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Résumé :

La conception de nouveaux fluorophores est aujourd’hui essentielle pour le développement de I'imagerie
des systemes biologiques et plus particuliérement des acides nucléiques afin de mieux comprendre leurs
implications dans le vivant. Ce type de sonde exige des parametres photophysiques précis comme des
longueurs d’'onde d’absorption et d’émission décalées vers le rouge ainsi qu'une bonne photostabilité.
Aujourd’hui les sondes fluorogéniques font partie des systémes les plus prometteurs pour I'imagerie des
acides nucléiques. Les systémes permettant de passer d'un simple brin d’acide nucléique non-fluorescent
a un duplexe fluorescent apres 'hybridation permet de réduire considérablement le bruit de fond tout
en gardant un systéme peu complexe. Dans cette thése, nous rapportons le développement et la
caractérisation de 14 nouvelles sondes fluorogéniques qui ont été liées par des réactions de CuAAC a de
multiples séquences d’ADN. Celles-ci nous ont permis d’étudier les amplifications fluorogéniques apres
hybridation du simple brin a sa cible. Plusieurs stratégies ont été utilisées pour accroitre ces
amplifications. Nous avons étudié plusieurs familles de molécules utilisant des mécanismes
fluorogéniques variés. Il s’est révélé que les sondes dérivées de la Miami Green répondent au mieux au
cahier des charges que nous nous étions fixé. Ses longueurs d’ondes d’absorption et d’émission sont
fortement décalées vers le rouge tout en gardant un trés large déplacement de Stokes et une bonne
photostabilité. Par-dessus tout, ces sondes ont permis I'obtention d’amplifications de fluorescence les
plus importantes avec un facteur allant jusqu’a 30 lors de la formation d’un duplexe d’ADN. Ces résultats
trés prometteurs offrent de nouvelles perspectives pour des applications en imagerie classique ou de super
résolution.

Mots-clés : Fluorophore, détection fluorogénique, acides nucléiques, hybridation fluorogénique.

Abstract:

The design of new fluorophores is now essential for the development of imaging of biological systems
and more particularly of nucleic acids in order to better understand their implications in life. This type
of probe requires precise photophysical parameters such as red-shifted absorption and emission
wavelengths as well as good photostability. Today, fluorogenic probes are among the most promising
systems for nucleic acid imaging. Systems that allow to switch from a single strand of non-fluorescent
nucleic acid to a fluorescent duplex after hybridization allow to reduce considerably the background
noise while keeping a low complexity system. In this thesis, we report the development and
characterization of 14 novel fluorogenic probes that were linked by CuAAC reactions to multiple DNA
sequences. These allowed us to study fluorogenic amplifications after hybridization of the single strand
to its target. Several strategies were used to increase these amplifications. We studied several families of
molecules using various fluorogenic mechanisms. It turned out that the probes derived from Miami
Green best meet the specifications we had set ourselves. Its absorption and emission wavelengths are
strongly red-shifted while keeping a very large Stokes shift and exhibiting good photostability. Above
all, these probes have allowed us to obtain fluorescence amplification higher than a factor of 30 during
the formation of a DNA duplex. These promising results offer new perspectives for classical and super-
resolution imaging applications.

Keywords: Fluorophore, fluorogenic sensing, nucleic acids, fluorogenic hybridization.
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epuis des siecles, le phénomene de fluorescence a été maintes fois observé et a
longtemps été un objet de fascination pour les hommes et les scientifiques,
jusqu’a l'arrivée de Sir George Gabriel Stokes et de sa fameuse publication « On
the Refrangibility of Light », en 1852. Aprés cela, et pendant plus d'un siécle, la
fluorescence a été considérablement étudiée et, au début des années 1990, le clonage du
géne de la protéine fluorescente verte (GFPen anglais) et I’étude de son expression dans des
bactéries ont conduit a sa large application en microscopie de fluorescence, en particulier dans

le domaine biologique.

La « Fluorescence » et ses applications en recherche constituent un domaine particulier de
la science. Ce dernier s’appuie sur de nombreuses disciplines interdépendantes, telles que la
chimie de syntheése, la chimie computationnelle, la biologie/biochimie, la photophysique, la
biophotonique et l'imagerie. De nos jours, l'instrumentation dans le domaine de la
fluorescence est devenue facile d’acces et peu onéreuse griace a de grandes avancées telles
que la « microscopie confocale » ou, plus récemment, de nouvelles techniques, telles que la

« microscopie a molécule unique », récompensée par un prix Nobel en 2014.

La fluorescence représente un outil d’analyses treés puissant. Ses applications sont tres larges,
en particulier dans les domaines des sciences médicinales et pharmaceutiques. Elles
s’étendent a 'analyse environnementale (détection de traces d’espéces chimiques dans le
milieu environnant), au diagnostic (de cancer par exemple, par le biais de puces a ADN), a
la visualisation et détection de biomolécules dans les cellules et I'imagerie du vivant

(microscopie de fluorescence).

Pour I'analyse de milieux biologiques telles que les cellules vivantes, la fluorescence est la
technique la plus sensible, permettant de détecter des biomolécules telles que des protéines
ou des acides nucléiques. Pour ce type d’études, les sondes fluorescentes utilisent, des
« fluorophores » qui doivent permettre une résolution spatiale et temporelle tres élevée,

avec un haut degré de précision, et doivent étre non-invasives dans les cellules vivantes.

Dans ce cadre, il est crucial de disposer d’un large éventail de fluorophores, spécifiques a

chaque type d’analyses et au milieu dans lequel ils sont utilisés.
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La conception de nouveaux fluorophores est essentielle et permet aujourd’hui I’émergence
de nouvelles applications dans le domaine de la fluorescence. Ces sondes doivent respecter
un cahier des charges particulier, en accord avec les caractéristiques liées a I'imagerie, elles
doivent posséder les propriétés adéquates en photophysique, ainsi que la
possibilité d’introduire des substituants nécessaires pour une bioconjugaison, tout comme

le réglage de la solubilité.

Respecter un cahier des charges si exigeant est un défi en soi. Pour une application
particuliére, les chimistes en charge de synthétiser ces sondes vont alors développer une
chimiotheque de fluorophores, étudier leurs propriétés physiques et photophysiques puis

identifier la sonde adéquate a 'application donnée.

Dans notre cas, nous nous sommes penchés sur la détection des acides nucléiques (AN). Ces
derniers jouent des roles prépondérants dans le stockage de I'information génétique ainsi
que dans la régulation des processus biologiques. Au vu de leurs fonctions complexes, il est
nécessaire de pouvoir les localiser afin de mieux comprendre leur implication dans le
fonctionnement des cellules vivantes. La fluorescence est une technique de choix,
permettant a la fois leur détection, leur quantification et leur visualisation dans leur

environnement naturel (la cellule).

De nos jours, de nombreux fluorophores existent mais leur mode de fluorescence peut
différer. On peut les séparer en deux catégories, les traceurs et les capteurs pour la détection
dans des milieux biologiques. Les capteurs different des traceurs par leurs propriétés de
fluorescence qui sont variables en fonction des parametres physico-chimiques du milieu

environnant, ce qui leur vaut le nom de sondes fluorogéniques.

Dans le cadre de cette these, les objectifs qui m’ont été confiés ont consisté a développer de
nouvelles sondes fluorogéniques adaptées a la détection spécifique de séquences primaires
d’acides nucléiques (AN). Peu de sondes commerciales ou décrites dans la littérature sont
capables d'une telle spécificité et il est donc alors nécessaire d’en développer de nouvelles.
Notre équipe de recherche, « Sondes Fluorescentes », est spécialisée dans le développement

de sondes fluorogéniques, en particulier de type Push-Pull. Leur intensité de fluorescence
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ainsi que leurs longueurs d’ondes d’absorption et/ou d’émission varient en fonction de la

nature du solvant et, plus généralement, de I'environnement qui les entoure.

D’un autre c6té, I'intention générale de cette these est de faire progresser le développement
de nouveaux fluorophores répondant a un cahier des charges photophysique rigoureux,

pour une application biologique ayant trait aux acides nucléiques.
L’ensemble de mes travaux de these est décrit dans 5 chapitres :

Le chapitre 1 est un chapitre bibliographique, rappelant les différents concepts liés a la

spectroscopie de fluorescence et ceux liés aux acides nucléiques.

Apres la présentation des objectifs de cette these, le chapitre 2 concerne le développement
de deux sondes fluorescentes de type Push-Pull, dérivant de la chromone, et leur application
a la détection directe ou par FRET d’AN spécifiques. Ces travaux ayant été publiés, ils sont

briévement résumés et les publications correspondantes sont données a la suite.

Le chapitre 3 décrit la synthese et 'étude photophysique de nouvelles sondes de type
« molecular rotor » et leur application en tant que sondes fluorogéniques lors de
I'hybridation des AN. Une premiére partie concerne un dérivé de chromone, le 6-EMT. Les
travaux s’y référant ont fait 'objet d'une publication, qui est jointe au manuscrit. Une
deuxiéme partie concerne I’élaboration de dérivés de « Malachite Green » et leur application

a la détection des AN par de multiples mécanismes.

Le chapitre 4 concerne la synthese de dérivés de type Miami Green et Yellow, qui
combinent a la fois les propriétés Push-Pull et molecular rotor, et leur application a la
détection directe de séquences d’ADN ainsi qu’a celle d'un ARN cible dérivant de ’ARNm

oskar.

Le chapitre 5 rassemble les données expérimentales des 3 publications insérées dans le

manuscrit ainsi que celles des chapitres 3 et 4.

Par ailleurs et a la suite, dans une partie « Annexe », sont rajoutées trois publications
concernant des projets de recherche auxquels j’ai participé et qui ne font pas partie du sujet

de ma thése, mais y sont tout de méme corrélés.

Les références bibliographiques sont rassemblées a la fin du manuscrit.
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Chapitre 1 : Etat de I'art
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I.  Spectroscopie de Fluorescence

La luminescence traduit le phénomene d’émission de lumiére a partir d'un état excité
de la matiére (atome, molécule, cristal). Le processus d’excitation peut étre de différentes
natures : réaction chimique (chimioluminescence) ou biochimique (bioluminescence),
transfert d’énergie thermique (thermoluminescence), absorption de la lumieére

(photoluminescence), etc...

La photoluminescence englobe deux termes qui sont la fluorescence et la phosphorescence.

I.1. Principe

La lumiére est considérée comme une entité duale onde-corpuscule. Plus
précisément, elle présente les caractéristiques d'une onde avec une longueur d’onde A (en
nm) ou un nombre d’onde v (en cm™!) mais également d’une particule, appelée photon, ayant
une énergie E. L’énergie du photon est corrélée a sa longueur d’onde par la relation de

Planck-FEinstein (Equation 1) :

E=hv=h

> a

Equation 1. Relation de Planck-Einstein.
Avec A :la constante de Planck (h = 6,63 X 1073%].s) et c: la célérité de la lumiére dans le

vide (c = 3,0 X 108 m.s™1).

Toute molécule capable d’absorber de la lumiére dans la région UV/Visible est appelée
chromophore. Dans le cas particulier ou elle présente des propriétés de fluorescence, elle
sera appelée fluorophore. Le phénomene de fluorescence est composé de 2 étapes clés :

I’absorption et I’émission.
I.1.1. Absorption

En 'absence de source d’excitation, toute molécule organique est présente dans son
état fondamental appelé So (Figure 2). Dans cet état So, deux électrons sont présents dans

l'orbitale appelé HOMO (Highest Occupied Molecular Orbital), contrairement a la LUMO
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(Lowest Unoccupied Molecular Orbital) qui, par définition, est vide (Figure 1). Dans le cas
général, sous l'effet de I'apport d'une énergie lumineuse (laser ou lampe), les électrons sont

capables de passer de 'état So a des états d’énergie supérieurs Si, S2 etc...

i Absorption

— wmo Jr
-

Etut fondamemial Etut Exeli
Sp 5

Figure 1. Phénomeénes d'absorption et de relaxation.
Généralement, dans le cas de fluorophores organiques, I'écart énergétique HOMO - LUMO
correspond a des longueurs d’ondes comprises entre 200-800 nm. Le phénomene
d’absorption est étudié a I'aide d’'un spectrometre UV/Visible. Le spectre obtenu donne les
valeurs d’absorbance du chromophore a chaque longueur d’onde. Cette derniére est reliée
au coefficient d’absorption molaire (¢) et a la concentration, suivant la relation de Beer-
Lambert (Equation 2) :

A= &lC

Equation 2. Loi de Beer-Lambert.
A est I'absorbance ; € est le coefficient d’absorption molaire (M.cm™) ;1 la longueur du

trajet lumineux (cm) ; C la concentration du soluté a analyser en solution (M).

1.1.2. Emission

A la suite de la transition électronique, le composé organique se retrouve dans un
état énergétique plus élevé (par exemple Si). Il va alors tout d’abord chercher a libérer
I'excédent énergétique emmagasiné en réalisant une série de cascades vibrationnelles, afin
de se retrouver dans 1’état vibrationnel le plus stable de I'état excité (état excité relaxé)

(Figure 2).
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Figure 2. Diagramme de Jablonski.

Le temps de vie (1) d’'un fluorophore dans cet état excité relaxé est tres court (compris en
général entre 10® a 10! s) et dépend des différents facteurs de décroissance (kr et kar)
(Equation 3):

1

'k Tk,

Equation 3. Temps de vie d'un fluorophore.
ou kr correspond a la constante de vitesse radiative (fluorescence) et k»- a la constante de
vitesse non-radiative. Cette valeur de temps de vie peut étre obtenue par le biais d’analyses
spectroscopiques en temps de vie. Cette relation nous montre que lorsque le k: augmente,

le temps de vie du fluorophore dans I’état excité relaxé est plus court.

Le phénomeéne de fluorescence correspond au retour a ’état fondamental qui s’accompagne
de I'émission d’'un photon (kr). L’énergie de ce photon émis sera généralement inférieure a
celui du photon absorbé, en raison des cascades de relaxations vibrationnelles. Si 'on suit
alors la relation de Planck-FEinstein (Equation 1), I'évolution de I’énergie est inversement

proportionnelle a la longueur d’onde, soit Eabs > Eem conduit alors a Aabs < Aem.
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Le retour a I’état fondamental peut aussi s’effectuer par un mécanisme non-radiatif (knr) de
conversion interne, résultant en une transition vibronique (changement d’état électronique

et vibrationnel), ou également provenir de nombreux processus alternatifs (vide infra).

I.2. Caractéristiques de la fluorescence
Un fluorophore est caractérisé par un ensemble de parametres photophysiques.

1.2.1. Déplacement de Stokes

La différence entre le maximum d’absorption et le maximum d’émission d'un
fluorophore est appelée déplacement de Stokes (Stokes Shift, Equation 4, Figure 3). Elle
correspond a la différence des maxima d’absorption et d’émission exprimée soit a partir de

des nombres d’onde soit a partir des longueurs d’onde :
Avss = Vaps = Vem
AAdss = Aem — Aabs

Equation 4. Déplacement de Stokes.

avec vabs et Vem les nombres d’onde, en cm™, correspondant respectivement aux maxima

d’absorption et d’émission du fluorophore

avec Aem €t Aabs, les longueurs d’onde, en nm, correspondant respectivement aux maxima

d’émission et d’absorption du fluorophore.
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Déplacement de Stokes (A4, = Ao — Agps)
- -

A1\:![:11 abs A.\dnx em

Absorbance Fluorescence

Unité arbitraire d'absorbance /Fluorescence

450 500 550 600 650
Longueur d’onde (nm)

Figure 3. Représentation du déplacement de Stokes.

1.2.2. Rendement quantique

Le rendement quantique correspond au rapport entre le nombre de photons émis et
le nombre de photons absorbés (Equation 5). 11 est égal au rapport entre la constante de
vitesses radiative et la somme des constantes de vitesse radiative et non-radiative. Il peut

étre également décrit comme le produit de la constante radiative par le temps de vie.

photons émis k.

= = = k X
photons absorbés k. + ky; r ot

Equation 5. Rendement quantique.

1.2.3. Brillance

La brillance est le produit du rendement quantique et du coefficient d’extinction
molaire du fluorophore. Cette donnée caractérise la sensibilité du fluorophore et sa limite
de détection (Equation 6):

B=¢egXx @
Equation 6. Brillance d'un fluorophore.

B est la brillance (M.cm) ; € le coefficient d’extinction molaire (M'.cm) ; ® le rendement

quantique.
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II. Sondes sensibles aux changements

environnementaux

Il existe deux catégories de sondes fluorescentes. La premieére regroupe les
fluorophores, appelés traceurs. Ces derniers sont insensibles aux changements
d’environnement, impliquant que leurs propriétés photophysiques restent constantes. Ils
sont caractérisés par un signal stable et une tres forte brillance, leur permettant d’étre
facilement employés pour de la microscopie de fluorescence ou du diagnostic. C’est le cas
notamment des sondes Cyanines (c.f. Chap. 1: I1.2.2.). Elles peuvent, par exemple,

remplacer le phosphore radioactif dans des applications de séquencage.

