz, DMSO-d¢) : 6 = 8.81 (d, J = 3.0 Hz, 4H), 8.35 (d, J = 16.5 Hz, 1H), 8.25 — 7.75 (m, 12H),
7.55-7.40 (m, 5H), 6.32 (d, J = 7.5 Hz, 2H), 4.22 (s, 6H), 2.96 (s, 3H), 1.82 (s, 6H).

13C NMR (75 MHz, DMSO-ds) : 6 = 166.3 (C,), 164.1 (C,), 152.9 (Cq), 144.8 (CH,), 141.2 (Cq), 140.9 (CH,),
140.2 (Cq), 138.6 (Cq), 138.5 (CH>), 132.1 (2 x CH>), 130.4 (Cq), 130.0 (CH,), 129.2 (CH,), 128.5 (Cq), 127.6
(CH2), 126.5 (CHy), 122.9 (CH2), 122.7 (CH,), 120.2 (CH,), 114.9 (CH>), 46.7 (CHs), 35.9 (Cq), 32.3 (CHs), 20.9
(CHs).

LC/MS (ES+) : m/z = 320.9 ([M-21/2]%), tr = 6.14 min
HRMS (ES+) : calculated for Cs2H3sN71* 768.2306 found 768.2326

10-(2-methoxyphenyl)-9,9-dimethyl-9,10-dihydroacridine, 0-45 :

Under Ar atmosphere, 9,9-dimethyl-9,10-dihydroacridine 17 (300 mg,

9 1.43 mmol, 1.0 eq.), 2-iodoanisole (0.28 mL, 2.15 mmol, 1.5 eq.), NaO'Bu

O N O (413 mg, 4.30 mmol, 3.0 eq.), Pdy(dba)s; (131 mg, 0.14 mmol, 0.1 eq.) and

4
6 ©/O\1o P(‘Bu)s.HBF4 (125 mg, 0.43 mmol, 0.3 eq.) were dissolved in freshly degassed
9

8 (by Ar bubbling for 15 min) dry toluene (8 mL). The solution was stirred at

Chemical Formula: C2,H2NO 110 °C overnight. AcOEt was introduced. The organic layer was washed once
Exact Mass: 315,1623

with brine and dried over Na,;SOs. The crude was purified by flash

chromatography on silica gel (Cyclohexane/AcOEt, 100:0 to 90:10) to give the expected product as a white
solid (400 mg, 1.27 mmol, n = 88 %).

1H NMR (300 MHz, CDCls) : & = 7.52 — 7.44 (m, 3H, Hy, He/Hs), 7.29 (dd, J = 8.0 Hz, 1.5 Hz, 1H, He/Hs), 7.18
—7.13 (m, 2H, Hy, Hs), 6.97 (td, J = 7.5 Hz, 1.5 Hz, 2H, Ha/Hs), 6.91 (td, J = 7.5 Hz, 1.5 Hz, 2H, H/Hs), 6.26
(dd, J = 8.0 Hz, 1.0 Hz, 2H, Ha), 3.70 (s, 3H, H1o), 1.69 (s, 6H, Hs).

13C NMR (75 MHz, CDCls) : 6 = 157.7 (Co), 140.5 (Cy), 132.9 (Ce/Cs), 130.3 (Cy), 129.9 (Ce/Cs), 129.0 (Ca),
126.5 (C2/C3), 125.1 (C1), 122.1 (C7/Cs), 120.5 (C2/C3), 113.7 (C+/Cs), 113.1 (Ca), 55.8 (Cao), 36.1 (Cq), 31.1
(GCs).

LC/MS (ES+) : m/z =316.3 ([M+H]"), tr = 7.93 min
TLC : R¢ (Cyclohexane/AcOEt, 9:1) = 0.59
Melting point : 112 °C

10-(2-methoxyphenyl)-9,9-dimethyl-9,10-dihydroacridine-2,7-dicarbaldehyde, 0-42 :

Under Ar atmosphere and at 0 °C, POCl; (7.39 mL, 79.3 mmol, 50 eq.) was

4
(0] 0}
9 |1 | added dropwise to dry DMF (20 mL). After 1h stirring at 0 °C, compound 0-45
2 O N ‘ (500 mg, 1.59 mmol, 1.0 eq.) was introduced. The solution was stirred at 95 °C
3
5 2N for 24h. The dark mixture was poured into an ice bath and this solution was
10
8

6 guenched by NaOH 3 M. The aqueous layer was extracted three times with

7
Chemical Formula: C24H21NO3 ~ AcOEt. Organic layers were combined, washed with brine and dried over
Exact Mass: 371,1521
Na;S0s. The crude was purified by flash chromatography on silica gel
(Cyclohexane/AcOEt, 100:0 to 70:30) to give the expected product as a pale-yellow solid (513 mg,

1.38 mmol, n =87 %).
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14 NMR (300 MHz, CDCls) : 6 = 9.86 (s, 2H, Hs), 8.01 (d, J = 1.5 Hz, 2H, H1), 7.58 (td, J = 8.0 Hz, 2.0 Hz, 1H,
Hs/Hs), 7.51 (dd, J = 8.5 Hz, 1.5 Hz, 2H, H,), 7.29 (td, J = 7.5 Hz, 1.5 Hz, 1H, Hs/Hs), 7.20 (m, 2H, He, H7), 6.40
(d, J = 8.5 Hz, 2H, Hs), 3.72 (s, 3H, Ho), 1.79 (s, 3H, Ha), 1.74 (s, 3H, Ha).

13C NMR (75 MHz, CDCls) : § = 190.9 (Cs), 156.7 (Cq), 144.5 (Cy), 131.7 (Cs/C5), 131.2 (C6/C7), 131.0 (Cq),
130.8 (Cy), 129.7 (Ca), 127.5 (C1), 127.3 (Cq), 122.4 (Cs/Cs), 114.7 (C3), 113.3 (Cs/Cs), 55.9 (C1o), 36.3 (C),
31.8 (Ca), 31.4 (Ca).

LC/MS (ES+) : m/z =372.3 ([M+H]*), tr = 7.21 min

HRMS (ES+) : calculated for Ca4H22NOs* 372.1594 found 372.1590
TLC : R¢ (Cyclohexane/AcOEt, 7:3) = 0.43

Melting point : 105 °C

10-(2-hydroxyphenyl)-9,9-dimethyl-9,10-dihydroacridine-2,7-dicarbaldehyde, 0-43 :

At 0 °Cand under Ar atmosphere, ether 0-42 (340 mg, 0.92 mmol, 1.0 eq.) was

4

O' 1 ? dissolved in dry DCM (10 mL) and BBr3 (0.43 mL, 4.58 mmol, 5.0 eq.) was

added dropwise. The solution was then stirred for 3h. Water was introduced.
35 OH The aqueous layer was extracted once with DCM. The organic layer was
6 8 washed with brine and dried over Na;SO,4. The crude was purified by flash

7

Chemical Formula: C23H19NO;  chromatography on silica gel (Cyclohexane/AcOEt, 90:10 to 50:50) to give the
Exact Mass: 357,1365

expected product as a yellow solid (217 mg, 0.61 mmol, n = 66 %).

1H NMR (300 MHz, CDCls): & = 9.80 (s, 2H, Hs), 7.99 (d, J = 1.5 Hz, 2H, Hi), 7.55 — 7.47 (m, 3H, Ha,
Hs/He/H/Hs), 7.26 — 7.15 (m, 3H, Hs/He/H7/Hs), 6.47 (d, J = 8.5 Hz, 2H, Hs), 5.89 (s, 1H, OH), 1.81 (s, 3H,
Ha), 1.69 (s, 3H, Ha).