La seconde catégorie comprend les molécules fluorescentes sensibles a leur environnement,
elles sont appelées capteurs. Ce manuscrit se concentre uniquement sur cette seconde
catégorie et, plus précisément, sur les petites molécules organiques fluorogéniques ou

ratiométriques.

Le terme fluorogénique définit un changement d’état de fluorescence!. Le passage d’'un état
non-fluorescent a un second état fluorescent est appelé turn-on. Le phénomene inverse est
appelé turn-off >. Le changement d’état de fluorescence permet de caractériser un
évenement. Il peut notamment étre induit par des modifications des parametres physico-
chimiques du solvant (polarité, viscosité, pH), par des processus photophysiques intervenant
a I'état excité (PET, FRET, ICT...) ou, également, par un changement de conformation du

fluorophore. Ces mécanismes fluorogéniques impliquent un ou plusieurs fluorophores.
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I1.1. Processus a un seul partenaire

Dans cette partie, 5 types de mécanismes de fluorescence seront décrits : le transfert
de charge, le transfert de proton, le changement de conformation, la sensibilité au pH,

I'isomérisation a I’état fondamental et le phénomene d’agrégation (Figure 4).

Transfert de charge Transfert de proton Changement de conformation
X. 0 *x_ 0"
+ H” NH T

Sensible au pH Isomérisation a I’état
fondamentale

m -
X X-
H”
X HX
Y Y+
. H”

Figure 4. Mécanismes mis en jeu dans un systéme fluorogénique. (Adapté de la ref 3).

I1.1.1 Transfert de charge intramoléculaire (ICT)

I Principe

UA

Figure 5. Construction des sondes Push-Pull.

Le transfert de charge intramoléculaire s’opere au sein de fluorophores dits « push—
pull ». Au niveau structural, les sondes push-pull sont constituées d'un groupement
électrodonneur conjugué, généralement par un systémem, a un groupement
électroattracteur (Figure 5). Dans la majorité des cas, le systéme peut étre ordonné de

plusieurs manieres :
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- D-m-A (dipolaire)
- D-m-A-m-D ou A-m-D-m-A (quadrupolaire)
- (D-m)3-A, (D-m)s-A, etc... (Octupolaire)

Le systéme m est couramment composé de noyaux aromatiques, hétéroaromatiques
(thiopheéne, pyrole, furane...) et/ou d’'un systéme aliphatique insaturé (alcéne ou alcyne).
Le groupement donneur (D) est principalement une fonction simple mésomere donneur :
OH, NH, OR, NRu... Inversement, le groupement accepteur (A) est mésomere et/ou inductif
attracteur : CN, CHO ou méme des noyaux hétérocycliques électroniquement déficients

comme les (di)azines, benzothiazoles ou imidazoles.

En termes de diversité structurale, la famille des sondes push-pull est celle qui est la plus

représentée dans la littérature. Les plus communes d’entre elles sont présentées dans la

Figure 6.
(o]
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Figure 6. Exemples de sondes push-pull classiques (en vert est indiqué le groupement donneur, en rouge 'accepteur).
Le transfert de charge intramoléculaire photo-induit (ICT — Intramolecular charge
transfert) fait référence au transfert de charge, a I'état excité, s'opérant du groupement
électrodonneur vers le groupement électroattracteur?. Dans la plupart des cas, le
fluorophore présente alors un moment dipolaire plus important, ce qui lui confere des

propriétés photophysiques singuliéres, en particulier a I'état excité.
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Les sondes push-pull sont tres sensibles a la polarité du solvant et a sa proticité lorsqu’elles
ont des groupements accepteurs sensibles aux liaisons hydrogene (ex. cétone, aldéhyde).
Cette sensibilité au solvant se traduit par un déplacement vers le rouge du maximum
d’émission (red-shift) pour une augmentation de la polarité du solvant. Ce déplacement
bathochrome d’émission est induit par un écart énergétique plus faible entre les niveaux
d’énergie Si et So (Figure 7). A la suite du transfert de charge a I'état excité (S1), les molécules
de solvant environnantes vont alors se réorienter afin de stabiliser le dip6le du fluorophore
(S°). Plus la polarité du solvant est élevée, plus cette stabilisation va étre grande.
Simultanément, lors du retour a I'état fondamental le solvant, toujours orienté, conduira a

une déstabilisation de 1’état So appelé transitoire So’.

S .
&® E —  Relaxation
S @ T €y dusolvant
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Figure 7. Diagramme énergétique des sondes push-pull sous I'influence de solvant.
En addition de leffet de stabilisation apporté par les solvants polaires, la formation de
liaisons hydrogéne entre le solvant et le soluté est observée dans le cas des solvants
protiques. Ce type de liaison confére une stabilisation supplémentaire de 1’état excité et ainsi
amplifie T'effet bathochrome des solvants polaires. Résultant de ces fortes diminutions
énergétiques de 'état S1, la probabilité d'une désexcitation non-radiative par un mécanisme
de conversion interne est fortement accrue. Ceci est observé lors de la présence, sur les
sondes, d'un groupement accepteur de liaison hydrogene de type « C=O » (oxygéne plus

basique a I'état excité). Par conséquent, les solvants les plus polaires protiques induisent une
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neutralisation du signal de fluorescence (quenching). Cette propriété confére aux sondes
push-pull une grande sensibilité aux changements environnementaux. Elles ont été
utilisées, par exemple, pour étudier la structure et la dynamique des biomembranes ainsi

que les interactions qui s’y établissent®.

En complément, certaines sondes push-pull/ peuvent présenter un état torsadé appelé TICT

(Twisted Intermolecular Charge Transfert)®’ également fortement éteint.
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Figure 8. Diagramme énergétique du phénomene de TICT.”
Le TICT est le résultat de la rotation hors du plan des groupements donneur et accepteur a
’état excité qui permet de maximiser la séparation de charge entre D et A. Cet état torsadé
est favorisé dans les milieux polaires. Il se traduit par un déplacement du maximum
d’émission encore plus marqué vers le rouge qui est dii a une réduction accrue de la
différence énergétique entre la Si et la So (Figure 8). La réduction trés prononcée du
rendement quantique est principalement due au fait que les deux groupements sont

positionnés orthogonalement.

I1.1.2. Transfert de proton intramoléculaire

Le mécanisme d’ESIPT (Excited-State Intramolecular Proton Transfert) est mis en
jeu pour des fluorophores dans lesquels un transfert de proton intramoléculaire a lieu a I'état

excité. La sonde ESIPT est composée d'un groupement possédant un proton échangeable
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(souvent hydroxyle) et d'un accepteur de proton (souvent carbonyle ou amine), les deux
groupements étant proches dans I'espace (systémes a 5 ou 6 centres, voir Figure 9 pour des
exemples). Cette proximité va conduire a ’échange du proton entre ces deux fonctions.
Parmi les exemples les plus courants, on retrouve les sondes 3-HC (3-hydroxychromone) et
leurs aza-analogues (3-HQ) ainsi que les HBON (2-(2'-hydroxy-4'-diméthylaminophényl)-
benzoxazole) (Figure 9).

QOwminH OwminH
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)—g >—N
©:N / \
‘H-0

HBON
Figure 9. Exemples de sondes push-pull qui présentent un mécanisme ESIPT.
L’émission de fluorescence de ces sondes ESIPT est composée de deux bandes séparées, la
bande normale (N*) et la bande tautomérique (T*) trés décalée vers le rouge (Figure 10).
L’ESIPT est fortement influencé par la nature électrodonneuse ou électroattractrice de ses
substituants. Par exemple dans le cas des 3-HC possédant un groupement aryle mésomere
donneur fort (ex. p-diméthylaminophényl), les 3-HC se comportent comme des sondes
push-pull pour le déplacement du maximum d’émission de la bande N* vers le rouge dans
les solvants polaires et ratiométriques pour le rapport d’intensité des deux bandes d’émission
N* et T* (N*/T*). Elles sont ainsi tres sensibles aux changements environnementaux. Ici, c’est
le rapport entre la bande N* et T* qui est le facteur le plus sensible. Celui-ci va étre modifié
en fonction de la polarité et de la proticité du solvant. Le N*/T* augmentera parallélement
avec l'augmentation de la polarité et proticité du solvant. En présence de solvant apolaire
aprotique, I'ESIPT sera favorisé avec I'émission dominante de la forme tautomeére (Figure

10). L'inconvénient majeur des sondes ESIPT concerne leur faible photostabilité.
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Figure 10. Réaction ESIPT et origine de 'émission duale sur la sonde 3-HC. (BPT : Back Proton Transfert)®
L’exploitation de ce cette émission duale a permis d’observer et quantifier plus facilement
certaines interactions biomoléculaires® (hybridation de '’ADNY, interaction peptide-
protéine!! et, peptide-membrane lipidique!?) mais également de créer des senseurs

ioniques’® (cations métalliques, anions inorganiques ou petites molécules neutre).

I1.1.3. Changement de conformation

La planéité est une des caractéristiques principales requises pour la plupart des
molécules fluorescentes. En réalité, lorsqu'une molécule fluorescente perd sa planéité, elle
favorise les relaxations non-radiatives et ainsi le retour a I’état fondamental sans émission

de photon. Cette propriété a permis d’engendrer les sondes fluorogéniques appelées

molecular rotor.
O._OH
S. N
7 “CN Donneur

Accepteur
Axe de rotation

N /N\

CCJV Thiofavin T BODIPY

Figure 11. Exemples de sondes a changement de conformation.
Dans un environnement visqueux ou restreint (intercalation, basse température), la rotation

de ce type de molécules est ralentie, ce qui leur permet d’émettre de la fluorescence. Par
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contre, 'émission de fluorescence en solution est tres faible. Les sondes de ce type les plus

connues sont (Figure 11) :

- Les dérivés de CCV] (dérivés de julolidine)'*!5, utilisés pour étudier des interactions
protéine-protéine, observer la microviscosité intracellulaire ou méme utilisés en
science du polymére.

- La Thiofavin T'¢, couramment utilisée pour des tests biomédicaux, notamment en
drug discovery".

- Les dérivés de BODIPY (bore-dipyrrométhéne)®®, pouvant étre utilisés en imagerie
en temps de vie de fluorescence pour observer la viscosité des membranes

cellulaires?®.

I1.1.4. Isomérisation a ’état fondamental

A Tétat fondamental, certains fluorophores peuvent, par isomérisation, rompre la
conjugaison de leur systeme 7, ce qui annihile leur capacité de fluorescence. Tres peu de

sondes fonctionnent suivant ce phénomene, nous y retrouvons principalement les dérivés

II? R
N X N*
R -’ I N —d 2 ~ R’
—
~ N\
Isomérisation ) X=0
Z (o0 ]0) )
I SI-Mez
N

Non-Fluorescent Fluorescent

de xanthénes (Figure 12).

Figure 12. Schéma du fonctionnement des sondes d’isomérisation avec les rhodamines.
Ainsi, dans le cas des rhodamines de type B, il existe un équilibre entre 'ouverture et la
fermeture de la forme spirolactone, qui posséde un carbone asymétrique. Du fait de cet
équilibre, on observe une racémisation de la spirolactone. Cette isomérisation dépend de la
polarité du solvant ainsi que du pH en solution aqueuse. Sil'isomérisation est bien controlée,
la différence de brillance entre la forme ouverte et fermée est considérable, puisque la
spirolactone n’émet pas de fluorescence. Grace a cette propriété, et par l'utilisation de sila-

rhodamine? (SIR), des protéines cibles ont pu étre imagées par SIM* (Structured

33



Illumination Microscopy) et des images super-résolues ont pu étre obtenues 2?2 (dASTORM

ou STED, c.f. p.76.).

I1.1.5. Sensibilité au pH

De nombreux fluorophores sont sensibles a la variation du pH. En jouant sur la
structure du fluorophore, il est possible d’obtenir un turn on/off dans des milieux basiques,
neutres ou acides?®. De nombreuses sondes a pH ont été décrites. On y retrouve, par

exemple, les dérivés de fluorescéine ou de cyanine (Figure 13).
HO 0} o}
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Figure 13. Exemples de sondes fluorogéniques utilisées pour sonder le pH.

En regle générale, toute sonde fluorescente existant en équilibre acido-basique est une

sonde fluorogénique de pH, ce qui regroupe la quasi-totalité des sondes fluorescentes?.

I1.2. Processus a plusieurs partenaires

Il existe plusieurs méthodes pour obtenir un systéme fluorogénique faisant
intervenir au minimum 2 partenaires. Dans cette partie, nous allons décrire quatre
mécanismes, 'agrégation, le PET, le FRET et le DRET. Pour ces trois dernieres méthodes,
la distance entre les partenaires est un des parametres clés pour le développement du

systeme fluorogénique.
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I1.2.1. Agrégation
I ACQ

Un phénomene couramment rencontré avec les fluorophores organiques
(rthodamines, fluorescéines, ou BODIPY?) est leur propension a former des agrégats non

émissifs ou ACQ? (Aggregation-Caused Quenching).

Ces fluorophores organiques possédent des systemes m planaires peu solubles dans les
milieux polaires/protiques. Dans ces milieux, les sondes, en général hydrophobes, s’empilent
(T-stacking), ce qui génere un effet entropique favorable, augmentant la stabilité
thermodynamique. Deux modeles de systemes fluorogéniques existent, basés sur

I'agrégation intramoléculaire ou intermoléculaire (Figure 14B).

L’agrégation intramoléculaire a été employée pour la détection de ’ADN double brin. Le
dimere formé par les dérivés YOYO en solution est rompu apres interaction avec le duplexe

d’ADN, permettant ainsi de restaurer sa fluorescence (Figure 14A).

En regle générale, lorsque ces fluorophores s’agrégent, leur rendement quantique s’atténue
fortement. Or, certaines applications requierent l'utilisation d’'une forte concentration en
sonde, par exemple dans le cadre d’études a ’état solide. La majorité des fluorophores ne

sont donc pas compatibles avec cette exigence (travailler a haute concentration).

ACQ

\i-®
e X B

YOYO-1

|

Figure 14. A) Structure de la sonde YOYO-1. B) Les deux types d’ACQ : intra- et intermoléculaire.
Pour les agrégats ordonnés, nous différentions généralement deux types

d’agrégation : les H-agrégats et les J-agrégats. Ces deux agrégats se distinguent au niveau de
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leur structuration géométrique?. Dans le cas des H-agrégats, un empilement parallele est
observé et conduit a un état excité de plus haute énergie (effet hypsochrome du maximum
d’absorption) (Figure 15). Pour les J-agrégats, un arrangement de type téte-a-queue est
observé. Contrairement aux H-agrégats, cet arrangement provoque un abaissement
énergétique de I'état excité et donc un effet bathochrome du maximum d’absorption?. Cette
différence de structuration meéne a une modification contraire de la constante radiative 4
Dans la majorité des cas, les J-agrégats conduisent a une valeur de 4 plus haute et ainsi a
une forte émission (turn-on) contrairement aux H-agrégats, qui seront éteints (turn-ofi).

Les H-agrégats sont donc non-fluorescents alors que les J-agrégats le sont.

H-aggregate monomer J-aggregate
o O
o o o

_—0._..::::‘ ...... _“ .::: ---------------- I...
llll‘llll T '_‘l_
Blue shift Red shift

Figure 15. Propriétés électroniques suivant 'arrangement en H ou J-agrégats.?
ji AIE

Dans certains cas, des monomeres non fluorescents en solution peuvent conduire a
des agrégats fluorescents. Ils sont le résultat d'un phénomene appelé AIE? (Aggregation-
Induced Emission). La compréhension des mécanismes qui régissent 'AIE reste 'objet de
recherches intenses. Différents mécanismes ont été proposés pour expliquer certains
processus d'AIE comme la restriction de la rotation intramoléculaire (RIR), la restriction
des vibrations intramoléculaires (RIV), 1'agrégation J, I’aplanissement de la conformation,
'isomérisation £/Z, le transfert de charge intramoléculaire torsadé (TICT), le transfert de
protons intramoléculaire a 1'état excité (ESIPT), etc®. Ces phénomeénes fluorogéniques ont

été exploités pour de nombreuses applications3!.

Les exemples les plus courants reposent sur des molecular rotor (cf. Chap. 1 :I1.1.3., p. 32).

Cest le cas de I'exemple historique le tétraphénylethyléne (TPE) et de ses dérivés (Figure
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16A). Suite a son agrégation, il a été proposé que I’émission de fluorescence de TPE repose
sur la restriction des mouvements intramoléculaires (RIM) qui inclut les contributions dues
aux rotations (RIR) et vibrations (RIV)3233. Lorsque les molécules sont non-agrégées, le
retour a |’état fondamental est dominé par les transitions non-radiatives. Au contraire, une
fois agrégées, les contraintes stériques sont amplement augmentées. Elles permettent alors
de limiter drastiquement rotations et vibrations favorisant ainsi la désexcitation radiative

(Figure 16B).
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Figure 16. A) Structure des dérivés de TPE. B) Fonctionnement du phénomene d'AIE.3*

I1.2.2. PET

Le Transfert d’Electron Photoinduit (PET pour Photoinduced Electron Transfert) est
un processus faisant intervenir les propriétés oxydo-réductrices d'un fluorophore a 1'état
excité®. Ce mécanisme peut intervenir de maniere intra ou intermoléculaire
A B
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Fluorophore Oxydant Fluorophore Réducteur
a l'état excite al'état excite
Transfert électronique oxydatif Transfert électronique réductif

Figure 17. Mécanismes de transfert de proton photoinduit A) Oxydatif B) Réductif.
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Le PET peut procéder selon 2 mécanismes différents (Figure 17)., conduisant soit a
l'oxydation soit a la réduction du fluorophore a l'état excité. Dans le cas du transfert
électronique oxydatif, '’électron du fluorophore présent sur sa LUMO est transféré a la
LUMO de l'espece oxydante (Figure 17A). Ce premier cas peut étre observé lors de
I'interaction de fluorophores comme le pyrene avec la nucléobase thymine (T)3¢. En effet,
celle-ci possede le potentiel de réduction le plus bas des bases nucléiques et est connue pour
étre la meilleure acceptrice d’électron. Cette propriété a été mise a profit pour développer
des senseurs sensibles a I'activité d’exo et endonucléases (Figure 18)%. Dans le second cas, le
réducteur possede une HOMO plus haute en énergie que celle du fluorophore. Un transfert
entre le réducteur et le fluorophore s’opére pour combler le trou électronique de la sonde
(Figure 17B). Ce second cas est couramment observé lors de I'interaction de composés
fluorescents, telle la rhodamine, avec la nucléobase guanine (G). En effet, celle-ci possede
le potentiel d’oxydation le plus bas des bases nucléiques et est connue pour étre la meilleure
donneuse d’électron®. Dans les deux cas, ces processus conduisent a l'extinction de
fluorescence (quenching) de nombreux fluorophores organiques. Pour que ce mécanisme
soit réalisable, il est nécessaire que les deux espéces soient proches spatialement®. La
capacité des fluorophores a étre éteints par les nucléobases a été mise a profit dans

différentes applications en recherche fondamentale et appliquées. Le BODIPY a été

plusieurs fois utilisé en raison de son potentiel réducteur élevé.
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Figure 18. Effet d'extinction de fluorescence par PET du pyréne par la nucléobase T.3’
Des systémes a deux partenaires intramoléculaires ont également été développés pour la
détection d’ADN*.. Ces systemes sont composés d'un ligand de ’ADN et d'une sonde
fluorescente. En cas d'une proximité spatiale entre les deux partenaires, un mécanisme PET

s’effectue (turn-off). Cet effet est un exemple de ce qui est appelé « contact quenching ». La
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liaison a ’ADN permet de séparer le « quencher » du fluorophore, le systéme devient alors

fluorescent (turn-on) (Figure 19).

A

Sonde
Lien flexible
Ligand ADN

Figure 19. A) Structure d'un motif fluorogénique ligand de 'ADN formé par une fluorescéine (en vert) et de bis-
benzamidine (en bleu) relié par une courte chaine (en noir). B) Fonctionnement de la sonde d’hybridation par PET. A
gauche, la ligation au double brin induit le turn-on. A droite, I'orientation spatiale de la structure dans son état éteint.*!

I1.2.3. FRET

Le FRET (Forster Resonance Energy Transfer) est un mécanisme faisant intervenir
deux fluorophores (ou plus), I'un jouant le role de donneur et I'autre d’accepteur. Ce
processus photophysique est un transfert d’énergie non-radiatif. Le FRET se déroule en trois

étapes (Figure 20A)* :
(@ Passage a I'état excité du donneur 2 la suite d’une irradiation lumineuse.
@ Transfert d’énergie par résonance du donneur vers 'accepteur.

(® Retour a I'état fondamental de l'accepteur de fagon radiative et/ou non-radiative.

39



D*

@ i‘ i k‘:-:-E:_ i‘ E
: | Keper | | ~
e —

Figure 20. A) Diagramme énergétique simplifié montrant les 3 étapes clés du mécanisme FRET. B) Représentation de la
distance nécessaire entre un donneur et un accepteur pour effectuer du FRET (en vert).

Dans le schéma précédent, grandement simplifié, ne sont représentées que les 3 étapes
permettant d’obtenir le mécanisme FRET. Les transitions radiatives du donneur et les

transitions non-radiatives de 'accepteur ne sont pas dessinées.

La seconde étape du mécanisme de FRET est capitale. Au cours de celle-ci, le donneur entre
en résonance avec 'accepteur. Pour que le transfert d’énergie puisse se faire, la distance
requise entre les deux fluorophores, nommeée par Forster « Champ proche », se situe entre 1
et 10 nm (Figure 20B). La zone inférieure a 1 nm correspond a la « zone de contact », ou la
collision entre le donneur et 'accepteur a lieu et ou le mécanisme de Dexter intervient,

entrainant une dissipation de I'énergie non-radiative.

Au cours de la résonance, I'énergie entre la transition D* 2D et A->A* est similaire. Cela
. .o 3. ’ . > . 57 . .
signifie qu’il est nécessaire d’avoir un recouvrement du spectre d’émission du donneur et

d’absorption de 'accepteur, appelé aire de recouvrement /(A1) (Figure 21).
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Figure 21. Représentation de l'aire de recouvrement entre le spectre d'émission normalisé du donneur et le spectre
d'absorption normalisé de 1'accepteur.*3

Il existe une multitude de paires FRET, la plus connue étant le couple de sondes Cyanines
Cy3/Cy5. On retrouve également des systémes composés de plusieurs donneurs et/ou
accepteurs. De nombreux guides sont disponibles dans la littérature, un large éventail de

couples donneurs/accepteurs commerciaux y sont recensés*.

I1.2.4. DRET

Contrairement au FRET, le DRET (Dark Resonance Energy Transfer) est un systeme
fluorogénique tres peu exploré. La littérature concerne principalement du DRET
intramoléculaire (10 publications). Le premier exemple a été publié en 2002 et décrit un
FRET a partir d'un donneur éteint®. Pour ce qui est du DRET intermoléculaire, seule une

publication récente (2021) traite de ce sujet (c.f. p.363)*.

Le principe du DRET est identique a celui du FRET, a la différence de la nature du donneur
qui, dans le cas du FRET, est émissif. Dans le cas du DRET, un donneur éteint est utilisé : il
possede donc une constante de vitesse non-radiative bien plus élevée que sa constante
radiative. Néanmoins, le phénomene de transfert d’énergie par résonance est un processus
non-radiatif extrémement rapide (picoseconde). Par conséquent, il est tout de méme

possible quun transfert d’énergie se produise entre deux especes.

Suivant ce concept, 'association d’'un donneur trés peu émissif (espece noire) et dun
accepteur trés brillant conduit a un systeme fluorogénique. A l'exception de cette

différence, les autres propriétés photophysiques du DRET restent similaires au FRET : un
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recouvrement spectral (donneur-accepteur) ainsi quune distance préférentielle sont

essentiels. L’atout majeur de la version, qui a été congue et étudiée, est 'augmentation tres

importante du potentiel fluorogénique, résultant d'un fort déplacement de Stokes, et de la

réduction de I'excitation (cross-excitation) et 'émission croisées (cross-emission) (Figure 22

D a comparer avec A-C).
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Figure 22. Comparaison entre le systéme FRET et DRET avec un faible/fort déplacement de Stokes.*®
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III. Les acides nucléiques

II1.1. Rappels

II1.1.1 Composition

Les acides nucléiques (AN) sont des macromolécules biologiques formées de la
polymérisation de plusieurs nucléotides. Suivant la nature de ces nucléotides, on obtient de

I’ADN (acide désoxyribonucléique) ou de 'ARN (acide ribonucléique).
Les acides nucléiques sont composés de trois parties distinctes (Figure 23) :

- Lanucléobase
- Le noyau (désoxy)ribose

- Les groupements phosphates

Nucléotide

N

Sucre

(P —

Phosphate

Nucléobase

Figure 23. Vue schématique d'un acide nucléique.
La nomenclature (numérotation) des bases et des sucres est représentée dans la Figure 24.
Les atomes de carbone et d’azote des bases sont numérotés normalement (1,2,3...) alors que
les (désoxy)riboses sont numérotés avec un prime en exposant (1°,2°,3’...). ADN et '’ARN
sont différents structuralement en deux points. Tout d’abord, le sucre est un 2’-désoxyribose
pour 'ADN et un ribose pour ’ARN (Figure 24), c’est-a-dire que ce dernier contient un
groupement hydroxyle en position 2’. Par ailleurs, la nature des bases nucléiques différe

légerement : les bases puriques Adénine (A) et Guanine (G) sont présentes a la fois dans
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I’ADN et ’ARN. En ce qui concerne les bases pyrimidiques, la cytosine (C) est commune

aux deux, par contre la Thymine et I'Uracile sont respectivement spécifiques de 'ADN et

de 'ARN (Figure 24).

Les Bases nucléiques

:
Bases puriques Bases pyrimidiques

i N|-|2 : 0 o
SHy o GO
v “INTO
MIM - G
Adénine Thymine Uracile

(ADN & ARN) : (ADN) (ARN)
= (o] NHz
6 1
NH
< I( L , (\J\\
o N 2’ NH |
M.”‘ 3 :
Guanine Cytosme
(ADN & ARN) :  (ADN & ARN)

Bases complémentaires 1'une de I'autre

Figure 24. Structure des nucléosides et nucléotides (nucléoside lié a un ou plusieurs groupements phosphate).

II1.1.2 Structure des acides nucléiques

a) Structure de ’ADN

Nucléoside Triphoshate

Nucléoside diphoshate

Nucléoside Monophoshate

Nucléoside

B = Bases nucléiques

R =H (ADN)

OH (ARN)

L’ADN se présente le plus généralement sous la forme d'un duplexe, dans lesquels

deux simple-brins d’ADN (Figure 25A) complémentaires sont en position antiparalléle. En

fonction des conditions (concentration saline, nature des ions, composition en bases

nucléiques, hydratation, etc.), ce double-brin peut adopter différentes conformations

hélicoidales en solution. La plus connue est la structure en double hélice B de ’ADN¥

(Figure 25C). La complémentarité contribue bien évidemment a la stabilité de la structure,

grace aux liaisons H établies entre les paires de bases A-T et G-C (interactions de Watson-

Crick, Figure 25B), mais les interactions de Van der Waals notamment par recouvrement 7t

(m-stacking) qui s’établissent entre les plateaux de bases y participent aussi largement ainsi

que I’élimination d'un grand nombre de molécules d’eau.
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Figure 25. A) Structure chimique d'un simple brin d'ADN. B) Appariement des paires de bases de type Watson-Cricks. C)
Parametres de la double hélice en conformation B.4

En dehors de la forme B, ’ADN double-brin peut adopter 2 autres conformations, les

conformations A et Z (Figure 26).

Figure 26 : ADN A, B et Z*.

De nombreux parameétres permettent de définir le type d’hélicité adopté par TADN :

- Le sens de rotation de I’hélice (droite pour les formes B et A, gauche pour la forme
Z).

- Le tour d’hélice, qui correspond au nombre de bases nécessaires pour faire une
rotation complete (360°) de I'hélice (Residues per turn).

- La distance séparant 2 plateaux de bases (ADN-B ~ 3,4 A) (Axial rise).
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- Le pas de 'hélice, correspondant a la longueur d’une rotation complete de I'hélice
(ADN-B = 35,7 A) (Helix pitch).

- L’inclinaison entre le plan des bases et 'axe de 'hélice, (-6° pour ' ADN-B) (Base pair
tilr).

- Le diametre de I'hélice (de 20 A pour la forme B).

- L’angle entre deux paires de bases adjacentes, souvent noté A (36° pour la forme

ADN-B) (Rotation per residue ou Twist angle).

Ces parametres structuraux sont en relation étroite avec les conformations adoptées par la

base et le sucre (Figure 27A).

A B y
. ‘-N-H ~~~~~~ C\)
Y Y
A B A\
N = N7 ‘4 Ne====H= U
¢l & A % [ ;
N7 N X7 SN“N o
HO ESo )
Liaisons de Watson-Crick
OH H OH

(T
; . A &1/ N----H-N N u
HO s s - B c¥ A A b—N
avec ° = ‘% ou VA'B ~{_ o

OH C3' endo C2' endo

Liaisons de Hoogsteen

Figure 27. A) Conformation des nucléosides B) Exemple de liaisons de Watson-Crick ou de Hoogsteen sur les bases A-U.
Les bases peuvent adopter deux conformations, anti ou syn, par rapport au sucre.
Contrairement aux bases pyrimidiques, les conformations anti et syn sont énergétiquement
proches pour les bases puriques. Des appariements classiques de type Watson-Crick
s’établissent lorsque les quatre bases sont en conformation antj, alors que des appariements
de type Hoogsteen se forment lorsque les bases sont en conformation syn® (Figure 27B). Les
sucres, quant a eux, peuvent également adopter deux conformations principales, C3’-endo
ou C2’-endo, dans lesquelles le carbone C3’ ou C2’, pointe vers le haut par rapport au plan
du sucre, respectivement. Dans le cas de ’ADN en conformation B, le sucre est de type C2’-
endo. Ceci conduit a un grand sillon large et un petit sillon fin et profond (Figure 28). L’ADN

double-brin riche en paires G-C peut également adopter une forme A, dans certaines
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conditions (faible taux d’hydratation, concentration saline élevée). Dans ce cas, le sucre est

C3’-endo.

Full tum

Full tum

a) A-DNA

Figure 28. Modéle des structures tertiaires de a) ' ADN-A et b) TADN-B.>!

Les parametres structuraux des deux conformations principales de 'ADN (A et B) sont

résumés dans le tableau suivant (Tableau 1)*>2 :

Tableau 1. Parameétres structuraux des conformations de ' ADN.

ADN-A ADN-B
Sens de I'hélice Droite Droite
Paires de bases par tour d’hélice 11 10,5
Distance entre 2 plateaux 2,55 A 3.4 A
Pas de I'hélice 28,2 A 34 A
Inclinaison des bases par rapport a I’hélice 20° -6°
Angle entre deux paires adjacentes 32,7° 34,3°
Diametre 23 A 20 A
Configuration des bases dA, dT, dC Anti anti
Configuration de la base dG Anti anti
Configuration des sucres dA, dT, dC C3’ endo  C2 endo
Configuration du sucre dG C3’ endo  C2 endo

Dans le paragraphe précédent, nous avons discuté des deux formes (hélices A et B) les plus

classiques rencontrées dans ’ADN double-brins. Il existe cependant d’autres structures non-

canoniques pour 'ADN, telles que les triplexes (ADN-H), les tige-boucles, les renflements,

les cruciformes. Certaines structures, telles que les i-motifs et les G-quadruplexes,
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s’établissent uniquement lorsque certaines bases prédominent, vza ’'association de un, deux,

trois ou quatre brins d’ADN (Figure 29).