13C NMR (75 MHz, CDCls) : 6 = 191.0 (Ce), 153.6 (Cq), 143.9 (Cq), 131.5 (Cs/Ce/C7/Cs), 131.2 (Cq), 131.1 (Cy),
130.8 (C»/Cs/Ce/C7/Cs), 130.2 (Cy/Cs/Ce/C7/Cs), 127.8 (Ci), 125.6 (Cq), 123.0 (Cs/Ce/Cs/Cs), 118.1
(Cs/Cs/C7/Cs), 114.9 (C3), 36.3 (Cq), 33.2 (Cs), 30.8 (Ca).

LC/MS (ES+) : m/z = 358.2 ([M+H]*), tr = 6.73 min

HRMS (ES+) : calculated for C;3H0NO3s* 358.1438 found 358.1451
TLC : R¢ (Cyclohexane/AcOEt, 1:1) = 0.56

Melting point : > 240 °C

3-(methoxymethyl)- 6-methyl-1,2,4,5-tetrazine, 46 :

Under Ar atmosphere, a solution of 2-methoxyacetonitrile (1.0 mL, 6.37 mmol,

_0

1
J\ 1.0 eq.), ACN (5.66 mL, 108 mmol, 8.0 eq.), EtOH (2.31 mL, 39.6 mmol, 3.0 eq.)
.
2
Chemical Formula: CsHgN,O
Exact Mass: 140,0698

z-Z

and 3-mercaptopropionic acid (1.17 mL, 13.5 mmol, 1.0 eq) was cooled to 0 °C.
Hydrazine hydrate (7.83 mL, 161 mmol, 12.0 eq.) was then added dropwise. The
solution was then stirred at r.t. for 72h. A saturated aqueous solution of sodium
nitrite (13.9 g, 202 mmol, 15 eq.) was added into the reaction mixture, which
was cooled to 0 °C. A solution of HCl 1 M was then added dropwise until gas release ceased. The pink

aqueous layer was extracted three times with DCM. Organic layers were washed with brine and dried over
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Na,SO4. The crude was purified by flash chromatography on silica gel (Cyclohexane/AcOEt, 100:0 to 70:30)
to give the expected product as a pink solid (620 mg, 4.42 mmol, n = 33 %).

CAS number [2067322-21-6]

H NMR (300 MHz, CDCl3) : § = 5.05 (s, 2H, H1), 3.61 (s, 3H, Hs), 3.10 (s, 3H, H,).
LC/MS (ES+) : m/z = 141.3 ([M+H]"), tr = 2.31 min

TLC : R¢ (Pentane/Et,0, 1:1) = 0.51

(6-methyl-1,2,4,5-tetrazin-3-yl)methanol, 47 :

HO At — 78 °C and under Ar atmosphere, ether 46 (2.0 g, 14.3 mmol, 1.0 eq.) was

1
lN dissolved in dry DCM (85 mL) and BBr3 (4.06 mL, 42.8 mmol, 3.0 eq.) was added

I
Y
2
Chemical Formula: C4HgN4O . . .
Exact Mass: 126,0542 The aqueous layer was extracted three times with DCM. Organic layers were

z-Z

dropwise. The solution was then stirred at -78 °C for 3h. MeOH (3 mL) was

added at 0 °C to quench the reaction. Water and DCM were then introduced.

combined and dried over Na,SOs. The crude was purified by flash chromatography on silica gel

(Pentane/Et,0 100:0 to 0:100) to give the expected product as a pink solid (1.12 g, 8.88 mmol, 1 = 62 %).

CAS number [2067322-22-7]

H NMR (300 MHz, CDCl5) : & = 5.27 (s, 2H, H1), 3.11 (s, 3H, Ha).
LC/MS (ES+) : m/z = 127.0 ([M+H]*), tr = 1.11 min

TLC : Ry (Et,0) = 0.48 ; Rf (Cyclohexane/AcOEt, 1:1) = 0.32

3-(bromomethyl)- 6-methyl-1,2,4,5-tetrazine, 48 :

Under Ar atmosphere, PPhs (3.12 g, 11.9 mmol, 3.0 eq.) was dissolved in dry

Br
I DCM (20 mL) and cooled to 0 °C. A solution of CBr4(2.63 g, 7.93 mmol, 2.0 eq.)
E E in dry DCM (5 mL) was then added dropwise. After 30 min stirring, alcohol
\|/ 47 (500 mg, 3.96 mmol, 1.0 eq.) in dry DCM (5 mL) was added. The ice bath

2
Chemical Formula: C4HsBrN,  was removed and the solution was stirred at r.t. for 2h. The crude was purified
Exact Mass: 187,9698
by flash chromatography on silica gel (Pentane/DCM 100:0 to 50:50) to give

the expected product as a highly volatile pink liquid (636 mg, 3.36 mmol, 1 =85 %).

CAS number [2067322-24-9]

'H NMR (300 MHz, CDCls) : & = 4.94 (s, 2H, H1), 3.11 (s, 3H, H,).
LC/MS (ES+) : m/z = 191.1 ([M+H]*), tr =4.51 min

TLC : R (Cyclohexane/AcOEt, 8:2) = 0.39
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9,9-dimethyl-10-{2-[(6-methyl-1,2,4,5-tetrazin-3yl)methoxy]phenyl}-9,10-dihydroacridine-2,7-

dicarbaldehyde, 0-44 :

Under Ar atmosphere, phenol 0-43 (110 mg, 0.31 mmol, 1.0 eq.) and

4
QW tetrazine 48 (116 mg, 0.62 mmol, 2.0 eq.) were dissolved in dry THF/DMF
2 N ‘ N/,Nm/” 1:1 mixture (12 mL). This solution was cooled to 0 °C and Cs,COs (150 mg,
5©/O\10)\\N’N 0.46 mmol, 1.5 eq.) was added. This solution was then stirred at 50 °C
6 - 8 for 4h. A saturated NH4Cl aqueous solution was introduced. The aqueous
Chemical Formula: C27H»3N503 layer was extracted twice with AcOEt. Organic layers were combined,

Exact Mass: 465,1801
washed with brine and dried over Na;SOs. The crude was purified by

preparative TLC (2 * Thickness : 0.5 mm, Cyclohexane/AcOEt, 50:50) to give the expected product as a red
solid (101 mg, 0.22 mmol, 1 = 70 %).

1H NMR (300 MHz, CDCl3) : 6 = 9.84 (s, 2H, Hs), 7.97 (d, J = 1.5 Hz, 2H, H1), 7.61 — 7.53 (m, 1H, He/H;), 7.48
(dd, J = 8.5 Hz, 1.5 Hz, 2H, H,), 7.38 — 7.26 (m, 3H, Hs/He/H+/Hs), 6.40 (d, J = 8.5 Hz, 2H, Hs), 5.60 (s, 2H,
Huo), 2.99 (s, 3H, Hu1), 1.72 (s, 3H, Ha), 1.68 (s, 3H, Ha).

13C NMR (75 MHz, CDCl3) : 6 = 190.9 (Cq), 168.8 (Cy), 165.0 (Cq), 155.0 (Cq), 144.2 (Cy), 132.3 (Cs/Cs/C7/Cs),
131.1 (Cs/Ce/C7/Cs), 130.9 (C,), 130.8 (Cq), 129.6 (Cy), 128.2 (C,), 127.5 (C1), 123.9 (Cs/Ce/C7/Cs), 115.2
(Cs/Cs/C7/Cs), 114.8 (C3), 68.1 (Cao), 36.2 (Cq), 31.7 (Ca), 31.6 (Ca), 21.4 (C1a).

LC/MS (ES+) : m/z = 466.4 ([M+H]*), tr = 6.99 min
HRMS (ES+) : calculated for Cy7H24Ns03* 466.1874 found 466.1867
TLC : R¢ (Cyclohexane/AcOEt, 1:1) = 0.50

Fluorogenic probe G :

© Aldehyde 0-44 (25 mg, 54 umol, 1.0 eq.) was solubilized in
dry DMF (1 mL). This solution was cooled to 0 °C and
pyrrolidine (9.3 pL, 0.11 mmol, 2.1 eq.) was then added.
35 ) o. Js N After 15 min stirring, AcOH (31 uL, 0.54 mmol, 10 eq.) and
6@; 1,4-dimethylpyridinium iodide 41 (24 mg, 0.10 mmol,

Chemical Formula: Ca«HaaN,O2* 1.9 eq.) were introduced. The resulting mixture was stirred
- ~41T1391N7

Exact Mass: 645,3205 at 4 °C for 18h. Diethyl ether (3 mL) was added to get a

precipitate which was filtered to give the expected product as a red solid (28 mg, 31 umol, 1 = 64 %).

1H NMR (300 MHz, DMSO-ds) : 6 = 8.79 (d, J = 6.5 Hz, 4H, H4), 8.15 (d, J = 6.5 Hz, 4H, Hys), 8.00 (d,
J=16.0 Hz, 2H, Hy1), 7.94 (d, J = 1.0 Hz, 2H, H1), 7.66 — 7.57 (m, 2H, Hs/He/H+/Hs), 7.47 — 7.31 (m, 6H, H,,
Hiz, Hs/He/H7/Hs), 6.25 (d,./: 8.5 Hz, 2H, H3), 5.72 (S, 2H, Hg), 4.22 (S, 6H, H15), 2.90 (S, 3H, H1o), 1.74 (S, 3H,
Ha), 1.68 (s, 3H, Ha).

13C NMR (75 MHz, DMSO-dg) : 6 = 168.1 (Cq), 164.7 (Cq), 154.9 (Cq), 153.0 (Cq), 144.8 (Ci4), 140.9 (C11),
140.8 (Cq), 131.9 (C5/Ce/C7/Cs), 130.9 (Cs/Cs/C7/Cs), 130.5 (Cq), 128.3 (Cq), 127.6 (Cq), 127.5 (C2), 126.3 (Ca),
123.5 (Cs/Cs/C7/Cs), 122.8 (C13), 119.9 (C1,), 116.0 (Cs/Ce/C7/Cs), 114.5 (Cs), 67.8 (Cq), 46.7 (C1s), 35.8 (Cy),
32.0 (C4), 31.7 (Ca), 21.0 (C10).

LC/MS (ES+) : 322.9 ([M-21/2]*), tr = 5.30 min
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HRMS (ES+) : calculated for C41H39N7OI* 772.2255 found 772.2278

10-(3-methoxyphenyl)-9,9-dimethyl-9,10-dihydroacridine, m-45 :

Synthetized by Matthieu Poulain during his master internship

Under Ar atmosphere, 9,9-dimethyl-9,10-dihydroacridine 17 (500 mg,

) 1 2.39 mmol, 1.0 eq.), 3-bromoanisole (0.46 mL, 3.58 mmol, 1.5 eq.), NaO'Bu

3 O N ‘ (689 mg, 7.17 mmol, 3.0 eq.), Pdiy(dba); (219 mg, 0.24 mmol, 0.1 eq.) and

4

5@\3 P(‘Bu)s.HBF4 (208 mg, 0.72 mmol, 0.3 eq.) were dissolved in freshly degassed
9

o~ (by Ar bubbling for 15 min) dry toluene (25 mL). The solution was stirred at

Chemical Formula: Cp,HpsNO 110 °C overnight. AcOEt was introduced. The organic layer was washed once
Exact Mass: 315,1623

with brine and dried over Na,SO,. The crude was purified by flash

chromatography on silica gel (Cyclohexane/AcOEt, 100:0 to 90:10) to give the expected product as a white
solid (650 mg, 2.06 mmol, 1} = 86 %).

H NMR (300 MHz, CDCl3) : & = 7.53 (t, J = 8.0 Hz, 1H, He), 7.46 (dd, J = 7.5 Hz, 1.5 Hz, 2H, H,), 7.08 — 7.04
(m, 1H, Hs/H;), 7.03 — 6.89 (m, 5H, H>, Hs, Hs/H-), 6.89 — 6.86 (m, 1H, Hs), 6.33 (dd, J = 8.0 Hz, 1.5 Hz, 2H,
Ha), 3.83 (s, 3H, Hs), 1.70 (s, 6H, Hio).

13C NMR (75 MHz, CDCls) : 6 = 161.9 (Cq), 142.4 (Cq), 140.9 (Cq), 131.6 (Cs), 130.0 (C), 126.5 (C2/C3/Cs/Cy),
125.4 (C1), 123.4 (C2/C3/Cs/C7), 120.6 (C2/C3/Cs/C5), 116.2 (C2/C3/Cs/C7), 114.5 (Cs/C5), 114.2 (Ca) , 55.6 (Ca),
36.1 (Cy), 31.6 (Cao).

LC/MS (ES+) : m/z = 316.4 ([M+H]*), tr = 8.50 min
TLC : R¢(Cyclohexane/AcOEt, 9:1) = 0.83, R¢ (Cyclohexane) = 0.14
Melting point : 96 °C

10-(3-methoxyphenyl)-9,9-dimethyl-9,10-dihydroacridine-2,7-dicarbaldehyde, m-42 :

Synthetized by Matthieu Poulain during his master internship

o 4 o Under Ar atmosphere and at 0 °C, POCl; (5.0 mL, 53.9 mmol, 25 eq.) was
9 W added dropwise to dry DMF (15 mL). After 1h stirring at 0 °C, compound m-45
2 O N O (680 mg, 2.16 mmol, 1.0 eq.) was introduced. The solution was stirred at 95 °C
35 @\8 for 24h. The dark mixture was poured into an ice bath and this solution was

6 0/10 guenched by NaOH 3M. The aqueous layer was extracted three times with

7
Chemical Formula: C5,H21NO3  AcOEt. Organic layers were combined, washed with brine and dried over

Exact Mass: 371,1521
Na;S0s. The crude was purified by flash chromatography on silica gel
(Cyclohexane/AcOEt 100:0 to 70:30) to give the expected product as a pale-yellow solid (435 mg,
1.17 mmol, n = 54 %).
'H NMR (300 MHz, CDCl5) : 6 =9.86 (s, 2H, Ho), 8.02 (d, J = 1.5 Hz, 2H, H1), 7.60 (t, J = 8.0 Hz, 1H, He), 7.51

(dd, J = 8.5, 1.5 Hz, 2H, Ha), 7.14 (dd, J = 8.0, 2.0 Hz, 1H, Hs/H5), 6.92 — 6.90 (m, 1H, Hs/H-), 6.84 (t, J = 2.0
Hz, 1H, Hs), 6.46 (d, J = 8.5 Hz, 2H, Hs), 3.87 (s, 3H, Hao), 1.77 (s, 6H, Ha).
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13C NMR (75 MHz, CDCl3) : 6 = 190.9 (Cs), 162.2 (C4), 144.5 (Cq), 140.7 (Co), 132.2 (Cs), 130.8 (Cq), 130.6
(Cq), 129.7 (C2), 127.6 (C1), 122.1 (Cs/C), 115.5 (Cs/C7/Cs), 115.3 (Cs/C7/Cs), 115.2 (Cs), 55.7 (C10), 36.2 (Cy),
32.2 (Ca).

LC/MS (ES+) : m/z = 372.3 ([M+H]*), tr = 7.93 min

HRMS (ES+) : calculated for C24H22NOs* 372.1594 found 372.1593
TLC : R¢ (Cyclohexane/AcOEt, 7:3) = 0.45

Melting point : 180 °C

10-(3-hydroxyphenyl)-9,9-dimethyl-9,10-dihydroacridine-2,7-dicarbaldehyde, m-43 :

Synthetized by Matthieu Poulain during his master internship

At 0 °C and under Ar atmosphere, ether m-42 (340 mg, 1.13 mmol, 1.0 eq.) was

4
O (0]
9“ I1 \ I J dissolved in dry DCM (10 mL) and BBrs (1.32 mL, 14.0 mmol, 12.0 eq.) was
9 O N O added dropwise. The solution was then stirred for 3h. Water was introduced.
3
5 8 The aqueous layer was extracted once with DCM. The organic layer was

6 i7 “OH washed with brine and dried over Na;SO,. The crude was purified by flash

Chemical Formula: Co3H1gNO3  chromatography on silica gel (Cyclohexane/AcOEt, 90:10 to 50:50) to give the
Exact Mass: 357,1365

expected product as a yellow solid (352 mg, 0.98 mmol, | = 87 %).