INTRAMOLECULAR
TRIPLEX

TRIPLEX

PARALLEL 4 TETRAMOLECULAR
EMOTIF - QUADRAPLEX

Figure 29. Liste non-exhaustive des structures non-canoniques de ' ADN.53
La structure «i-motif» est constituée majoritairement de bases Cytosine, formant des
liaisons Cytosine-Cytosine* hémi-protonée (C-C*), correspondant a des liaisons non-

canoniques de Hoogsteen (Figure 30)>. Ce motif est favorisé par un pH légerement acide.
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Figure 30. Représentation de la structure et orientation du i-motif.55657

P

Tout comme le « i-motif », la structure « G-quadruplexe » est favorisée lorsque la séquence

ADN est riche en résidus Guanine (G). Contrairement a la plupart des autres structures de
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I’ADN, ce ne sont pas des plateaux de deux bases liées par des liaisons H de type Watson—
Cricks (base-pairing) qui sont formés, mais ce que I'on appelle des quartettes de G (G-
quartet ou G-tetrad), a savoir des plateaux de quatre bases liées par des liaisons H de type
Hoogsteen®®>, l'ensemble étant stabilisé par un cation (souvent potassium ou sodium)
(Figure 31A)%. Il existe un grand nombre de structures G-quadruplexes, dépendantes a la
fois de la séquence de nucléotides, de 'orientation des brins, des conformations syn/anti ou
méme du cation (Figure 31B et C). Contrairement a ce que I'on pourrait penser, ce motif
n’est pas inhabituel. En réalité, on le retrouve en particulier dans 'ADN humain

télomérique ou dans la région promotrice des oncogenes®®61.6263,

A o]
H R HN "
r:‘ N H H,N—(\ / h)
W™ R
RN 0 N/) 3 o. = YW
N>=$=O' ;8 OI 5 HO  HOH
N % H.N Y WENQ). syn guanosine
H-N H
\H H @ \N—\< —— \‘ o
.\ o ,O= N N NH
\ | W = (’N P
’ & H, ——
<,Nf~ MNeg Gletrad w, \TUM= g
NP H

HO HOH

anti guanosine

hybrid 1 hybrid 2
parallel antiparallel mixed parallel-antiparallel

Figure 31. Différentes représentations du motif G-quadruplexe.**

b) Structure de TARN

Contrairement a ’ADN, ’ARN existe sous forme d'un simple brin qui se replie sur lui-
méme, en formant des régions hélicoidales et des régions non appariées (bulge,
loops...,Figure 29). La présence sur le sucre du groupement hydroxyle en 2’ fixe la

conformation des régions hélicoidales en hélice A (Figure 28). La conformation C3’-endo

49



des sucres de I'hélice entraine une réduction de la distance entre les phosphates adjacents,
menant a une structure plus compacte que celle de TADN B. Ceci induit un rétrécissement

du grand sillon et un élargissement du petit sillon de I'hélice (Figure 28).

IT1.2. Marquage fluorescent des acides nucléiques (AN)

Parmi les différentes techniques permettant la détection des acides nucléiques (AN),
la fluorescence est prédominante. Les autres méthodes, comme le marquage radioactif, sont
trop contraignantes et ne possedent pas les avantages majeurs de la fluorescence. Celle-ci
est plus facile d’acces, rapide, non-invasive et extraordinairement sensible (a I'échelle de la
molécule unique, cf. p.79). Cependant, les bases nucléiques canoniques sont peu
fluorescentes. Il est alors nécessaire d’effectuer le marquage de I’AN par le biais de
l'utilisation d’un fluorophore plus brillant. Il existe deux fagons de marquer les acides
nucléiques, une méthode utilisant des fluorophores non-covalents, la seconde des

fluorophores covalents.

II1.2.1. Marquages non-covalents

Le marquage fluorescent non-covalent est la méthode la plus simple pour la
détection d’acide nucléique. En effet, ce marquage ne nécessite pas la modification de 'AN
et peut-étre réalisé rapidement par I'ajout d'une concentration voulue de fluorophore au
simple ou double brin d’AN. Le point négatif de cette méthode est la non-spécificité de la
détection. Dans ce marquage, les fluorophores se lient de maniére non-covalente a tous les

doubles-brins d’AN présents, quelle que soit leur séquence.

II1.2.1.1. Les intercalants

Les intercalants sont des molécules fluorescentes qui vont aller se positionner entre
deux plateaux de bases d’'une double-hélice d’AN. Ces composés possédent une structure
planaire, capable d’établir des interactions de type m-stacking avec les paires de bases et sont
souvent chargés positivement a pH physiologique. Cette charge permet d’augmenter la
stabilité des complexes formés, via des interactions électrostatiques avec les groupements

phosphates de 'AN. Dans la majorité des cas, lors de l'intercalation, le phénomene de
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fluorescence est amplifié (systéme fluorogénique). Cette amplification peut étre due a de
multiples facteurs (cf. Chapitre 1 : II.1. p.27). Dans le cas du bromure d’éthydium (BET), ce
fluorophore est fortement éteint au contact de 'eau mais devient trés brillant lorsqu’il
s'intercale entre les paires de bases de ’AN (ICT, c.f. Chapitre 1 : II.1.1. p.27)%. Les sondes
thiazole orange (TO) vont, quant a elles, s’aplanir suite a 'intercalation (molecular rotor,
c.f. Chapitre 1: II.1.3. p.32). Dt a la formation d'un H-dimere, le bis-intercalant YOYO
(vide infra) donne la sonde la plus éteinte (c.f. Chapitre 1 : I1.2.1. p.35) dans I'eau et le signal

de fluorescence le plus intense apres liaison a ’ADN (Figure 32)%¢’.
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Figure 32. Structures d'intercalants de ' ADN.

II1.2.1.2. Les ligands du petit sillon de ’ADN

Les ligands du petit sillon se lient, par le biais de liaisons Hydrogene, dans le petit
sillon de TADN. Leur caractére hydrophobe permet d’amplifier cette liaison, puisque le petit
sillon agit comme une « poche » hydrophobe (effet d’écrantage de I’eau). De plus, ce sillon
étant trés fin, 'encombrement stérique permet de bloquer le fluorophore a I'intérieur. Ainsi
le microenvironnement apolaire et la flexibilité réduite du ligand en interaction avec le petit
sillon de 'ADN seraient a l‘'origine de l'exaltation de fluorescence®. Les ligands les plus
utilisés pour ce type d’'interaction sont les dérivés du DAPI et du Hoescht (Figure 33)% qui
émettent dans le bleu. De nouveaux ligands émettant dans le rouge et proche infrarouge

sont désormais également accessibles”.
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DAPI R

Hoescht

Figure 33. Structures de ligands fluorogéniques du petit sillon.

II1.2.2. Marquages covalents

Le marquage covalent des acides nucléiques (AN), consistant a lier la molécule
fluorescente a une séquence spécifique d’ADN, est une méthode plus complexe mais qui
permet la détection spécifique d'un AN cible. Plusieurs groupes ont utilisé cette méthode
pour obtenir une amplification de fluorescence lors de I'hybridation de deux brins d’ADN.
C’est le cas des sondes a intercalation forcée (sondes FIT), introduites par O. Seitz’!, qui
tirent parti de la sensibilité a la viscosité des noyaux cyanines pour augmenter la
fluorescence dans les milieux rigides (Figure 34C). Cest aujourd’hui I'une des sondes
fluorogéniques les plus connues et performantes pour le marquage covalent des AN. Avant
lui, cette technique avait été utilisée avec un intercalant inorganique’ (Figure 34A) mais
également avec la sonde organique oxazole yellow” (Figure 34B). Le fluorophore peut étre
lié a TAN a T'une de ses extrémités 5’ ou 3’ (Figure 34A), au niveau d’'un groupement

phosphate (Figure 34B), via un espaceur, ou directement au niveau dun sucre (Figure 34C).

C

Spacer-5'-DNA-3'

Figure 34 : Exemples de sondes intramoléculaires A) Intercalant inorganique complexe de Ru'. B) Sonde organique oxazole
yellow. C) Sonde organique thiazole orange (TO).

Pour réaliser ce marquage covalent deux méthodes peuvent étre mise en ceuvre :
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e Marquage pré-synthétique : le fluorophore est ajouté pendant la synthese de I’AN.

e Marquage post-synthétique : le fluorophore est ajouté apres la synthese de I’AN.

Ces deux types de marquage nécessitent la synthese d’oligonucléotides (ODN : petite
séquence d’ADN ou ORN : petite séquence d’ARN). ODN ou ORN sont communément
synthétisés en phase solide. Cependant, une autre alternative de synthése existe, C’est la
synthese enzymatique. Cette derniére est moins versatile quant a la nature et a la position
de marquage du fluorophore pouvant étre introduit mais permet la formation de longs brins

d’ADN ou d’ARN (10* nt)7+7.
Seule la synthése en phase solide ’ODN sera présentée dans ce travail.

I11.2.2.1. Synthese sur support solide ’ODN

La synthese d’ODN sur support solide est représentée dans le Schéma 1.

Le support solide est appelé CPG (Controlled Pore Glass). Un premier nucléoside, protégé
en position 5’ par un groupement diméthoxytrityle, est relié au support via son groupement

3’-OH. L’élongation de ’'ON va donc se poursuivre dans le sens 3’-5’.

La méthode de couplage la plus répandue est appelée «approche phosphoramidite »”.
Suivant cette stratégie, les nucléotides utilisés lors des étapes de couplage sont des dérivés
phosphoramidites protégés au niveau des nucléobases, et au niveau des groupements
hydroxyle en 5’ par un groupement diméthoxytrityle. Quatre étapes sont répétées dans un

processus cyclique (Schéma 1) :
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Schéma 1. Synthese sur support solide ’ADN

(CH;C0),0,

N-méthylimidazole, pyr.
@ I,, H,O/ Pyridine / THF
@ NH,OH

( Les phosphoramidites )

Q0

ch\/o.?.o

Y7

B = Bases nucléiques

. J

@ Clivage (détritylation) du groupement diméthoxytrityle (DMT) de I'hydroxyle en

position 5’ du sucre, au moyen d’acide trichloroacétique (TCA).

@ Couplage d’'un deuxiéme nucléoside phosphoramidite protégé, en présence d'un dérivé

acide de 1- H-tétrazole : ETT ou BTT).

® Acétylation (« capping ») de tous les 5-OH libres n’ayant pas réagi lors de la réaction de

couplage précédente, au moyen d’anhydride acétique et de N-méthylimidazole.

@ Oxydation du groupement phosphite (instable), en présence diode. Le motif

cyanoéthyle agit comme protecteur du groupement phosphotriester, empéchant des

réactions indésirables de se produire.

A la fin de la quatriéme étape, le cycle recommence a I'étape une, par la déprotection du 5’-

OH du dernier nucléotide ajouté.
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Alafin de I’élongation, 'acide nucléique est clivé du support solide au moyen d’une solution
d’ammoniaque a 30%. Ce traitement permet aussi le clivage simultanée de tous les

groupements protecteurs des phosphates et nucléobases’”78.

I11.2.2.2 Approche pré-synthétique

Dans le cadre de la synthese des AN marqués par des sondes fluorescentes, 'approche
pré-synthétique est basée sur I'incorporation, dans la chaine d’AN en cours d’élongation, de
nucléotides fluorescents. Suivant cette approche, le nucléotide marqué par le fluorophore
peut étre positionné a I'endroit désiré de la séquence de 'AN a savoir, au milieu ou en
position 5’ ou 3’ de 'AN. La sonde fluorogénique peut étre liée a une nucléobase naturelle,
au groupement phosphate (backbone modification) ou encore, elle peut remplacer la
nucléobase (voir Tableau 2 pour des exemples). Suivant cette stratégie, la partie fastidieuse

siege dans la synthese du nucléoside fluorescent 3’- phosphoramidite.

Cependant, il faut noter que par le biais de cette méthode, toute sonde fluorescente ne peut
pas étre incorporée. En effet, si I'on se réfere aux conditions utilisées dans la synthese sur
support solide, la derniere étape consiste en une déprotection de 'AN au moyen d’une base
forte (ammoniaque 30%). Certaines sondes sont instables dans de telles conditions. Il est
alors nécessaire de protéger, si possible, les fonctions pouvant étre instables lors de la
synthese, d’utiliser des conditions plus douces de clivage et de déprotection des ANs ou alors

d’utiliser une autre méthode de marquage des acides nucléiques (partie suivante).
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Tableau 2. Exemples de dérivés phosphoramidites fluorescents utilisés en synthése en phase solide pour une approche pré-
synthétique - positions de marquage.
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I11.2.2.3. Approche post-synthétique

Site-spécifique,
n’'importe quelle

position

Site-spécifique, a

la place d’'une T

Site-spécifique,
n’'importe quelle

position

Ajouten 3’

uniguement

Ajouten 5’

uniguement

L’approche post-synthétique offre une bien plus grande facilité de syntheése

comparée a l'approche pré-synthétique”. Il s’agit tout d’abord de synthétiser un AN

incorporant, en une position choisie, un synthon fonctionnalisé par un groupement réactif.

56



Apres 1’élongation, le fluorophore, lui-méme fonctionnalisé, est couplé directement sur
I'AN, au niveau du synthon contenant le groupement réactif (Figure 35). Suivant cette
approche, la réaction de couplage entre le fluorophore et le synthon fonctionnalisé de
I’ODN se doit d’étre spécifique. Elle doit étre simple a mettre en ceuvre mais doit surtout

étre compatible avec la nature chimique des ODNs.

Contrairement a 'approche pré-synthétique, cette stratégie permet, a partir d'un méme AN

fonctionnalisé, d’obtenir plusieurs AN marqués par différentes sondes fluorescentes.

d
8. 54Po
Q- %0? db Synibése de 'DON .w
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Fenctionnalisation o— =Hu o ] € <t @ = Groupements Réactifs

Figure 35. Représentation conceptuelle de l'approche post-synthétique.

I Types de réactions post-synthétiques

La méthode post-synthétique est aujourd’hui largement répandue, en raison de la

simplicité des réactions mises en ceuvre, de leurs rendements élevés et de leur versatilité.

La premiere réaction possible, la plus classique, est la formation d’une liaison amide entre
le fluorophore et I'AN, via la réaction d'une amine avec un réactif électrophile tel qu'un
ester activé, un thiocyanate ou un halogénure d’acide®. Une seconde méthode consiste a
utiliser un composé thiol que 'on peut faire réagir, de fagon orthogonale, sur différentes
fonctions chimiques : haloacétyles, maleinimides, ou disulfures activés®. Une autre

approche plus sélective repose sur la ligation bioorthogonale®! comme la cycloaddition de
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Diels-Alder®? (Schéma 2A) ou la ligation de Staudinger®® (Schéma 2B). Ces réactions sont
sélectives vis-a-vis des groupes fonctionnels portés par les composants cellulaires et peuvent
étre réalisées dans l'eau a pH physiologique avec une constante de vitesse élevée a

température ambiante sans catalyseurs4®.

A
0
HN =
HzN—(\N/ \
5'-ADN-O N
0
O-ADN-3'
B o PPh, o
2 YO Z
*ﬁ‘\ | R o— ”i | o
5'-ADN-O c(o) N s 5-ADN-O c(:) N OPh,P o
R
0-ADN-3' O-ADN-3'

Schéma 2. Exemples de réactions post-synthétiques A) Diels-Alder post-synthétique®®, B) Ligation de Staudinger®’.
Ces qualités sont proches de celles de la chimie click introduite par Sharpless®. La chimie
click a été abondamment décrite et utilisée dans la chimie des acides nucléiques et,
particuliérement, la cycloaddition de Huisgen®. Cette derniere utilise un métal comme
catalyseur. Lorsque ce métal est du cuivre, la réaction est appelée CuAAC (Copper-catalyzed
Azide-Alkyne Cyloaddition). Plus récemment, en raison de la toxicité et/ou interférence
métabolique des métaux, de nouvelles méthodes sans métal ont été développées. Dans
celles-ci, on retrouve entre autres les SPAAC (Strain Promoted Azide-Alkyne
Cyloadditions)®*' aussi connues sous le nom de Copper-free Azide-Alkyne cycloadditions,
I'équivalent avec les sydnones®, les réactions d’hétéro-Diels-Alder entre un alcéne

contraint et un tetrazine®** et les réactions de « photoclick » alcéne-tétrazole® (Schéma 3).
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Schéma 3. Exemples de réactions post-synthétiques sans utilisation de métal: A) SPAAC® B) Conjugaison entre un alcéne
contraint et un tétrazine® C) Photoclick entre un alcéne et un tetrazole®.

Dans ce manuscrit, nous nous sommes principalement orientés vers la réaction CuAAC. En
effet, celle-ci ne requiert pas l'utilisation de substrats complexes, contrairement aux
réactions sans métaux (systémes contraints ou noyaux hétéroaromatiques, voir Schéma 3).
Dans ce cadre, le couplage AN/fluorophore doit s’effectuer via une fonction azoture et une
fonction alcyne, chacune étant positionnée soit sur ’AN soit sur le fluorophore. Suivant
cette méthode, il convient alors de réaliser la synthése du fluorophore fonctionnalisé soit
par I'azoture soit par 'alcyne. Ce choix est bien souvent dicté par la fonction présente sur
I'ODN. Cette derniére sera discutée dans la sous-partie suivante (77. Diversité des liens, p.61).
Tres récemment, une revue de T. Brown er al. (2021) a recensé toutes les réactions de Click-
Chemistry appliquées aux acides nucléiques, ainsi que leurs applications et

biocompatibilités”.

La réaction de CuAAC peut se dérouler suivant deux voies (Figure 36). La premiere (voie
A), la plus lente, implique un complexe mononucléaire CuL ou L est un ligand. La seconde
(voie B), plus rapide, implique un complexe dinucléaire Cu:L et est cent fois plus rapide que

la voie A.
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Figure 36. Les deux voies synthétiques en compétition pour la réaction de CuAAC”.
La voie B est préférentiellement suivie en présence de ligands permettant la formation et la
protection de I'espece active Cu(I). En effet, le faible potentiel redox entre le couple Cu?/Cu*
(Ecuzv/cur = 0,15 V) tend vers un passage du Cu(I) réactif en Cu(II) non-réactif, en solution
aqueuse. Ces ligands sont en général de type tris(triazolyl)amine (Figure 37).
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Figure 37. Exemples de ligands du cuivre pour la CuAAC.