1H NMR (300 MHz, CDCls) : & = 9.85 (s, 2H, Hs), 8.00 (d, J = 1.0 Hz, 2H, H.), 7.56 (t, J = 8.0 Hz, 1H, He), 7.50
(dd, J = 8.5 Hz, 1.5 Hz, 2H, H,), 7.09 (dd, J = 8.0 Hz, 1.5 Hz, 1H, Hs/H;), 6.89 (d, J = 8.0 Hz, 1H, Hs/H;), 6.82
(s, 1H, Hs), 6.47 (d, J = 8.5 Hz, 2H, Hs), 5.73 (s, 1H, OH), 1.74 (s, 6H, Ha).

13C NMR (75 MHz, CDCl3) : & = 191.0 (Co), 158.4 (Cy), 144.6 (C,), 140.8 (C,), 132.5 (Cs), 130.8 (Cq), 130.7
(Cq), 129.7 (C3), 127.7 (C1), 122.2 (Cs/C7), 117.2 (Cs), 116.8 (Cs/C7), 115.3 (Cs), 36.3 (Cq), 32.1 (Ca).

LC/MS (ES+) : m/z = 358.3 ([M+H]*), tr = 7.10 min

HRMS (ES+) : calculated for Ca3H20NOs* 358.1438 found 358.1450
TLC : R¢ (Cyclohexane/AcOEt, 1:1) = 0.50

Melting point : 208 °C

9,9-dimethyl-10-{2-[(6-methyl-1,2,4,5-tetrazin-3yl)methoxy]phenyl}-9,10-dihydroacridine-2,7-

dicarbaldehyde, m-44 :

Synthetized by Matthieu Poulain during his master internship

Under Ar atmosphere, phenol m-43 (100 mg, 0.28 mmol, 1.0 eq.) and

4
0 o
. L' I1 Y I J tetrazine 48 (106 mg, 0.56 mmol, 2.0 eq.) were dissolved in dry THF
5 O N O (5.5 mL). This solution was cooled to 0 °C and Cs,COs (137 mg, 0.42 mmol,
3

5 8 1.5 eq.) was added. This solution was then stirred at r.t. for 3h. A saturated
10

N, . .

6 ; O/\I/ )N\ NH,4Cl aqueous solution was introduced. The aqueous layer was extracted
N. =
N 11 twice with AcOEt. Organic layers were combined, washed with brine and
Chemical Formula: Co7Ho3N5045

Exact Mass: 465,1801 dried over Na,SO.. The crude was purified by flash chromatography on
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silica gel (Cyclohexane/AcOEt, 100:0 to 50:50) and then by preparative TLC (Thickness : 2.0 mm,

Cyclohexane/AcOEt 40:60) to give the expected product as a red solid (80 mg, 0.17 mmol, ) = 62 %).

1H NMR (300 MHz, CDCl3) : & = 9.87 (s, 2H, Hs), 8.01 (d, J = 1.5 Hz, 2H, H.), 7.65 (t, J = 8.5 Hz, 1H, He), 7.51
(dd, J = 8.5 Hz, 1.5 Hz, 2H, H,), 7.30 (dd, J = 8.5 Hz, 1.5 Hz, 1H, Hs/H;), 7.05 — 6.96 (m, 2H, Hs, Hs/H;), 6.42
(d, J = 8.5 Hz, 2H, H3), 5.71 (s, 2H, Ho), 3.12 (s, 3H, H11), 1.76 (s, 6H, Ha).

13C NMR (75 MHz, CDCl3) : & = 190.9 (Cs), 169.1 (Cq), 165.3 (Cq), 160.4 (Cq), 144.4 (C4), 140.9 (Cq), 132.6
(Ce), 130.9 (Cq), 130.7 (Cq), 129.7 (C2), 127.6 (C1), 123.6 (Cs/C+/Cs), 117.0 (Cs/C7/Cs), 116.1 (Cs/C7), 115.2
(C3), 68.3 (C1o), 36.3 (Cq), 32.1 (C4), 21.5 (C1a).

LC/MS (ES+) : m/z = 466.2 ([M+H]"), tr = 7.68 min
HRMS (ES+) : calculated for C27H24NsOs* 466.1874 found 466.1872
TLC : R¢ (Cyclohexane/AcOEt, 1:1) =0.51

Fluorogenic probe H :

Synthetized by Matthieu Poulain during his master internship

Aldehyde m-44 (26 mg, 57 umol, 1.0 eq.) was solubilized in
dry DMF (1 ml). This solution was cooled to 0 °C and
pyrrolidine (12 pL, 0.15 mmol, 2.6 eq.) was then added. After
15 min stirring, AcOH (41 pL, 0.71 mmol, 12 eq.) and
1,4-dimethylpyridinium iodide 41 (32 mg, 0.14 mmol, 2.5 eq.)

N‘N/)\ were introduced. The resulting mixture was stirred at 4 °C for

Chemical Formula: C41H3gN;0%* 18h. Diethyl ether (3 mL) was added to get a precipitate which
Exact Mass: 645,3205

was filtered to give the expected product as a red solid
(21 mg, 23 pmol, n =41 %).
'H NMR (300 MHz, MeOD-d4) : & = 8.62 (d, J = 6.5 Hz, 4H), 8.08 (d, J = 6.5 Hz, 4H), 7.94 — 7.89 (m, 4H),

7.69 (t, J = 8.0 Hz, 1H), 7.45 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.38 (dd, J = 8.0, 2.0 Hz, 1H), 7.29 (d, J = 16.0 Hz, 2H), 7.11
(s, 1H), 7.01 (d, /= 7.5 Hz, 1H), 6.38 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 5.75 (s, 2H), 4.27 (s, 6H), 3.04 (s, 3H), 1.81 (s, 6H).

13C NMR (75 MHz, CDsCN/MeOD 1:1) : 6 = 169.7 (C,), 166.3 (Cq), 161.4 (Cy), 155.0 (Cq), 145.3 (CH,), 142.6
(Cq), 142.3 (CH,), 142.0 (Cy), 133.1 (CH,), 131.6 (Cy), 129.4 (Cy), 128.1 (CH2), 127.7 (CH,), 124.1 (CH,), 124.0
(CH,), 123.9 (CH,), 120.5 (CH,), 117.7 (CH,), 116.9 (CH,), 116.1 (CH,), 68.8 (Cy), 47.5 (CHs), 36.8 (C), 32.4
(CHs), 21.2 (CHs).

LC/MS (ES+) : m/z =323.0 ([M/2]*), tr = 5.18 min
HRMS (ES+) : calculated for C41H39N;OI* 772.2255 found 772.2296
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10-(4-methoxyphenyl)-9,9-dimethyl-9,10-dihydroacridine, p-45 :

Under Ar atmosphere, 9,9-dimethyl-9,10-dihydroacridine 17 (500 mg,

2 O ‘ 2.39 mmol, 1.0 eq.), 4-bromoanisole (0.45 mL, 3.58 mmol, 1.5 eq.), NaO'Bu
3 N (689 mg, 7.17 mmol, 3.0 eq.), Pdy(dba); (137 mg, 0.24 mmol, 0.1 eq.) and
4
5 P(‘Bu)s.HBF4 (208 mg, 0.72 mmol, 0.3 eq.) were dissolved in freshly degassed
6

(by Ar bubbling for 15 min) dry toluene (13.5 mL). The solution was stirred at
Chemical Formul\a:7022H21NO 110 °C overnight. AcOEt was introduced. The organic layer was washed once
Exact Mass: 31,1623 with brine and dried over Na;SO,. The crude was purified by flash
chromatography on silica gel (Cyclohexane/AcOEt 100:0 to 90:10) to give the expected product as a white

solid (720 mg, 2.28 mmol, 1 = 96 %).