A Torigine, le TBTA a été utilisé dans des milieux organique. Puis, son analogue soluble
dans l'eau, le THPTA, I'a remplacé”. Récemment, des ligands dérivés d’acides sulfoniques
(BTTES) ont été développés et conferent de meilleurs rendements, en raison de leur
meilleure solubilité dans I'eau®® (Figure 37). De surcroit, ils agissent également comme
capteurs de ROS (reactive oxygen species), formés lors de la réaction entre les ions cuivre

libres, I’ascorbate (réducteur dans la CuAAC) et le dioxygeéne, dans une réaction similaire a
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celle de Fenton. Utilisés en exces dans des cycloadditions impliquant des biomolécules, les

BTTES permettent de préserver ces derniéres d’'une potentielle oxydation®.

Les conditions réactionnelles des CuAAC sont tres spécifiques et requiérent des quantités
tres précises de chaque réactif, en fonction du solvant ou des substrats (alcéne et azoture).
Par exemple, le ratio [L]:[Cu] entre le ligand et le cuivre doit étre controlé et ajusté en
fonction des solvants utilisés, faute de quoi, un complexe inactif de CuzL> peut se former.
La présence de base doit étre également évitée, pour ne pas inhiber I'étape finale de
protonation du produit cyclisé organocuivreux, conduisant a la libération du dérivé de

triazole et au recyclage du complexe de cuivre initial'®.
IL. Diversité des liens

Dans le cas particulier d'une approche post-synthétique par CuAAC, on peut envisager
d’incorporer, a un endroit précis de la séquence ADN, un synthon contenant une fonction
azoture ou alcyne. Ce synthon peut étre par exemple un sucre fonctionnalisé en position 1’
(Figure 38A et B). Cependant, la présence d’'un groupement azoture en position 1’ d'un sucre
peut entrainer des réactions secondaires de Staudinger lors de la préparation du
phosphoramidite et de I’élongation de ’AN en phase solide!?!. C’est pourquoi on lui préfere
en général un sucre possédant un groupement alcyne en 1’ plus facile a manipuler. On peut
également incorporer un dérivé nucléotidique dont la base nucléique est reliée a une
fonction azoture ou alcyne par un bras de longueur choisie (Figure 38C). Dans tous les cas,
la complémentarité alcyne/azoture permet alors d’élaborer une grande diversité de
conjugués d’acides nucléiques et de fluorophores, reliés par des liens de nature et de
longueur différente. En regle générale, un lien court (Figure 38B) conduira a un

rapprochement structural du fluorophore et de 'ODN, contrairement a un lien plus long et

plus flexible (Figure 38C).

De la méme maniere que lors d’'une approche pré-synthétique, le synthon (sucre ou
nucléotide) fonctionnalisé azoture ou alcyne est intégré a 'endroit désiré dans 'ODN (3,

5’, ou interne) sous sa forme phosphoramidite. Aujourd’hui, il existe un large panel de
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conjugués d’ODN et de fluorophores commerciaux, obtenus via des fonctionnalisations

post-synthétiques diverses’.

A B
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7717‘ °
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O”FI”O\/\CN
Y N 1/
Figure 38. Types de synthons fonctionnalisés pour la CuAAC post-synthétique A) Lien court azoture incompatible avec la

syntheése en chimie phosphoramidite sur support solide. B) Lien court alcyne compatible avec la synthese sur support
solide. C) Exemple de lien long azoture.

IT1.3. Détection des acides nucléiques (AN)

L'ARN joue un role essentiel en tant que messager de l'information du génotype
(ADN) au phénotype (protéines), ainsi qu'en tant que molécule régulatrice (ARN non
codants). Toutes les étapes du parcours de I'ARN, depuis sa synthese (transcription), son
épissage, son transport, sa localisation, sa traduction, jusqu'a sa dégradation finale,
comprennent des étapes importantes de 1'expression des génes, controlant ainsi le destin de
la cellule. Ce cycle de vie concerne la majorité des ARNs. L'imagerie de ces processus dans
des cellules fixes et dans des cellules vivantes est un outil essentiel pour une meilleure
compréhension des étapes de régulation du parcours des ARNs!®213, Tes techniques
d'imagerie unicellulaire et unimoléculaire permettent une compréhension beaucoup plus
approfondie de la biologie cellulaire qui n’est pas accessible lorsqu’elle est réalisée avec de
I’ARN isolé d'un grand nombre de cellules. Par exemple il a été démontré que la localisation
de I'ARNm est importante dans de nombreuses situations. Par exemple lors de la croissance

d’'un ovocyte de drosophile, un ARNm localisé de fagon asymétrique produit un gradient
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localisé de protéine qui spécifie la polarité antérieure-postérieure de la larve en
développement!®. 1] existe de nombreuses méthodes reposant sur différents concepts, allant
des sondes d’hybridation, aux protéines de liaison a I'ARN et au marquage fluorogénique
site spécifique de 'ARN. Ces méthodes présentent différents avantages et limites. Ce
chapitre a pour but de présenter les principales techniques et de souligner leurs avantages

et limites.
II1.3.1. Techniques basées sur I'ingénierie cellulaire

II1.3.1.1. La stratégie MS2

Un certain nombre de protéines de liaison a I'ARN dérivées de bactériophages ont
été utilisées pour marquer I'ARN dans les cellules. Le plus remarquable d'entre eux est le
systéme MS2 (MS2-MCP) (Figure 39). Il comprend deux plasmides qui seront transfectés.
L’un d’entre eux code pour la protéine fluorescente verte (GFP) accolée a la protéine de
liaison du bactériophage MS2 afin de fixer spécifiquement les GFP sur la séquence cible
(exprimée par le second plasmide) par l'intermédiaire de portions en conformation tige
boucle accolée a ’ARN ciblé!®. Récemment, le systéme MS2 a été utilisé pour visualiser des

molécules uniques d'ARNm dans des cellules de souris vivantes!®.
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Figure 39. Principe de fonctionnement de la stratégie MS2.1%7
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Le gros avantage de cette stratégie réside dans le fait que la séquence tige-boucle MS2 ne
perturbe pas le site de liaison de 'ARN a visualiser avec sa cible. De plus, une structure
secondaire complexe de cet ARN ou des interactions avec des protéines ne génent pas sa
détection et sa localisation. En contrepartie, la grande taille de 'étiquette fluorescente ainsi
que les appendices de ’ARN peuvent interférer avec la fonction ou la localisation normale
de TARNm!%. De plus, la quantité élevée de MS2 permettant la saturation de 'ARN cible

conduit a 'augmentions importante du bruit de fond!®.

I11.3.1.2. Les aptameres

Les aptameres sont des oligonucléotides courts et simple brin capables de se lier
spécifiquement a une molécule par I'intermédiaire de leurs structures secondaires. Ils sont
généralement sélectionnés in vitro par la méthode SELEX!'C. La spécificité de certains
aptameres pour certains ligands est telle, qu’elle égale la performance de leurs équivalents
protéiques, les anticorps. Lorsque le ligand spécifique de I'aptameére est un fluorophore, il

est alors possible de le visualiser en imagerie et ainsi de suivre 'ARN auquel il est accolé

Jo

+ ‘ —

(Figure 40).

Aptameére ARN Mango TO-PEG-Biotine Complexe fluorescent
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Figure 40. Principe de fonctionnement des aptameres. Exemple de I'aptamére Mango.
Afin de réduire considérablement le bruit de fond lors de I'utilisation de cette méthode, il
est nécessaire d’utiliser une sonde générant un effet fluorogénique lors de sa ligation avec

I’'aptamere. C’est le cas de l'aptamere Spinach qui reconnait spécifiquement le DFHBI
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(chromophore de la GFP)!''112. En solution, en raison des divers axes de libre rotations
présents dans son squelette, ce colorant est peu fluorescent. A la suite de sa liaison a
I'aptameére Spinach, 'augmentation de I'encombrement stérique autour du fluorophore
permet d’accroitre considérablement sa fluorescence. Par ailleurs, un aptamere permettant
la ligation spécifique de la sonde Thiazole Orange (TO) a été identifié. Il s’agit de 'aptameére
Mango (Figure 40). Les propriétés fluorogéniques de ce molecular rotor présentant une

affinité au nanomolaire pour cet aptamere font de cette combinaison un outil puissant pour

localiser des ARN d’intéréts!!3114114,

Tout comme la stratégie MS2, les aptameres peuvent perturber le trajet des ARN auxquels
ils sont associés. De plus, il est difficile de maintenir leur conformation intacte au sein de la
cellule, provoquant ainsi une baisse de sensibilité de la détection. En complément des
méthodes d’ingénierie moléculaire, des stratégies de détection basées sur l'utilisation de

sondes oligonucléotides antisens ont été développées.

II1.3.2. Techniques d’hybridation directe

La séquence d'ARN peut également étre ciblée directement dans la cellule par des
sondes oligonucléotidiques antisens marquées capables de se lier spécifiquement par
appariement de bases Watson-Crick (par complémentarité des bases). Ces techniques sont
connues sous le nom de FISH (Fluorescence in situ hybridization). Différentes stratégies ont

été développées en fonction des propriétés photophysiques du ou des marqueurs.

II1.3.2.1. Stratégie simple marquage

La premiére méthode FISH la plus simple est d'utiliser un marqueur avec une
fluorescence similaire sur et en dehors de la cible. Dans ce cas précis, comme pour le systéme
MS2, il est nécessaire d’augmenter le nombre de séquences marquées pour obtenir un signal
de fluorescence supérieur au bruit de fond (Figure 41A). Cependant, la fixation d’'un grand
nombre de sondes ne peut convenir qu'aux ARN les plus longs. Pour permettre d’'imager des
petits ARN (miRNA, siRNA, ...) Parrangement linéaire juxtaposé ne convient plus, par
contre une construction par empilement de sondes sur I’ARN cible est mieux adaptée. Pour

ce faire, des stratégies telles que les HCR et RNAscope ont été congues (Figure 41B).
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Figure 41. Imagerie des ARN par FISH via des sondes non-fluorogénique. A) Technique simple utilisant de nombreux petit
ODN marqués pour allumer la cible ARN. B) Technique RNAscope : Liaison séquentielle des sondes Z, des
préamplificateurs puis des amplificateurs pour créer des sites de liaisons de plusieurs sondes génératrices de signaux.

Néanmoins, ces tactiques nécessitent de nombreuses hybridations successives et sont
difficiles a mettre en ceuvre au sein de la cellule. Afin de simplifier le processus de
localisation, il est judicieux de réduire le nombre de sondes employées. Il est alors

indispensable d'utiliser une sonde portant un fluorophore capable d’accroitre sa

fluorescence a la suite de 1'hybridation.
I Sondes fluorogéniques : G-quenching

L’extinction de la fluorescence entre un résidu guanine et un fluorophore est une
observation courante en raison du caractere donneur PET de cette base. Comme décrit dans
une partie précédente, la guanine est la base avec le potentiel d’oxydation le plus bas, elle
est ainsi une trés bonne donneuse d’électrons (p.38). Il existe deux fagons d’utiliser cette
propriété, soit I’hybridation conduit a I'extinction de la fluorescence par un rapprochement
avec une G ou, a l'inverse, I'hybridation permet d’accroitre la distance entre la G et le

fluorophore afin de restaurer sa fluorescence (Figure 42)15.116,
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Figure 42. Mécanisme fluorogénique par PET du fluorophore avec la base guanine A) Activation du PET a I'hybridation.
B) Désactivation du PET a I'hybridation.

II. Sonde fluorogénique : Sondes FIT

Une autre approche consiste a utiliser des sondes FIT (Forced Intercalation). Ces
sondes sont composées d'un court brin d’ADN, d'un PNA (Peptide Nucleic Acid) ou d'un
LNA (Locked Nucleic Acid) marqué par un analogue de nucléoside fluorescent. Ceux-ci sont
capables lors de ’hybridation avec leur brin complémentaire, d’amplifier leurs signaux de
fluorescence une fois intercalé entre des paires de bases via la restriction de leurs

mouvements (Figure 43). Il s’agit de sondes de type molecular rotor (vide infrap.32 et p.50).

o5

Figure 43. Mécanisme d’hybridation fluorogénique des sondes FIT.

Dans la grande majorité des cas, les sondes FIT utilisées pour la détection des AN sont des
dérivées de cyanines comme l'oxazole yellow (YO) ou encore le thiazole orange (TO)
(Figure 44A). Lorsque la sonde TO est utilisée sur un brin d’ADN, c’est-a-dire pour former

un duplexe ADN:ADN, des facteurs d’amplification de 9 entre le simple brin d’ADN et le
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duplexe peuvent étre observés!’. Avec l'utilisation de LNA ce facteur augmente et dans le
cas de l'utilisation d'un PNA marqué au TO, le duplexe PNA:DNA formé entraine des

facteurs d’amplification bien plus conséquents, jusqu’a 28 fois supérieur au simple brin!8119,
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Figure 44. Structure des acides nucléiques et acides nucléiques modifiés.
Ces différences d’amplifications sont fonctions de la structure du duplexe formé. Un LNA
est un sucre dont la structure est bloquée dans une conformation C3’-endo (Figure 44B).
Cette augmentation de rigidité s’accompagne d’'une diminution du pas de l'hélice du
duplexe. L’espace disponible entre les paires de base est réduit et accroit ainsi le rendement
quantique du molecular rotor''®. Les PNA quant a eux sont de structure entierement
différente de 'ADN et posseédent un squelette pseudopeptidique (Figure 44B). IIs se lient a
I’ADN et a 'ARN avec une grande spécificité donnant méme des duplexes PNA:DNA et
PNA:RNA plus stables que les duplexes d’AN correspondant (meilleure stabilité thermique).
Toute ces propriétés peuvent étre attribuées au manque de charge sur les squelettes PNA.
En effet, la répulsion électrostatique est moindre entre un PNA neutre et de TADN chargé

négativement qu’entre deux ADN'®,

La sonde TO développée par le groupe de Seitz a par la suite été complexifiée par Okamoto
et collaborateurs dans une version dimérique connue sous le nom de sonde ECHO'? afin

d’accroitre ses capacités fluorogéniques. En plus des propriétés de la sonde FIT, ce systéme
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démontre des amplifications fluorogéniques bien plus importantes que la sonde seule dues
au fait que le dimere dans le simple brin est bien plus éteint (contact quenching) permettant

ainsi de réduire de maniere plus marquée le bruit de fond (cf. p.35).
111, Sonde fluorogénique : Analogue de nucléobase fluorescent

Ces composés sont structurellement proches des bases naturelles. Ils ont été en
particulier utilisés pour étudier in vitrole polymorphisme structurel et conformationnel des
ANSs, leur variabilité et dynamique, et leurs interactions avec les protéines, les métabolites
et les drogues les ciblant. La 2-aminopurine (2AP) constitue 'exemple historique de
nucléobase fluorescente. Analogue de 'adénine, elle maintient la complémentarité avec la
thymine mais forme également une paire de type wobble (wobble pairing) avec la cytosine.
Individuellement, elle posséde un grand rendement quantique mais sa fluorescence est
fortement réduite lors de l'interaction avec les bases'”! ce qui limite son utilisation. De
nombreux groupes se sont alors penchés sur le développement d’analogues de nucléobase
fluorescents comme celui de Tor qui a introduit la thiénoadénine (**A) et la thiénoguanine

("G), des mimes plus performants de I'adénine et de la guanine!?2123.124,

Le groupe de Hawkins a développé une sonde (3-MI) qui lors de I'hybridation avec la cible
va former un bulge menant a une augmentation significative de la fluorescence jusqu'a un
facteur 27 suivant la séquence utilisée. Au travers de ces résultats, ils ont été capables
d’utiliser cet analogue pour détecter des produits PCR positifs a 'aide d'un systeme de

détection du VIH-11%,

Les analogues de nucléobase fluorescents ont beaucoup été développés pour la détection des
SNP ou laltération de 'ARN. En effet, graice a leurs grandes sensibilités aux bases
complémentaires, leurs réponses en fluorescence est foncierement différente. L’équipe de
Saito a congu la benzopyridopyrimidine (BPP) comme analogue de base et formant des
paires stables de type Watson-Crick avec la G et wobble avec la A%. En revanche, le
rendement quantique observé pour un appariement ODN(BPP)/ODN(G) est 20 fois
inferieur que celui de ODN(BPP)/ODN(A). C’est pourquoi cette sonde est efficace pour

discerner la mutation d’un seul nucléotide A/G (SNP) ou I'altération de TARN'?. Des études
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et résultats du méme ordre ont été observé avec de nombreuses autres sondes comme la
NPP, MPA, MPT, Ctep ou boPhpC (Figure 45)!28.129130.131 Cependant I'utilisation de ces dérivés
dans les milieux biologiques est limitée. Leurs longueurs d’ondes d’absorption et d’émission
sont dans le domaine de I'UV ou ne sont que tres peu déplacées vers le rouge avec des A
proches de 400 nm. Ceci limite leurs applications, car de nombreux composés biologiques

absorbent vers ces longueurs d’'onde, contribuant ainsi fortement au bruit de fond.