CAS number [2095203-20-4]

'H NMR (300 MHz, CDCls) : & = 7.44 (dd, J = 7.5, 1.5 Hz, 2H, Hy), 7.22 (d, J = 9.0 Hz, 2H, Hs), 7.12 (d,
J=9.0 HZ; 2H; HS); 7.00-6.94 (ml ZHI H3)l 6.91 (tdl-jz 75; 1.5 HZ/ ZH/ HZ)I 6.30 (dd"/ = 80' 1.0 HZ’ ZH' H4)’
3.91 (s, 3H, Hy), 1.68 (s, 6H, Hs).

LC/MS (ES+) : m/z = 316.4 ([M+H]"), tr = 8.67 min
TLC : R¢ (Cyclohexane/AcOEt, 9:1) = 0.66
Melting point : 145 °C

10-(4-methoxyphenyl)-9,9-dimethyl-9,10-dihydroacridine-2,7-dicarbaldehyde, p-42 :

o . o Under Ar atmosphere and at 0 °C, POCl; (21.3 mL, 228 mmol, 100 eq.) was
. ( i \ I J added dropwise to dry DMF (35 mL). After 1h stirring at 0 °C, compound p-45
9 N (720 mg, 2.28 mmol, 1.0 eq.) was introduced. The solution was stirred at 95 °C
34 for 72h. The dark mixture was poured into an ice bath and this solution was

5

o)
6

guenched by a 3M NaOH aqueous solution. The aqueous layer was extracted

Chemical Formula: CaqHy NOs four times with AcOEt. Organic layers were combined, washed with brine and

Exact Mass: 371,1521 dried over Na,SOs. The crude was purified by flash chromatography on silica

gel (Cyclohexane/AcOEt, 100:0 to 70:30) to give the expected product as a yellow solid (667 mg,
1.80 mmol, n =79 %).
'H NMR (300 MHz, CDCls) : 6 =9.86 (s, 2H, Hg), 8.01 (d, J = 1.5 Hz, 2H, H1), 7.51 (dd, J = 8.5 Hz, 1.5 Hz, 2H,

H,), 7.22 (d, J = 9.0 Hz, 2H, Ha/Hs), 7.18 (d, J = 9.0 Hz, 2H, Ha/Hs), 6.45 (d, J = 8.5 Hz, 2H, Hs), 3.94 (s, 3H,
He), 1.76 (s, 6H, Hy).

13C NMR (75 MHz, CDCl5) : 6 = 190.9 (Cs), 160.1 (Cq), 145.1 (Cq), 132.0 (Cy), 131.3 (C4/Cs), 130.7 (Cq), 129.6
(C2), 127.6 (C41), 116.6 (C4/Cs), 115.3 (C3), 55.8 (Ce), 36.2 (Cq), 32.0 (Cy).

LC/MS (ES+) : m/z = 372.3 ([M+H]*), tr = 7.30 min

HRMS (ES+) : calculated for Co4H22NO3* 372.1594 found 372.1613
TLC : R¢ (Cyclohexane/AcOEt, 7:3) = 0.42

Melting point : 165 °C
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10-(4-hydroxyphenyl)-9,9-dimethyl-9,10-dihydroacridine-2,7-dicarbaldehyde, p-43 :

o ; o At 0 °C and under Ar atmosphere, ether p-42 (665 mg, 1.79 mmol, 1.0 eq.) was
8 W dissolved in dry DCM (12 mL) and BBr3 (0.85 mL, 8.95 mmol, 5.0 eq.) was added
2 N ‘ dropwise. The solution was then stirred for 3h. Water was introduced. The
34 aqueous layer was extracted once with DCM. The organic layer was washed

° with brine and dried over Na;SO.. The crude was purified by flash

OH®6
Chemical Formula: C,3H.sNO;  chromatography on silica gel (Cyclohexane/AcOEt 90:10 to 50:50) to give the

Exact Mass: 357,1365
expected product as a yellow solid (485 mg, 8.88 mmol, n = 76 %).

'H NMR (300 MHz, CDCls) : 6 =9.86 (s, 2H, Hs), 8.01 (d, J = 2.0 Hz, 2H, H1), 7.52 (dd, J = 8.5 Hz, 2.0 Hz, 2H,
Hz), 7.19 (d, J = 9.0 Hz, 2H, Ha/Hs), 7.13 (d, J = 9.0 Hz, 2H, Ha/Hs), 6.46 (d, J = 8.5 Hz, 2H, Hs), 5.64 (s, 1H,
OH), 1.75 (s, 6H, Hy).

13C NMR (75 MHz, CDCls) : 6 = 191.1 (Cs), 156.5 (Cq), 145.2 (Cq), 132.0 (Cq), 131.5 (C4/Cs), 130.8 (Cq), 130.7
(Cq), 129.7 (C2), 127.7 (C1), 118.2 (C4/Cs), 115.3 (Cs), 36.2 (Cy), 32.0 (Cy).

LC/MS (ES+) : m/z = 358.3 ([M+H]"), tr = 6.64 min

HRMS (ES+) : calculated for C;3H,0NOs* 358.1438 found 358.1441
TLC : R¢ (Cyclohexane/AcOEt, 1:1) = 0.53

Melting point : 217 °C

9,9-dimethyl-10-{4-[(6-methyl-1,2,4,5-tetrazin-3yl)methoxy]phenyl}-9,10-dihydroacridine-2,7-

dicarbaldehyde, p-44 :

Under Ar atmosphere, phenol p-43 (100 mg, 0.28 mmol, 1.0 eq.) and tetrazine

6
o) o)
7 W 48 (178 mg, 0.84 mmol, 3.0 eq.) were dissolved in dry THF (4 mL). This solution
2 N ‘ was cooled to 0 °C and Cs,COs (137 mg, 0.42 mmol, 1.5 eq.) was added. This
3

4 solution was then stirred at r.t. for 4h. A saturated NH4Cl aqueous solution
’/N 9
° \)N\ ﬂ/ was introduced. The aqueous layer was extracted three times with AcOEt.
O N
N . . . . .
8 Organic layers were combined, washed with brine and dried over Na,SO.. The

Chemical Formula: Cy7H,3N503
Exact Mass: 465,1801

100:0 to 50:50) to give the expected product as a red solid (62 mg, 0.13 mmol, = 48 %).

crude was purified by flash chromatography on silica gel (Cyclohexane/AcOEt,

1H NMR (300 MHz, CDCls) : & = 9.87 (s, 2H, H5), 8.01 (d, J = 1.5 Hz, 2H, H1), 7.51 (dd, J = 8.5 Hz, 1.5 Hz, 2H,
Ha), 7.36 (d, J = 9.0 Hz, 2H, Ha/Hs), 7.28 (d, J = 9.0 Hz, 2H, Ha/Hs), 6.43 (d, J = 8.5 Hz, 2H, Hs), 5.78 (s, 2H,
Hs), 3.17 (s, 3H, Hs), 1.76 (s, 6H, He).

3C NMR (75 MHz, CDCl3) : 6 = 190.9 (C7), 169.2 (Cy), 165.4 (Cq), 158.4 (Cq), 144.9 (Cy), 133.3 (Cy), 131.7
(C4/Cs), 130.9 (Cq), 130.8 (Cq), 129.7 (C2), 127.6 (C1), 117.6 (C4/Cs), 115.2 (Cs), 68.2 (Cs), 36.2 (Cq), 32.0 (Cs),
21.6 (Co).

LC/MS (ES+) : m/z = 466.3 ([M+H]*), tr = 7.11 min
HRMS (ES+) : calculated for C;7H2aNs03* 466.1874 found 466.1866
TLC : Rf (Cyclohexane/AcOEt, 1:1) = 0.53
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Fluorogenic probe | :

Aldehyde p-44 (25 mg, 54 umol, 1.0 eq.) was solubilized in dry
DMF (1 mL). This solution was cooled to 0 °C and pyrrolidine
(9.3 uL, 0.11 mmol, 2.1 eq.) was then added. After 15 min
stirring, AcOH (31 puL, 054 mmol, 10 eq.) and
1,4-dimethylpyridinium iodide 41 (24 mg, 0.10 mmol, 1.9 eq.)

were introduced. The resulting mixture was stirred at 4 °C for

19h. Diethyl ether (3 mL) was added to get a precipitate which

Chemical Formula: C44H3gN;0%*
Exact Mass: 645,3205

was filtered to give the expected product as a red solid

(22 mg, 24 pmol, n =51 %).

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) : 6 =8.79 (d, J = 6.5 Hz, 4H, H1,), 8.13 (d, J = 6.5 Hz, 4H, H11), 8.03 = 7.93 (m,
4H, Hy, Ho), 7.48 = 7.36 (m, 8H, Hy, Ha, Hs, Hio), 6.30 (d, J = 8.5 Hz, 2H, H3), 5.85 (s, 2H, H7), 4.22 (s, 6H, H13),
3.04 (s, 3H, Hg), 1.78 (s, 6H, He).

BC NMR (75 MHz, DMSO-ds) : & = 168.4 (C,), 165.1 (Cq), 158.0 (Cq), 152.9 (Cq), 144.8 (C12), 141.5 (Cy), 140.9
(Co), 132.7 (Cq), 131.6 (C4/Cs), 130.4 (Cq), 128.4 (Cq), 127.5 (C2), 126.5 (C1), 122.8 (C11), 120.1 (Cyo), 117.5
(C4/Cs), 114.8 (Cs), 67.8 (C), 46.7 (Ci3), 35.8 (Cy), 32.3 (Ce), 21.1 (Cs).

LC/MS (ES+) : m/z =322.9 ([M-21/2]"), tr = 5.48 min
HRMS (ES+) : calculated for C41H3sN;OI* 772.2255 found 772.2257

2-(9,9-dimethyl-9,10-dihydroacridin-10-yl)benzonitrile, 0-49 :

9 Under Ar atmosphere, 9,9-dimethyl-9,10-dihydroacridine 17 (100 mg,

2 O 0.48 mmol, 1.0 eq.), 2-bromobenzonitrile (130 mg, 0.72 mmol, 1.5 eq.), NaO'Bu

3 . N o (91 mg, 0.96 mmol, 2.0 eq.), Pdy(dba)s (9 mg, 10 umol, 0.02 eq.) and P(*Bu)s.HBF,4
5©/ (5 mg, 19 umol, 0.04 eq.) were dissolved in freshly degassed (by Ar bubbling for

° 7 ° 15 min) dry toluene (5 mL). The solution was stirred at 110 °C for 22h. The crude
CheET;CCatI &Z;T;zo?fi%sm was filtered through a Celite pad and purified by flash chromatography on silica

gel (Cyclohexane/DCM, 100:0 to 50:50) to give the expected product as a white solid (101 mg, 0.33 mmol,
1 = 68 %).

H NMR (300 MHz, CDCls) : & = 7.96 (dd, J = 7.5 Hz, 1.0 Hz, 1H), 7.88 (td, J = 8.0 Hz, 1.5 Hz, 1H), 7.65 (td,
J=7.5Hz, 1.0 Hz, 1H), 7.56 — 7.47 (m, 3H), 7.03 — 6.94 (m, 4H), 6.14 — 6.06 (m, 2H), 1.74 (s, 6H, Hs).

BC NMR (75 MHz, CDCl3) : 6 = 144.4 (Cy), 140.1 (Cq), 135.5 (CH), 135.0 (CH), 133.6 (CH), 130.7 (Cy), 129.1
(CH), 126.7 (CH), 125.7 (CH), 121.6 (CH), 116.3 (Cq), 116.3 (Cq), 113.4 (CH), 36.3 (Cq), 31.1 (Cq).

LC/MS (ES+) : m/z = 311.4 ([M+H]*), tr = 7.75 min
TLC : Rf (Cyclohexane/DCM, 1:1) = 0.53
Melting point : 220 °C
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Ethylbicyclo[6.1.0]nonane-9-carboxylate, 52 :

o o Under Ar atmosphere, Rhy(OAc)s (55 mg, 0.12 mmol, 0.01 eq.) was solubilized

~ in cycloocta-1,5-diene (7.63 mL, 62.0 mmol, 5.0 eq.). Ethyl 2-diazoacetate

(1.50 mL, 12.4 mmol, 1.0 eq.) was then added dropwise in the solution over 1h

(the gas production was controlled thanks to a bubbler). After 6h, a TLC (Eluent :

Cheg(:;l ,\:errz?;aéﬁgg;soz Cyclohexane/Et,0, 95:5, stain : KMnO.) shows two spots (that might
correspond to the two isomers). The crude was filtered over a small pad of cellite (eluent : Et,0). Solvent

was removed under vacuum and the crude was directly used in the following reaction.

Bicyclo[6.1.0]nonane-9-carboxylic acid, 53 :

The crude of 52 was dissolved in Et;0 (50 mL). ‘BuOK (4.18 g, 37.2 mmol, 3.0 eq.) and H,0 (0.34 mL,
18.6 mmol, 1.5 eq.) were introduced and the mixrure was stirred at r.t. for 2 days. As no reaction occurs
a large excess of NaOH 2 M was introduced (30 mL). The mixture was stirred at r.t. for 72h. The aqueous
layer was acidified to pH = 1 thanks to HCI 1 M and was extracted three times with DCM. The crude was
purified by flash chromatography on silica gel (Cyclohexane/AcOEt, 100:0 to 80:20) to get the expected
products as white solids (1.08 g, 3.47 mmol, n =52 %).

O~__OH CAS number [79616-90-3]

H H H NMR (300 MHz, CDCl3) : & = 5.68 — 5.58 (m, 2H), 2.34 — 2.01 (m, 6H), 1.68
—1.60 (m, 2H), 1.56 — 1.44 (m, 2H), 1.19 (t, J = 4.5 Hz, 1H).

TLC : Rf (Cyclohexane/AcOEt, 7:3) = 0.53

Chemical Formula: C4gH140, Melting point : 83 °C
Exact Mass: 166,0994

CAS number [178602-79-4]

H NMR (300 MHz, CDCls) : § = 5.69 — 5.55 (m, 2H), 2.58 — 2.41 (m, 2H), 2.27
—2.14 (m, 2H), 2.12 - 1.99 (m, 2H), 1.93 — 1.80 (m, 2H), 1.74 (t, J = 8.5 Hz, 1H),
1.54 —1.43 (m, 2H).

, TLC : R¢(Cyclohexane/AcOEt, 7:3) = 0.38
Chemical Formula: C4gH40,

Exact Mass: 166,0994 Melting point : 107 °C

OYOH

Ho A H

(1R,47,8S,9R)-4,5-dibromobicyclo[6.1.0]non-4-en-9-yImethanol, 54 :

Under Ar atmosphere, carboxylic acid 53 (440 mg, 2.65 mmol, 1.0 eq.) was
H dissolved in dry THF (23 mL). This solution was cooled to 0 °C and LiAlH; 1 M
(10.5 mL, 10.5 mmol, 4.0 eq.) was added dropwise (the gas production was

controlled thanks to a bubbler). The mixture was stirred at r.t. overnight. The

Chemical Formula: C4gH4¢0

Exact Mass: 1521201 crude was poured into an ice bath and filtered through a Celite pad. The

aqueous layer was extracted three times with DCM. Organic layers were
combined and dried over Na,SOa,. Solvents were removed under vacuum to get the expected product as

a colorless oil (350 mg, 2.30 mmol, n = 87 %).
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*The starting material that did not react can be recovered following this procedure : Acidified the aqueous

layer until pH = 1 thanks to HCI 1 M and extracted three times with DCM.