SN
/7
N N’)\NH
H
2AP
o)

MeO

MDp chpp boPhpC

Figure 45. Structure de la 2AP, A, %G, 3-MI, BPP, NPP, MPA, MDT, Chee et boPhpC en série désoxyribose.

Iv. Sonde fluorogénique : Structure aromatique apolaire

Les structures possédant un grand nombre de conjugaison sont souvent de bons
fluorophores. Dans cette catégorie on retrouve des enchainements de cycles aromatiques

saturés comme dans 'exemple du pyréne, de 'anthracéne ou encore du fluoréne (Figure 46)
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Pyréne Anthracéne Fluoréne

Figure 46. Structure du pyréne de 'anthracene et du fluoréne.
Le groupe de Wagenknecht a développé des pyrimidines et purines conjuguées par le biais
d’une triple liaison au 1-ethynylpyréne. Lors de 'étude photophysique de ces séquences
marquées avec leurs brin complémentaire il obtient sur certaines séquences des
amplifications de fluorescence d'un facteur 40'32. Lors de I'hybridation la sonde va alors
s'intercaler entre les paires de bases pour former du m-stacking et ainsi augmenter sa
stabilité. De nombreuses publications exposent d’importantes amplifications de
fluorescences en utilisant ces types de noyaux. C’est le cas d’autres études faites sur le

pyréne'3313 ou le fluorene!.

En revanche, ces noyaux aromatiques souffrent de nombreux désavantages pour de réelles
applications dans les milieux biologiques. Leurs structures, bien que conjuguées, ne
possedent pas ou peu de moment dipolaire et ne possédent ainsi que de trés petits
déplacements de Stokes. Egalement, leurs longueurs d’ondes d’absorption et d’émission
souffrent des mémes limites que les analogues de nucléobase fluorescents. Pour ce faire, il
est alors nécessaire de développer des sondes avec des moments dipolaires plus élevés telles

que les sondes push-pull.
V. Sonde fluorogénique : Sensible au microenvironnement.

Il existe un tres grand nombre de sondes fluorescentes utilisant leur
microenvironnement (polarité, viscosité, pH, ...) comme systéme fluorogénique (cf. p.27).
Dans cette catégorie de sonde on y retrouve alors les sondes FIT puisqu’elles exacerbent
leurs fluorescences en fonction de leur encombrement stérique. Egalement, les sondes push-
pull sont capables de tels changements grace a un changement de la polarité du systeme.
Dans cette catégorie on y retrouve par exemple les fluorénes push-pull’® ou les sondes

ESIPT'¥8 (vide infrap.27  34).
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Une revue réalisée en partie par I’équipe « Sondes Fluorescente » décrit en détail I'utilisation

des sondes sensibles a I'environnement pour la détection des acides nucléiques (Figure 47)% .
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Figure 47. Stratégies pour le marquage covalent des ANs via des liens flexibles A) en 3’ /5’ B) ou en position interne une
approche amidite. C) Via des liens tres court pour augmenter la rigidité. D) Exemple de mimique de bases et nucléobases
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I11.3.2.2. Stratégie par marquage multiple : FRET

La capacité des marqueurs fluorescents a transférer leur énergie par résonance
(FRET) a un marqueur voisin ou a une autre molécule est également utilisée pour l'imagerie
des ARN. L’objectif principal est d’améliorer la sensibilité des sondes d’hybridation

(marquage simple). Le FRET peut étre utilisé de différentes manieres (Figure 48).

A

%
|
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Accepteur
MB
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.
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Figure 48. Représentation schématique des stratégies FRET appliquées aux ANs. A) Stratégie FRET linéaire. B) Stratégie
molecular beacon et C) double molecular beacon.

I FRET linédaire

Cette premiere approche simple, a été utilisée pour imager ' ARNm c-Fos dans des
cellules vivantes!®1%. Celle-ci utilise deux sondes et ainsi elle bénéficie d'une meilleure
sélectivité puisque la détection du signal spécifique nécessite la liaison des deux sondes. Par
rapport aux sondes FIT et ECHO, ces sondes réduisent considérablement le risque de faux
positifs car lorsqu'elles sont dégradées, l'accepteur n'est plus stimulé par FRET. En
contrepartie, on observe des problémes liés aux chevauchements spectraux des deux
partenaires (cross-excitation de l'accepteur et cross-emission) qui réduisent la sensibilité de

leur performance.
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1L Molecular beacon

Les balises moléculaires (molecular beacons) sont de simples brins d’AN structurés
en conformation tige-boucle fonctionnalisés sur les 2 positions terminales par un donneur
et un quencher. La liaison du molecular beacon a sa cible AN permet de séparer le donneur
du quencher et ainsi de restaurer le signal de fluorescence (turn on). Les molecular beacons
ont été impliquées dans un grand nombre d’études de détection des ARNm!4*1#! et des petits
ARN non codants (ARNnc) dans les cellules vivantes!*2. De nombreux fluorophores ont été
utilisés dans ces sondes comme par exemple des dérivés de fluorescéine, rhodamine,
BODIPY ou coumarine'. Dans le role de quencher de ces dérivés, le DABCYL permet
I'extinction presque totale de leurs fluorescences. C’est aussi le cas des BHQ™ (Black Hole
Quencher), qui neutralise la fluorescence des sondes sur une gamme pouvant aller du violet

au proche IR,

Cependant, le systéeme de molecular beacon est compliqué a mettre en ceuvre dans des
études en « multiplexing » car il est nécessaire de pouvoir trouver des couples FRET dont
les domaines de longueurs d’onde sont compatibles'#'%, De méme, l'utilisation de structures
en tige boucle entrainent de nombreuses difficultés dont la principale est le contrdle de
l'ouverture des beacons. C’est-a-dire que lorsque le molecular beacon ne s’ouvre pas a
I'approche de la cible ou inversement, si celui-ci s'ouvre sans la présence de la cible,
I'information est polluée par de faux-positifs. L'utilisation de ce type de systéme, n’est pas
compatible pour des expériences en molécule unique pour du DNA-PAINT (vide infra) du

fait de la liaison trop lente du molecular beacon a sa cible!¥.
111 Double molecular beacon

La stratégie de double molecular beacon est une maniére d’associer le simple beacon et le
FRET linéaire. Cette approche permet d’éliminer le probléme lié a la sélectivité du
marquage mais ajoute un degré supplémentaire dans la complexité du systéme a mettre en
ceuvre avec deux molecular beacons et 4 sites de marquage. Ce systeme plus complexe ne
permet pas pour autant d’augmenter les facteurs d’amplification qui restent similaires a ceux

obtenus avec un simple molcular beacon.
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En tenant compte des différentes techniques pour la détection des acides nucléiques, les
plus simples et celles offrant les possibilités les plus prometteuses pour des applications en
molécule unique sont les stratégies de mono-marquage. Dans cette catégorie, nous nous
concentrerons sur du marquage fluorogénique sensible a I'environnement. Ces derniéres
possedent des structures simples pour des applications en imagerie des ANs en particulier
dans les techniques d’imagerie super résolutive les plus récentes comme la microscopie a

molécule unique DNA-PAINT.
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IV. Microscopie

IV.1. Contexte

Au cours des dernieres décennies, la microscopie photonique a été largement
utilisée, principalement pour son coté non-invasif. La plupart des connaissances acquises en
biologie cellulaire et subcellulaire 'ont été grace a la possibilité d’observer directement les

biomolécules dans la cellule.

La microscopie de fluorescence est une des techniques les plus utilisées pour deux
principales raisons : la capacité d’observer en temps réel, ainsi que la multitude de sondes
fluorescentes disponibles, capables d’interagir spécifiquement avec une cible désignée.
Ainsi, il est possible d’obtenir des images de plusieurs cibles simultanément, par le biais d'un
marquage multicoloré basé sur différents fluorophores. De plus, en utilisant une mise au
point a différents niveaux de profondeur, il est possible de générer une image en 3

dimensions d’'une ou de plusieurs cibles.

Néanmoins, la microscopie de fluorescence souffre d'un probleme majeur de résolution
spatiale. Tout comme les autres microscopies photoniques, la résolution est limitée par la
diffraction de la lumiere. Cette limite est connue et est d’environ 200 nm en direction
latérale (sur un plan 2D) et de 500 nm en direction axiale (en utilisation 3D). En
conséquence, de nombreuses structures subcellulaires ne peuvent étre observées en détail
par microscopie de fluorescence, contrairement a d’autres techniques comme la microscopie
électronique (ME), qui possede une plus grande résolution. Pour pallier ce probleme de
limite de diffraction et ainsi obtenir des images plus précises, des techniques dites de
« super-résolution » ont été développées. Grace a celles-ci, il devient possible d’obtenir des
images précises (20 nm de résolution latérale) tout comme avec la ME, mais avec un
marquage ciblé et la possibilité d’observer un milieu vivant et donc dynamique. Il existe 3

différentes techniques super-résolutives : Le SSIM, le STED, et les SMLM48.149,
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IV.1.1. Phénoméne de diffraction

Principale source de limitation du pouvoir de résolution d'un microscope optique, la
diffraction est un phénomene physique fondamental. Il est facilement observable et se
révele lors d'une expérience ot un laser traverse une fente plus petite que la longueur d’'onde
du laser. Des phénomenes d’'interférences destructives et constructives ont alors lieu,
engendrant des motifs de diffraction de type rayures (Figure 49B). Si I'on remplace la fente
par un trou circulaire, des disques de diffraction, appelés disques de Airy, sont plutot

observés (Figure 49C etD).
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Figure 49. A) Description d'une lumiére cohérente, non cohérente, ou polarisée. B) Comportement d'une lumieére
cohérente sur une ouverture. C) Représentation de 1'effet de diffraction d'une ouverture linéaire. D) Représentation de
I'effet de diffraction d'une ouverture circulaire'®.

IV.1.2. Ouverture numérique et résolution

Dans le cas du microscope, la lentille va se comporter comme un diaphragme et,
analogiquement a 'expérience précédente, provoquera la création de disques de Airy, aussi
appelés « Point Spread Function » (PSF). La résolution du microscope est alors fonction de
la taille du PSF et, surtout, de la possibilité de différencier deux points proches dans I’espace.
Cette valeur, variable, dépend de la longueur d’onde utilisée et elle est calculable par la

relation (Equation 7) :

0,614

NA

Equation 7. Relation permettant de calculer la résolution d’un microscope.
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Ici, dest la distance minimale entre deux points, 1 la longueur d’onde de la lumieére utilisée
et NA, 'ouverture numérique (/Numerical Aperture). NA (sans dimension) est définie par
I'objectif du microscope, suivant la relation : NA = ) sin (0), avec 1 I'indice de réfraction du
milieu et O le demi-angle d’ouverture. Pour la majorité des microscopes, la lentille est
immergée dans de I'huile (n = 1,45) et conduit a un NA = 1,40. Avec cette valeur et
I'utilisation d’un laser visible (A4 = 550 nm), on obtient une résolution maximale d’environ

200 nm (latérale). La résolution axiale est, quant a elle, 2 a 3 fois supérieure, soit environ

500 mn (Figure 50).

Airy disk

Figure 50. Description de d'épaulement de deux disques de Airy définissant la résolution d'un microscope optique. A
gauche, les deux disques sont résolus alors qu’a droite, ils sont indiscernables. Au milieu se trouve la zone limite de
discernement définie par la limite de Rayleigh!#.

Cette résolution maximale est restée longtemps la méme, jusqu’a I'utilisation du microscope
confocal. Au lieu de réaliser une illumination compléte de I’échantillon, le microscope
procede a un balayage de la cible en plagant un sténopé (pinhole) devant le détecteur, ce
qui permet d’obtenir uniquement les photons émis du plan focal désiré (Figure 51). Ces deux

modifications ont permis une légere augmentation de la résolution des microscopes optiques

d’un facteur V2.
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Figure 51. Comparaison de la technique d'imagerie classique wide field avec une imagerie confocale!*8.

IV.2. DNA-PAINT, technique de super-résolution des acides nucléiques

Les technologies de microscopie super-résolutive sont relativement récentes et ont
permis de révolutionner les techniques d’imagerie du vivant, via le contournement des
problemes de diffraction. Les avancées qu'ont permis ces techniques, dans le cadre de
I'observation du vivant, ont été récompensées par l'attribution du prix Nobel de chimie en
2014 a Stefan Hell, Eric Betzig et William Moerner, pour leurs travaux sur le développement

des techniques d’imagerie STED et en molécule unique (STORM/PALM).

Plusieurs techniques sont dites de super-résolution et chacune d’entre elles utilisent des

propriétés physiques distinctes :

- SSIM (Saturated Structured Illumination Microscopy) : amélioration de la technique
SIM se basant sur I'étude de phénomenes physiques et l'utilisation de calculs
mathématiques complexes!“&150.151,

- STED (Stimulated emission depletion) : diminue la taille de 1a PSF (Point and Spread
Function) par I'utilisation d'une émission stimulée!>2153154,

- SMLM (Single molecule Ilocalization microscopy): correspond a plusieurs
techniques utilisant le clignotement d’'une sonde fluorescente. Dans cette catégorie
sont retrouvés le STORM/dSTORM!5156157.158  ]e  PALM/FPALM! et le DNA-
PAINT.
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La technique de DNA-PAINT (DNA-Point Accumulation for Imaging in Nanoscale

Topography) s’applique en particulier a la détection des acides nucléiques.

IV.2.1. Principe du DNA-PAINT

Le principe de fonctionnement classique des techniques de localisation en molécule
unique (SMLM) se base sur le passage d'un état allumé/éteint (zurn on/off) d’'un fluorophore,

que l'on appelle clignotement.
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Figure 52. Représentation schématique du fonctionnement de la microscopie en molécule unique (gauche) méthode
classique d’imagerie par STORM.!>

Dans le cas ou ce clignotement n’existe pas, les sondes sont alors simultanément « allumées
» et un phénoméne de recouvrement (overlapping) sopere (Figure 52). Toutefois, ce
probleme peut étre évité si deux fluorophores émettent successivement et non
simultanément. Alors, un algorithme de localisation et l'application d'une méthode
d’ajustement (fitting) Gaussien va permettre de déterminer la position exacte, en un point,

du fluorophore. Il s’agit du principe de SMLM (Figure 52).

Dans la méthode de DNA-PAINT, la localisation n’est pas créée a la suite du passage d'un
état allumé a éteint du fluorophore, mais par ’hybridation transitoire programmable de
courts brins d’ADN fluorescents (brins d’ADN imageurs) avec un brin complémentaire
(étiquette d’ADN), lié a une cible. Les brins d'ADN imageurs sont des ODN courts (8-
10meres), marqués de fagon covalente avec un fluorophore organique (Chapitre 1 : III.2.
p.50), qui diffusent librement dans 1'échantillon. Les brins d'ODN imageurs diffusent trop

rapidement pour générer des spots fluorescents, a moins qu'ils ne soient liés au brin
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d'amarrage complémentaire. L'ODN imageur lié de maniere transitoire au brin d'ancrage
génere des salves fluorescentes localisées qui contrastent avec le fond fluorescent résiduel

des molécules diffusant au plan focal (Figure 53A).

Les nombreuses preuves de concept publiées montrant 'efficacité et le potentiel de cette
méthode utilisent des Origami d’ADN!5*160.161 et comme cible cellulaire les microtubules qui
constituent un étalon de référence!®?. Elle est basée sur le phénomene d’accumulation de

photons au niveau de la cible (Figure 53 B et C).
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Figure 53. A) Principe du DNA-PAINT. B) Représentation schématique d'un origami d’ADN contenant trois sites de liaison
(un brin ’ADN par zone rouge), séparés de 80 nm. C) Données expérimentales brutes suite a l'ajout du brin
complémentaire de I'origami et localisation des zones d’accumulation. Apres soustraction du bruit de fond, seules les zones
d’accumulation sont visibles et correspondent aux origamis.