CAS number [374898-56-3]

H NMR (300 MHz, CDCls) : 6 = 5.73 = 5.51 (m, 2H), 3.71 (d, J = 7.5 Hz, 2H), 2.42 - 2.29 (m, 2H), 2.17 = 2.05
(m, 2H), 2.04 — 1.93 (m, 2H), 1.65 — 1.49 (m, 2H), 1.19 — 0.95 (m, 4H).

TLC : R¢ (Cyclohexane/AcOEt, 7:3) = 0.31

(1R,8S,9R)-4,5-dibromobicyclo[6.1.0]nonan-9-yImethanol, 55 :

_OH Under Ar atmosphere, alkene 54 (330 mg, 1.83 mmol, 1.0 eq.) was dissolved

H H in dry DCM (17 mL). This solution was cooled to 0 °C and protected from
light. Bry (99 uL, 1.92 mmol, 1.05 eq.) was then added dropwise until the

WARS persistence of a yellow/red color. A saturated Na,S,0; aqueous solution was

Chemical Formula: C;oH4gBr,0  subsequently introduced. The aqueous layer was extracted three times with
Exact Mass: 309,9568 ) ] ]
DCM. Organic layers were combined and dried over Na,SO,. Solvents were

removed under vacuum to get the expected product as a white solid (590 mg, 1.73 mmol, 1 =95 %).

CAS number [1334173-51-1]

1H NMR (300 MHz, CDCls) : 6 = 4.89 —4.75 (m, 2H), 3.76 (d, J = 7.5 Hz, 2H), 2.78 — 2.59 (m, 2H), 2.26 — 2.13
(m, 2H), 2.01 — 1.85 (m, 2H), 1.26 — 1.09 (m, 4H).

TLC : R¢ (Cyclohexane/AcOEt, 7:3) = 0.39
Melting point : 105 °C

(1R,8S,9R)-bicyclo[6.1.0]non-4-yn-9-ylmethanol, 55 :

Under Ar atmosphere, compound 54 (580 mg, 1.86 mmol, 1.0 eq.) was

: dissolved in dry THF (20 mL). This solution was cooled to 0 °C and '‘BuOK

(1.04 g, 9.29 mmol, 5.0 eq.) was added. The mixture was stirred at 0 °C for 1h

and then refluxed for 2h. Water was introduced. The aqueous layer was

Chemical Formula: C10H140  axtracted three times with DCM. Organic layers were combined and dried over
Exact Mass: 150,1045

MgSO4. The crude was purified by flash chromatography on silica gel

(Cyclohexane/AcOEt 100:0 to 70:30) to give the expected product as a white solid (155 mg, 1.03 mmol,

1 =56 %).

CAS number [1263166-90-0]

1H NMR (300 MHz, CDCls) : 6 = 3.73 (d, J = 7.5 Hz, 2H), 2.38 — 2.15 (m, 6H), 1.67 — 1.53 (m, 2H), 1.41 —
1.27 (m, 1H), 1.17 (br s, 1H), 1.01 — 0.87 (m, 2H).

TLC : R¢(Cyclohexane/AcOEt, 7:3) = 0.26

This compound must be stored at -20 °C.
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Acri-Py-sulfo:

o 12 104 ® ° Under Ar atmosphere, Acri"-Py (50 mg,

033/\/\N/ N/\/\SO3
11 | 0.12 mmol, 1.0 eq.) and

9 N

) \ 3-bromopropanesulfonate de sodium
3 4|1 (52mg, 0.23 mmol, 2.0 eq.) were
Chemical Formula: C3gH39N306S; dissolved in dry DMF (3.7 mL). This

Exact Mass: 673,2280

solution was heated at 90 °C for 50h : a
precipitate was obtained. It was filtered and washed with Et,0 to give the expected product as a red
powder (31 mg, 46 umol, n = 40 %).

!H NMR (300 MHz, DMSO-d¢) : 6 =8.88 (d, J=6.5 Hz, 4H, Hs), 8.16 (d, J= 6.5 Hz, 4H, Hg), 8.05 (d, J= 16.0 Hz,
2H, Hg), 7.87 (s, 2H, H1), 7.68 (d, J = 8.5 Hz, 2H, H,), 7.45 (d, /= 16.0 Hz, 2H, H;), 7.23 (d, / = 8.5 Hz, 2H, H3),

4.61 (t,J =6.5Hz, 4H, Hao), 3.55 (s, 3H, Ha), 2.43 (t, J = 7.0 Hz, 4H, Hy1p), 2.28 — 2.16 (m, 4H, H11), 1.60 (s, 6H,
Hs).

3C NMR (75 MHz, DMSO-ds) : § = 153.4 (C,), 144.1 (Co), 142.6 (Cy), 141.4 (Ce), 132.2 (C,), 128.3 (Cy), 127.8
(C), 124.6 (C1), 123.1 (Cs), 120.1 (C), 113.8 (C3), 58.3 (C1o), 47.1 (C12), 36.2 (Cq), 34.0 (C4), 28.3 (Cs), 27.2
(C1a).

LC/MS (ES+) : m/z = 674.7 ([M+H]"), tr = 4.98 min
HRMS (ES+) : calculated for C3sHaoN306S,* 674.2353 found 674.2339
Melting point : > 240 °C
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[I. Photophysical experiments

Stock solutions were prepared in DMSO for all compounds, except for fluorogenic dyes (ACN/MeOH
1:1) and stored at -20 °C.

Measurements were performed in 0.5 or 1 mL Hellma quartz cuvette (material code QS blue, 200—
2000 nm). Fluorescence and UV-visible spectra were respectively recorded using Spex FluoroMax-3 Jobin-
Yvon Horiba and Hitachi U-2900 apparatus. Measurements were performed at room temperature with
solutions of A <0.1 to avoid re-absorption of the emitted light, and data were corrected with a blank and
from the variations of the detector with the emitted wavelength. Fluorescence quantum yield were
measured according to the Crosby method using quinine sulfate in H;SO4 0.5 M (Aex = 366 nm, ® = 0.546)
of Rhodamine 6G in EtOH (Aex = 488 nm, ® = 0.94) as reference.?'

[Il. Two-photon excitation spectra

The two-photon excitation spectra were measured by the fluorescence method by using 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 over the cell length (Hellma fluorescence
semi-micro 10 x 4 mm) and the fluorescence, collected at 90° of the excitation beam, was focused into an
optical fibre connected to a spectrometer (AvaSpec ULS from Avantes). The incident beam intensity was
adjusted to ensure an intensity-squared dependence of the fluorescence over the whole spectral range
reported. To avoid reabsorption of emitted light, micro cells are used and the focal point is very close to
the edge of the cuvette. This allows elimination of second order filter effects. Calibration of the spectra
was performed by comparison with the published Rhodamine B in MeOH in the 750-880 and 930-1000
nm range, Fluorescein in 0.1 N NaOH solution in the 880—930 nm range and Styryl 9M in chloroform in
the 930-1 000 nm range.3>3¢

IV. Molecular Modeling

Geometry optimizations of the ground state were carried out at the B3LYP/6-31G(d) level of theory.
A frequency calculation was done in all cases to confirm the true minimum nature (no imaginary
frequency) of the converged geometry. TD-DFT calculations were done at the M06-2X/6-311+G(d,p) level
of theory using IEFPCM model to include solvent (water) effect. All calculations were done with Gaussian
09 software from Gaussian Inc. and orbitals were plotted with Avogadro. Transition dipole moments were
computed thanks to Multiwfn software from the .out and .chk files obtained after calculations.?®®

V. MTT Assay

A549 lung carcinoma cells were seeded in 24-well plates from TPP (50 000 cells/well). After 24h, cells
were incubated with solutions of various concentrations of both probes (for 0.313—10 uM) for 24h.
Afterwards, 50 uL of MTT solution (previously sterilized with a 0.22 pum filter, 5 mg/mL in PBS) were added
in each well. After 1h, the medium was removed and 600 puL of DMSO were added to dissolve MTT
formazan. Optical densities were then measured at 562 nm with a FLUOStar Omega plate reader from
BMG Labtech. Every experiment was conducted in duplicate and reproduced three times. Results are
represented as means + SD.

VI. Confocal Microscopy

A549 lung carcinoma cells were cultured in Dulbecco’s modified eagle media (DMEM, GIBCO)
supplemented with 10% Fetal Bovine Serum (FBS, GIBCO) and 1% Penicillin/Streptomycin (Life
Technologies) at 37 °C under 5% CO,, 95% air and 100% humidity. Cells were seeded on a 8-well p-slide

214 A, M. Brouwer, Pure Appl. Chem. 2011, 83 (12), 2213-2228. DOI : 10.1351/PAC-REP-10-09-31
25T, Lu and F. Chen, J. Comput. Chem. 2012, 33 (5), 580-592. DOI : 10.1002/jcc.22885
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from Ibidi (20 000 cells/well). After 24h, cells were incubated 2h with the desired compound, washed with
PBS once, and observed in Opti-MEM (GIBCO) medium.

For colocalization experiments, cells were seeded on a 8-well p-slide from Ibidi (20 000 cells/well).
After 24h, cells were incubated 2h with the studied compound at 2 uM, washed with PBS once, incubated
15 min with Mitotracker® Deep Red at 100 nM (or 25 min with DRAQ5® at 5 pM), washed with PBS once,
and observed in Opti-MEM (GIBCO) medium.

The fluorescence imaging (confocal and biphotonic) was performed using a confocal laser scanning
microscope DMI 6000 with a SP5-AOBS unit (both Leica) equipped with a 63x (NA = 1.4) objective (oil
immersion), an argon gas laser, a 405 nm diode and helium neon gas laser (633 nm) for one-photon
excitation and a Chameleon Ti:Saph laser (Coherent) delivering pulses in the 100 to 200 fs range at an
80 MHz repetition rate with a tunability ranging from 705 to 980 nm for two-photon excitation. The
excitation laser power was measured after the objective by a thermal head laser power meter (PM100
S302 Thorlabs). The images were visualized and processed using Image J software (Rasband W.S., U.S.
National Institutes of Health, Bethesda, Maryland,USA).

VII. Preparative HPLC

Before HPLC investigations the samples were solubilized in a 1:1 ACN/MeOH mixture and filtered
with a 0.45 um Nylon syringe filter. Preparative HPLC were performed with a quaternary gradient module
Waters 2525 coupled with a Sample Manager Injector/Collector (Water W2767, Waters, USA). The W2996
PDA Detector record spectrum between 200 to 500 nm at 20Hz with resolution at 2.4 nm. A XBridge Prep
C18 column (30 x 150 mm, 5 um Waters) was used for the separation with the following gradient
(Solvent A : HO + 0.1% TFA, Solvent B : ACN + 0.1% TFA, Flow : 40 mL/min) :

Time (min) A (%) B (%)
0 98 2
2 98 2

15 0 100

20 0 100
20.5 98 2
22.5 98 2

After purification, solvents were removed under vacuum (with a rotary evaporator, keeping the bath
at room temperature). Compounds were then solubilized in a ACN/MeOH mixture (1:1) and eluted
through a small column containing Amberlite IRA402-Cl to give the expected product with chloride
counter ions.
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VIII.LC/MS of purified compounds before and after IEDDA with BCN

Chemical Formula: C4oHzgN72*
m/z: 320.6628
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Chemical Formula: C4oHzgN72*
m/z: 320.6628
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~a

HO

Chemical Formula: CspHs3N50%*
m/z: 381.7120
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i,

OH

m/z: 381.7120
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Chemical Formula: Cs,H53N50%*
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Figure 208 : Spectres d’absorption, d’excitation et d’émission de fluorescence de SiFluo-V dans le glycérol (2 uM, Aex = 405 nm)
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Figure 209 : Spectres d’absorption, d’excitation et d’émission de fluorescence de SiFluo-L dans le glycérol (2 uM, Aex = 405 nm)
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Figure 210 : Spectres d’absorption, d’excitation et d’émission de fluorescence de Phenaz-Py dans le glycérol (2 uM, Aex = 488 nm)
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Figure 211 : Spectres d’absorption, d’excitation et d’émission de fluorescence d’Acri-Py dans le glycérol (2 uM, Aex = 488 nm)
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Figure 212 : Spectres d’absorption, d’excitation et d’émission de fluorescence de Sulfon-Py dans le glycérol (2 uM, Aex = 405 nm)
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Figure 213 : Spectres d’absorption, d’excitation et d’émission de fluorescence de Sulfox-Py dans le glycérol (2 uM, Aex = 405 nm)

Phenox-Py
Phenaz-Py
Acri-Py

Sulfon-Py

Sulfox-Py

= = =Phenox-Py Em
Phenaz-Py Em
Acri-Py Em

= = = Sulfox-Py Em

= = =Sulfon-Py

350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850

Longueur d’onde (nm)

Figure 214 : Spectres d’absoprtion et d’émission normalisés de Sulfon-Py, Sulfox-Py, Phenaz-Py, Acri-Py et Pheno-Py dans le
glycérol
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Résumé : Pour mieux comprendre le vivant, la
modification des protéines est devenue un outil
précieux, notamment afin de sonder leur activité et
de la moduler. Dans cette démarche, la chimie
bioorthogonale, c'est-a-dire le développement de
réactions compatibles avec les milieux biologiques,
est actuellement en plein essor. Par ailleurs, les
sondes fluorescentes constituent un outil précieux
pour sonder le vivant. Un processus élégant consiste
ainsi a utiliser une sonde fluorescente qui s'allume
uniquement lorsque la réaction a eu lieu, elle est alors
qualifiée de fluorogénique. Dans le but de limiter la
dégradation des tissus et d'avoir une meilleure
pénétration du rayonnement dans ces derniers, il est
primordial d'utiliser des fluorophores excitables et
qui émettent dans le proche IR.

Pour atteindre un tel objectif, il est possible de
concevoir des sondes qui peuvent absorber
simultanément deux photons. Elles peuvent ainsi
étre excitées avec un rayonnement d'énergie
environ deux fois moindre que lors d'une excitation
a un photon.

La premiere partie de cette these est ainsi
consacrée au développement de sondes aux
propriétés photophysiques et physico-chimiques
optimisées pour la microscopie biphotonique en
cellules vivantes. Le fluorophore le plus prometteur
a ensuite été utilisé dans la seconde partie afin de
concevoir une sonde fluorogénique excitable a
deux photons pour la chimie bioorthogonale.

Title : Design and synthesis of two-photon excitable fluorogenic probes for bioorthogonal chemistry

Keywords : Chemical biology, Bioorthogonal chemistry, Fluorescent probes, Two-photon microscopy

Abstract The emergence of bioorthogonal
chemistry, that is the development of reactions which
do not interfere with biological processes, enables to
better understand living organisms. In fact, thanks to
biocompatible reactions, protein modification allows
to probe and modulate their activity. In this context,
fluorescent probes are widely used to label and track
biomolecules in their native environment. A smart
process consists in using a fluorogenic probe, that
becomes fluorescent only once it has reacted with its
biological target. In addition, studies in living
organisms requires probes which absorb and emit in
the NIR window where the absorption and diffusion
of light by biological samples are minimized.

To achieve this goal, it is possible to design probes
that can absorb simultaneously two photons. As
consequence, they can be excited with about half
the energy of single-photon excitation.

The first part of this thesis is thus devoted to the
development of probes with  optimised
photophysical and physicochemical properties for
biphoton microscopy in living cells. The most
promising fluorophore was then used in the second
part to design a two-photon excitable fluorogenic
probe for bioorthogonal chemistry.
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