Ici, le rapport on/off est donc principalement controlé par la diffusion (définissant le temps
offj et la constante de dissociation (kp) ADN/ADN (définissant le temps on)'> (Figure 53A).
L'ajustement des séquences ODN imageurs (composition et longueur des bases) et de leur
concentration est un moyen simple de fournir un temps de clignotement sélectif, prévisible

et ajustable, et de découpler presque complétement ce paramétre des exigences

photophysiques du fluorophore. Un autre avantage évident du DNA-PAINT est que les
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brins de l'imageur hybridés a 'étiquette ADN sont continuellement échangés avec ceux en
solution, ce qui permet un temps d'imagerie virtuellement infini (pas d'épuisement du
fluorophore dans 1'échantillon), d'oti une accumulation de signaux plus importante et une

meilleure sensibilité pour la détection de cibles peu abondantes.

Le potentiel du DNA-PAINT a été démontré dans diverses expériences. Il permet entre
autres de détecter et quantifier des protéines et des ARNm (qPAINT)!63164 et de réaliser du
multiplexage (Exchange-PAINT) plus performant que les approches classiques!'®. En effet
I'Exchange-PAINT n'est limitée que par le nombre de séquences d'ADN orthogonales,
contrairement aux expériences de multiplexage classiques qui sont limitées par le nombre

de colorants spectralement distincts disponibles (typiquement 4).

Cependant, et malgré les résultats évidents obtenus avec le DNA-PAINT, cette méthode
souffre d'un inconvénient majeur, son faible contraste. Le développement de cette
technologie prometteuse est donc freiné par cet inconvénient majeur. La recherche actuelle
vise a le corriger par une approche fluorogénique.(FRET DNA-PAINT!%, Fluorogenic DNA-
PAINT?),
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Présentation du projet de recherche

L’objectif principal de cette thése est le développement de nouvelles sondes
fluorogéniques d’hybridation des AN, de type push-pull, utilisables dans le cadre de
différentes techniques d’analyse par fluorescence (FRET, DRET, DNA-PAINT...). Nous
désirons développer des sondes presque non fluorescentes lorsque 1'AN qui les portent est
simple brin, mais qui émettent de fagon tres brillante lorsque AN est en double brin. En
éliminant du signal de fond toutes les contributions du plan focal et hors plan des especes
fluorescentes qui diffusent, le contraste de fluorescence devrait étre considérablement
amélioré (Figure 54). Par ailleurs, pour étre compatibles avec I'étude dans les milieux
biologiques, il faut que les longueurs d’onde d’absorption et d’émission de la sonde soient
fortement décalées vers le rouge, afin de réduire le bruit de fond inhérent aux constituants

cellulaires.
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Figure 54 : Principe de fonctionnement d'une sonde fluorogénique d'hybridation de ’ADN. Le simple brin d’ADN en
vert est le brin imageur (avec le fluorophore). Le simple brin d’ADN en bleu est la cible.

De plus, la sonde doit perturber le moins possible la stabilité et la structure du duplexe afin
de ne pas compromettre I'échange dynamique des deux brins d’AN. Enfin, la structure de la
sonde doit pouvoir étre facilement modifiable, afin d'optimiser la réponse de fluorescence

suivant le milieu d’études.

Dans ce cadre, nous nous sommes basés sur les travaux précédemment effectués au sein de

I’équipe « Sondes Fluorescentes » pour développer, dans un premier temps, plusieurs sondes
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fluorogéniques a I’hybridation, basées sur des noyaux « Chromone ». Ces travaux ont fait

I'objet de deux publications qui seront présentées dans le chapitre suivant.

Dans un deuxiéme temps, nous nous sommes penchés sur le développement de nouvelles
sondes de type molecular rotor. Ces derniéres, basées sur l'effet stérique, ont déja fait leur
preuve dans I'hybridation fluorogénique (cf. Chapitre 1 : II1.2.2. p.52). Deux sondes de type
molecular rotor, dont 'une a déja fait I'objet d'une publication, seront décrites dans un

deuxiéme chapitre.

Enfin, dans un dernier chapitre, la synthese et 'application de deux sondes interagissant soit

par intercalation soit avec le petit sillon de ’ADN seront présentées.

Dans tous les cas, la synthése des sondes fluorescentes ainsi que la caractérisation de leurs
propriétés photophysiques seront décrites. Les méthodes d’incorporation (pré ou post-
synthétique) dans les ODN ainsi que les propriétés photophysiques des simples brins
marqués seront développées (Figure 55). Pour terminer, les études d’hybridation avec

I’ADN ou ’ARN seront relatées.
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Figure 55. Types de modification utilisée dans ce projet de recherche pour les études d’hybridations fluorogéniques des
ANG.



Chapitre 2 : Hybridation
fluorogénique par sonde

Push-Pull
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I.  Stratégie par FRET : Hydroxychromones

Publication 1

Les noyaux chromones sont des sondes push-pull connues principalement pour leur
capacité a faire de I'ESIPT (c.f. Chapitre 1: II.1.2. p. 30). Une étude sur des dérivés 3HC,
entreprise par le passé au sein de notre équipe, a démontré les importantes capacités
fluorogéniques de ce type de noyaux'¢”'¥. De premier abord, celles-ci possedent des
propriétés photophysiques intéressante pour concevoir des sondes dhybridation
fluorogénique de 'ADN : forte sensibilité au taux d’hydratation, faible taille (équivalent a
la taille d’une paire de bases), déplacement de Stokes tres large (> 100nm), et émission dans
le visible. Nous avons donc envisagé d’utiliser ce type de noyau chromone pour des études
d’hybridation des AN potentiellement comme sonde éteinte avant hybridation puis allumée

apres hybridation, et comme donneur dans du FRET.

Dans ce cadre, nous nous sommes focalisés sur deux dérivés de 3HC, possédant des
groupements donneurs méthoxy et diéthylamino en position para du phényle (Figure 56).
L’introduction de ses groupements augmente le caractere « push-pull » de la 3-HC qui se
caractérise par un décalage vers le rouge des bandes d'absorption et d'émission de
fluorescence qui est d’autant plus important que le groupement donneur est fort

(diéthylamino > méthoxy).

Figure 56. Dérivés de 3HC utilisés dans ce travail
Dans le but d’incorporer ces fluorophores dans 'ADN suivant 'approche pré-synthétique
(cf. Chapitre 1 : I11.2.2.2. p.55), nous avons dans un premier temps synthétisé les analogues
nucléosidiques M3HF et TdEAF, contenant respectivement un groupement méthoxy et

diéthylamino (Figure 57) et avons étudié leurs propriétés d’absorption et d’émission.
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R = OMe M3HF
NEt, TdEAF

Figure 57. Structures des analogues nucléosidique M3HF et TdEAF.
Nous avons observé que les propriétés photophysiques de base des composés M3HF et
TdAEAF sont semblables a celles de la 3HC parente apres couplage par click au désoxyribose.
Ces composés absorbent dans I'UV/visible (ca. 370 nm et 440 nm, respectivement pour les
dérivés méthoxy et diéthylamino), un domaine d’absorption compatible pour une excitation
au laser violet, et présentent deux bandes N* et T* bien résolues dans leurs spectres
d'émission, montrant que ces deux sondes fluorescent suivant un mécanisme de type ESIPT
(cf. Chapitre 1 : II.1.2.). Comme attendu, certaines des propriétés photophysiques de TMoC
et TAEAF sont améliorées comparativement a la 3-HC, avec un rendement quantique plus
élevé (jusqu'a 60%), un décalage vers le rouge des bandes d’absorption et d’émission de

fluorescence, un large déplacement de Stokes (~190 & 110 nm, respectivement).

Les deux sondes M3HF et TdEAF présentent néanmoins des différences. Ainsi, la variation
du rapport N*/T* en fonction de la polarité et proticité du milieu différe pour les deux
sondes. Dans le cas de M3HF les deux bandes sont présentes dans le MeOH pur et le rapport
N*/T* décroit lorsque le pourcentage de MeOH diminue dans le DMF. Comme la 3-HC
parente le composé M3HF reste émissif dans 'eau pure. En revanche, TdEAF ne montre
qu'une seule bande (N*) dans 100% de MeOH et la bande T* n’est observée que lorsque la
proticité du milieu diminue de 80%. TdEAF est completement éteint dans I'eau en accord
avec le colorant parent. Ceci montre, que, comme on pouvait s’y attendre, 1'effet push-pull
est plus important dans le cas de TdAEAF que dans celui de M3HF, du fait de la présence du

groupement N, N-diéthylamine qui posséde un effet (+M) plus fort que celui du OMe. Lors

87



de 'excitation électronique, la redistribution de la charge crée un moment dipolaire plus
élevé de la forme normale dans 1'état excité (N*) contrairement a son tautomere (T*). Cela
se traduit par un déplacement vers le rouge de la bande N*, se mélangeant ainsi avec la bande
T* pour conduire a une seule bande d’émission large, en particulier dans les milieux plus

polaires et protiques.

La syntheése des phosphoramidites de TM3HF et TdEAF a ensuite été réalisée, puis ces
derniers ont été incorporés au milieu de 16 séquences d’ODN simple-brins (15meéres),
présentant des différences au niveau de la nature des bases adjacentes au fluorophore
incorporé. Une étude de dénaturation thermique a montré que I'incorporation des sondes
dans un ODNss n’avait que peu d’influence sur la stabilité des duplexes formés avec des
brins d’ODN complémentaires, quel que soit la nature du résidu (G, A, T, C ou site abasique)
placé «en face» de la sonde. Cependant, la présence d'un résidu Cytosine semble
préférentielle. De plus I'introduction de TM3HF et TdEAF dans I’ADN ne modifie pas la

conformation canonique B de ’ADN double brin.

Des études concernant les propriétés photophysiques des ODN marqués par M3HF et
TdEAF dans un tampon phosphate, ont révélées un déplacement vers le rouge du maximum
d’absorption de la chromone soulignant un couplage excitonique probablement da a
I'empilement des nucléobases des résidus entourant le fluorophore dans 'ODN. Cette
variation est caractéristique des fluorophores s’intercalant dans '’ADN. En ce qui concerne
I’émission, tous les ODNss marqués par M3HF montrent deux bandes N* et T*, centrées a
environ 440nm (N*) et 540 nm (T*), quelques soient les résidus environnant le fluorophore
dans le simple-brin. Dans le cas des ODNss marqués par TdEAF, ils montrent tous une seule
bande, centrée a environ 540 nm, quelques soient les résidus environnant le fluorophore
dans le simple-brin. Les ODNss marqués par TdEAF sont tous trés émissifs, ces résultats

indiquent que dans un simple brin le fluorophore n’est plus dans de I'eau pure.

Des études d’hybridation ont ensuite été menées avec des séquences 15meres d’ ODNss
complémentaires, présentant des différences au niveau de la nature des bases adjacentes au

fluorophore incorporé et au niveau de la nature du résidu (G, A, T, C ou site abasique) placé
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«en face » de la sonde. Dans le cas des ODN marqués par M3HF, les résultats d’hybridation
ont montré des spectres d’absorption et d’émission duale des ODNds différents de ceux des
ODNss marqués avec une bande T* dominant I'émission plus intense et un pseudo
déplacement de Stokes particulierement large (AA de l'ordre de 190 nm). Cependant, le
rendement quantique est fortement impacté par la nature de la base adjacente. Il augmente
lorsque la sonde est flanquée des bases Thymine ou Adénine et est quasiment nul lorsque
des Guanines ou des Cytosines ’entourent. Dans le cas des ODNss et ODNds marqués par
TdEAF, tous ne montrent quune bande unique centrée a environ 540 nm avec un
rendement quantique important, quelques soient les résidus entourant le fluorophore dans
I’ODNss marqué. Ce résultat est remarquable car de nombreux fluorophores sont éteints par

une ou plusieurs bases nucléiques (G étant souvent I’extincteur le plus efficace).

Par conséquent, THEAF ne peut étre utilisé comme sonde fluorogénique pour une approche

« off/on ».

Compte tenu des déplacements de Stokes trés importants obtenus lors de 'hybridation avec
nos sondes, nous avons cherché a les valoriser pour du FRET fluorogénique avec TdEAF et

M3HF comme donneurs et Cy5 comme accepteur (Figure 58).

Figure 58. Développement de la méthode FRET des sondes a motif 3HC.

Les ODNs marqués par M3HF permettent de réaliser du FRET mais avec une sensibilité
limitée (amplification du signal) du fait de l'excitation croisée et du donneur et de

l'accepteur due au recouvrement des bandes d’absorption de M3HF et de Cy5. Par contre,
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le couple FRET TdEAF/Cy5 ne présente pas cet inconvénient. Dans ce cas, le FRET est trés
efficace et sensible avec l'apparition de la bande d’émission de Cy5 lors le d’hybridation
suite a 'excitation du donneur avec une contamination faible du signal due a I'excitation

directe de l'accepteur.

L’ensemble de ces travaux est décrit dans la publication (1), présentée ci-apres en cours de

soumission au journal /nternational Journal of Molecular Science.
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Abstract: Environment-sensitive and highly fluorescent nucleoside analogs (FNAs) incorporated
into single-stranded sequences provide efficient and accurate probes for detecting nucleic acids
(NA) and reporting their interactions. In this context, we report the design, synthesis, and photo-
physical studies of two new solvatofluorochromic FNAs derived from push—pull 3-hydroxychro-
mones (3HCs), followed by their successful incorporation into ODNs through the formation of their
corresponding phosphoramidites. 3HC-based dyes are known to be multiparametric and environ-
mentally sensitive fluorophores, exhibiting a ratiometric response due to the presence of two well-
resolved bands in their emission spectra. Both synthesized FNAs embedding a 3HC base substitute
retain or even improve these spectroscopic features by increasing the quantum yields and red-shift-
ing the absorption and fluorescence emission. After easy conversion to amidite, the incorporation
of these FNAs into ODN structures offers a major advantage of additional stability for the modified
duplex. Furthermore, the observed large Stokes shifts were successfully leveraged to create a novel
mega-Stokes shift FRET couple with reduced cross-excitation when paired with a red-emissive ac-
ceptor, typically indocarbocyanine Cy5. The fluorophores engineered thus represent a significant
advance for 3HC-based dyes, which can be used as prospective markers for nucleic acids.

1. Introduction

Hybridization probes based on organic fluorophores have gained popularity in re-
cent years due to their broad applications in diagnostics, bioimaging, and medicinal
chemistry. Fluorogenic dyes—i.e., those that "turn on" their fluorescence response or sig-
nificantly increase their emission intensity upon interaction with their target—are the
most sought after [1]. Indeed, markers that generate a novel fluorescent signal have a con-
siderable advantage, such as the implementation of more convenient wash-free staining
protocols, making them very attractive for diagnostic and imaging applications. Forster
resonance energy transfer (FRET) provides access to a pseudo-fluorogenic effect due to
the spectral shift in the fluorescence emission from the acceptor as a result of the probe
binding to its target. FRET has become a valuable tool in biological research and diagnosis
[2-5]. Because FRET is distance-dependent, FRET-based probes have found many appli-
cations in the detection and quantification of nucleic acids (NA, e.g. hybridization probes
for genotyping or photonic imaging), in the study of NA conformational changes, and
NA-NA/NA-protein and NA-small molecule interactions [2,3,6-8]. FRET refers to the
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energy transfer from a donor in the excited state to an acceptor due to dipole-dipole in- 46
teractions. It requires a spectral overlap of donor emission and acceptor absorption and a 47
favorable orientation of the dipoles. It usually operates within a radius of 1 to 10 nm. This 48
proximity leads to a decrease in the donor emission and a concomitant increase in the red- 49
shifted acceptor emission. Thus, FRET probes constructed from an emissive donor/accep- 50
tor pair can capitalize on two sensing channels: fluorogenicity for the turn-on of the accep- 51
tor emission and ratiometry for the intensity ratio of donor and acceptor emissions. Nev- 52
ertheless, due to the small Stokes shifts typically exhibited by donor dyes, cross-excitation 53
remains a severe limiting factor in FRET. Therefore, large Stokes shifts are highly desirable 54
to reduce the background signal by significantly improving the signal-to-noise ratio in 55
experiments. Fluorophores with mega-Stokes shifts (>100 nm) are even more advanta- 56
geous as they are immune to self-quenching. This photophysical property is also benefi- 57
cial for reducing the background signal. However, the development of FRET pairs ful- 58
filling this feature is hampered by the fact that the donors—which are typically push-pull 59
dyes—are in general strongly quenched in aqueous media [9-11]. Other alternatives have 60
been proposed. They mainly rely on pairs of a fluorescent donor and its quencher (e.g., 61
molecular beacons — MB), but Stokes shifts generally remain modest [12-14]. More re- 62
cently, combinations of a quenched donor presenting mega-Stokes shifts with a bright 63
acceptor to perform fluorogenic FRET also known as DRET (Dark-Resonance Energy 64
Transfer) have been introduced to target NAs with a contrasting ON/OFF response 65
[15,16]. Additional desired properties of donor fluorophores for biological applications 66
are absorption in the visible range, substantial absorptivity, good fluorescence quantum 67
yields (on target) and high photostability to avoid photobleaching. In addition to these 68
photophysical features, it is also essential to ensure ease of incorporation of these fluoro- 69
chromes into oligonucleotide (ODN) structures without minimal disruption of its stability 70
[17]. Thus, fulfilling all these conditions in an organic fluorophore is a real challenge. 71

Fluorophores based on a 3-hydroxychromone (3HC) unit belongs to the family of 72
excited-state intramolecular proton transfer (ESIPT) dyes [18]. They display visible dual 73
emission and are easily to incorporate into ODNs through a linker or by using their cor- 74
responding phosphoramidite. The 3-OH group, present in the core structure, plays a cru- 75
cial role in the two resulting tautomeric forms. These tautomers emit separately from each 76
other at two well-defined wavelengths (respectively, normal (N*) and tautomer (T*) emis- 77
sion bands, Scheme 1). The T* emission demonstrates particularly large apparent Stokes 78
shifts (> 150 nm). ESIPT can be readily modulated by H-bonding and dipolar interactions 79
as well as by the donating ability of the substituent at position 2. For example, in the case 80
of 3HCs bearing a strongly mesomeric donating aryl group—typically, a p-diethylamino- 81
phenyl moiety (dEAF, Figure 2)—the dye shows high sensitivity to the aprotic environ- 82
ment, as reflected by the enhancement (in N* over T*) of the N* compared to the T* along 83
with increasing solvent polarity. Noticeably, in polar protic solvents (e.g., MeOH), dEAF 84
exhibits a single-band N* emission with significant Stokes shifts, but is strongly quenched 85
in water [19-21]. Substitution of p-dimethylaminophenyl by a p-methoxyphenyl (M3HF, 86
Figure 2), a medium electron-donating group, shifts the 3HC sensitivity to protic and hy- 87
drated media [22,23]. 88
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Figure 2. Schematic representation of the developed fluorogenic FRET approach based on a nucle- 93
obase analogue acting as a highly emissive donor upon hybridization. 94

Our objective was to synthesize labeled ODNs with red-shifted turn-on emission af- 95
ter annealing with the complementary strand and thus create a novel mega-Stokes shift 9
FRET pair in order to explore the full potential of this dye couple in detecting specific 97
sequences. The characteristics of this fluorogenic emission must be both independent of 98
the nature of neighboring base pairs but also capable of probing the local environment. 99
The selected strategy was to first prepare the corresponding nucleoside amidites of both 100
fluorophores (dEAF & M3HF) and to use these building blocks directly to obtain labeled 101
single-stranded (ss) ODNs with a variety of composition (Figure 2). Position 6 of the ben- 102
zene ring was preferred to produce the intended amidites, as chemical modification at this 103
location should have minimal impact on the photophysics of the dye [24]. The 3-hydroxyl 104
group was deprotected in order to benefit from the ESIPT mechanism. In ss-DNA, the dye 105
will replace a natural base and be positioned centrally. After hybridization, it will be 106
forced to interact with the duplex by intercalation (Figure 2). Herein, we report the syn- 107
thesis and application of two new fluorescent nucleoside analogs (FNAs) based on 3HC 108
scaffold with a mega-Stokes-shifted emission and an appreciable brightness. These FNAs 109
were also modified into their corresponding phosphoramidites so that they could be site- 110
specifically incorporated within a single-stranded structure using standard solid-phase 111
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ODN synthesis protocol. Both dyes present exquisite environmental sensitivity with emis- 112
sions exhibiting large Stokes shifts and show characteristic fluorogenic properties upon 113
hybridization from ss- to ds-ODN with minimal impact on duplex stability. A novel mega- 114
Stokes-shifted FRET couple was engineered when the dEAF donor was paired with a Cy5 115
acceptor. Indeed, this indocarbocyanine was selected for its poor cross-excitation where 116

our donor absorbs the most as well as for its convenient far-red emission. 117
2. Results and Discussion 118
2.1. Synthesis 119

To generate the targeted 3HC-based fluorophores, keeping the photophysical prop- 120
erties of the parent 3HC intact, the strategy employed was to insert the sugar surrogate 121
onto the 6-position of 3HC, as any modification at this location has minimal effect on the 122
dye photophysics [24]. As for position 2, it is known to be the cornerstone for modulating 123
the spectroscopic features due to its direct conjugation with the electron-withdrawing ke- 124
tone. Therefore, it was decided to connect to the 2-position of the 3HC unit, two different 125
electron-donating moieties (p-methoxy and p-N,N-diethylaminophenyl) that give the flu- 126
orochrome a reasonable size, viz. comparable to that of a natural base pair. The Algar- 127
Flynn-Oyamada reaction [25] was first used to elaborate the flavonoid core, i.e., the basic 128
structure of 3HC dyes (Scheme 1) [24]. This 2-step, one-pot process involves a smooth and 129
efficient chalcone formation followed by oxidative cyclization. To this end, starting from 130
5’-bromo-2’-hydroxyacetophenone, a Claisen-Schmidt condensation with the corre- 131
sponding carbaldehydes in the presence of sodium hydroxide in ethanol, followed by 132
treatment with aqueous hydrogen peroxide, afforded the parent 3HCs 1 and 2 in appre- 133
ciable yields (48% (OMe) & 77% (NEt2)). Next, the 3-OH was masked with a benzoyl ester 134
to provide 3 and 4. Indeed, this protecting group prevents side reactions for all the down- 135
stream synthesis as well as improves hydrophobicity, which facilitates purification steps 136
by silica gel column chromatography. TMS-acetylene was subsequently introduced onto 137
the aryl bromide through a Sonogashira cross-coupling (Scheme 1). The silyl ether was 138
removed to release the free alkyne, which was then dlicked to the previously reported 1- 139
azido-1,2-dideoxy-/D-ribofuranose 10 [26-28] using the standard CuAAC assembly. Fi- 140
nally, removal of the benzoyl protection yielded the fluorophores TM3HF & TAEAF that 141
closely resembles the related building block within the single-stranded structure. NMR, 142
HRMS and HPLC attested the proper obtention of these model compounds (see SI and 143
Figure S1). Before exploring their NA-related applications, the photophysical properties 144
of these two FNAs were investigated to anticipate their behavior in a DNA environment 145

(Table S1). 146
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Scheme 1. Synthetic routes to TM3HF and TdEAF: a) KOH (25%), 5'-Bromo-2’-hydroxyacetophe- 148
none, EtOH, rt, 48 h. b) H202 (35%), EtOH, 0 °C, 24 h, [R = OMe: 48%, R = NEt2: 77%]. c) Benzoyl = 149
chloride (3 eq.), EtsN (6 eq.), Pyr, 0 °C, 24 h, [R = OMe: 70%, R = NEt2: 95%]. d) TMS-acetylene (2 eq.), 150
PdClz(PPhs)2 (11 mol%), Cul (7 mol%), EtsN (6 eq.) THF, 65 °C, 24 h, [R = OMe: 74%, R = NEt2: 73%]. 151
e) EaNF (4 eq.), THF, rt, 2 h, [R=0OMe: 65%, R = NEt2: 78%]. f) 1-Azido-1,2-dideoxy-/-D-ribofuranose ~ 152
10 (1.1 eq.), DIPEA (4.2 eq.), acetic acid (2.1 eq.), Cul (0.5 eq.), DCE, 40 °C, 1 h, [R = OMe: 94%, R= 153
NEt2: 99%]. g) NH4OH (33%), MeOH/Pyr, rt, 6h, [R = OMe: 61%, R = NEt2: 62%]. 154

As for the corresponding fluorescent amidites, their synthesis was quite straightfor- 155
ward (Scheme 2). Restarting from intermediates 11 and 12, their primary 5'-alcohol was 156
then converted into the respective acid-labile dimethoxytrityl (DMTr) ethers 15 & 16. Fi- 157
nally, classical phosphitylation was efficiently performed to afford the targeted amidites 158
17 and 18. ODNs labeled with TM3HF or TAEAF were produced by site-selectively incor- 159
porating the requested amidites via solid-phase synthesis using conventional procedures 160
(Supporting Information). The crude 15-mer sequences were treated with concentrated 161
aqueous ammonia at room temperature for 12 h to remove all protecting groups and were 162
then purified by reverse-phase HPLC using DMT-on strategy. The resulting tagged ODNs 163
(5'-CGT TTT YMY TTT TGC) differ in their central context (YMY with Y=A, T, CorG 164
and M = TM3HF or TdEAF). Complementary strands (5'-GCA AAA YNY AAA ACG-3" 165
with N=A, T, G, C or Ab (abasic site) and Y = A, T, G or C), including those labeled with 166
Cy5 where the acceptor is attached to the 5'-end, were purchased from Microsynth (Bal- 167
gach, Switzerland). UV-Vis spectroscopic analyses, MS, and HPLC confirmed the integ- 168
rity and purity of these modified ODNs (Figures S7-512 and Table S2). For simplicity, a 169
bold 3-letter code corresponding to the central codon of the sequence was employed to 170
specify the single and double strands considered (e.g., respectively AMA and AMA-TTT). 171
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Scheme 2. Synthesis of phosphoramidites 17 and 18 embedding a 3HC-based nucleobase mimic. a) 173
DMTrCl (2.2 eq.), DBU (6.6 eq.), DMF/Pyr, 0 °C, 16 h, [R = OMe: 73%, R = NEt2: 51%]. b) CEP-CI (1.2 174
eq.), DIPEA (10 eq.), DCM, rt, 2.5 h, [R = OMe: 73%, R = NEt2: 88%]. 175

2.2. Photophysical features of model FNAs (TM3HF & TAEAF) 176

The 3HC-nucleobase mimics coupled with the deoxyribose surrogate i.e., TM3HF & 177
TdEAF, were chosen as model compounds to characterize the photophysical properties 178
of the fluorescent labels. Absorption and emission spectra of both dyes were recorded in 179
different solvents of varying polarity and proticity (Table S1). The ground-state absorp- 180
tion properties are mainly due to the allowed m— rt* transition, as inferred from their high 181
molar extinction coefficient (21,000 & 40,000 L-mol*-cm! for TM3HF and TdEAF respec- 182
tively). The absorption maxima did not change significantly for TM3HF (348-359 nm) but 183
in contrast varied ~35 nm for TAEAF along the increase in polarity (Figure 3). This indi- 184
cates that the ground-state dipole moment is much higher for TdEAF than for TM3HE. 185
Notably, the Stokes shift and emission maximum of both fluorochromes show a regular 186
increment with increasing solvent polarity (Figures S4 and S5). Upon electronic excitation, 187
the inherent charge redistribution creates a higher dipole moment in the excited state, 188
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which allows for much better interaction with surrounding solvent molecules, resulting
in remarkable solvatofluorochromism properties.
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Figure 3. Absorbance observables of (a) TM3HF and (b) TdEAF in a set of solvents varying in po-
larity.

Originally, these synthesized dyes bearing a free 3-OH group were designed to func-
tion as an ESIPT fluorophore, viz. a dual emitter. Expectedly for both cases, ESIPT was
observed but with notable differences between the two dyes. In the case of the moderate
mesomeric donor TM3HF, both N* and T* bands are present in protic solvents and follow
the classical effect, i.e., decreasing the N*/ T* ratio alongside polarity drop-off. In contrast,
the strongly positive mesomeric TAEAF shows only the  emission band in polar protic
solvents and unveil T* when reaching aprotic ones. Due to the strong electron-donating
ability of its N,N-diethylamino group and the higher dipole moment of the normal over
the tautomer form in the excited state, the N* band position exhibits strong solvent-de-
pendent variation by contrast to T*; thus mixing them to lead to a single broad emission
particularly in more polar protic solvents. This hypothesis was then confirmed by per-
forming a titration of each FNA in an aprotic solvent with an incremental addition of
methanol (Figure 4). During titration, we observed that two separate bands, clearly N*
and T%, are present for TM3HF from the beginning until reaching 100%-methanol envi-
ronment and decreasing the N*/ T* ratio alongside polarity drop-off. While for the TdEAF
titration, the two bands merged just after reaching 20%-methanol composition, resulting
in one single-band emission. For both cases, methanol was used to probe the ESIPT mech-
anism instead of water, as TAEAF was not emissive in water.

Altogether, the data of TM3HF and TdEAF are like those of the parent chromones
M3HF and dEAF. For instance in DMF, the maxima were 353 and 413 nm for absorption,
421 and 518 nm for the N* emission band, and 544 and 590 nm for T¥, respectively for
TMB3HF and TdEAF. These results are significantly close to those of the parent dyes (Aabs
=355 and 407 nm, An+ = 421 and 509 nm, A1 = 539 and 585 nm). Our data are consistent
with the fact that modifications introduced at position 6 have marginal impact on the
spectroscopic properties.
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Figure 4. Fluorescence titrations of TM3HF (a) & TdEAF (b) in DMF by MeOH. Observables were
normalized on T* and N* bands, respectively.
2.2. Photophysical properties of labeled ODNs
It was decided to incorporate each 3HC-based emitter on the central position of the
ODN surrounded by 4 different base contexts such as TMT, AMA, CMC and GMG. The
location of the marker in the middle of the sequence eliminates the potential situation of
a sticky end association, thus ensuring an easier interpretation of the emission response.
The goal of this screening was essentially to get large Stokes shifts upon hybridization.
These 4 sequences, imposing 4 distinct environments around the fluorescence reporter,
increase our scope of study to obtain a global overview rather than a specific situation.
To verify the impact of the fluorophores on the stability and structure of the duplexes,
melting temperatures and circular dichroism studies of the labeled ds-ODNs were con-
ducted and compared to that of corresponding wild-type sequences. Thermal denatura-
tion and CD investigations (Tables S3, Figures S13-515) revealed that the label M can re-
place any nucleobase leading stable duplexes with the B-conformation. Similar observa-
tions are commonly found in the literature when a natural nucleoside is replaced by a
nucleoside analog labeled with a fluorophore [29-33].
Table 1. Spectroscopic properties of TM3HE- and TdEAF-labeled ODNSs.
Sequences Aabs (nm) 2 Ax+ (nm) b Ar (nm) ¢ Ine/ I+ 4 D (%)
TM3F  TdEAF TM3F TdEAF TM3F TdEAF TM3F TdEAF  TM3F TdEAF
T™T 367 440 442 551 540 — 0.20 — 8 34
TMT-ATA 372 431 442 549 545 — 0.09 — 29 45
TMT-AAA 375 436 445 551 546 — 0.10 — 27 35
TMT-ACA 372 430 446 553 545 — 0.12 — 30 43
TMT-AGA 359 433 441 551 545 — 0.13 — 11 34
TMT-AAbA 369 434 444 553 544 — 0.12 — 31 47
AMA 373 443 442 546 538 — 0.13 — 16 55
AMA-TTT 367 437 440 546 539 — 0.07 — 35 45
AMA-TAT 372 440 440 548 540 — 0.08 — 30 41
AMA-TCT 372 440 445 551 540 — 0.10 — 50 56
AMA-TGT 356 446 438 546 540 — 0.07 — 12 48
AMA-TAVT 365 439 438 549 540 — 0.07 — 28 56
CMC 363 440 446 546 542 — 0.13 — 2 54
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CMC-GTG
CMC-GAG
CMC-GCG
CMC-GGG
CMC-GAbG
GMG
GMG:-CTC
GMG:-CAC
GMG-CCC
GMG-CGC
GMG-CAbC

360
364
362
354
361
366
362
373
368
358
363

436 — 542 542 — — — <«<1 48
432 444 549 541 — 0.24 — <1 42
435 446 543 548 — 0.30 — <1 60
436 441 549 540 — 0.20 — <«<1 38
432 446 548 539 — 0.57 - <1 52
439 445 548 542 — 0.09 — 1 32
434 441 540 541 — 0.08 — 2 44
434 442 546 542 — 0.12 — 5 38
437 438 547 541 — 0.14 — 2 40
433 436 547 542 — 0.09 — 1 41
435 437 544 543 — 0.10 — 2 49

a-c) Positions of the absorption, N¥, and T* band maxima, respectively; d) ratio of the intensities at
the two emission maxima; e) Fluorescence quantum yields were determined using both an excita-
tion at the corresponding absorption maximum of M and 4'-(N,N-dimethylamino)-3-hydroxyfla-
vone (AMAF) in EtOH (Aex =407 nm, @ = 27%) as a reference [34,35], +10% mean standard deviation.

UV-Vis and fluorescence spectroscopy studies for labeled ss-ODNs of various com-
positions with the synthesized fluorophores were performed in phosphate-buffered saline
at pH 7.4 (Figures 516-519). TM3HF-tagged ss-ODNs, prepared from the corresponding
amidite 17, displayed an absorption maximum oscillating between 363-373 nm for the
different neighboring base pairs investigated (Table 1, Figures 5 & 516). Upon hybridiza-
tion with the complementary strands, a similar range for ds-ODNs was observed (354
375 nm). Compared to the absorption maximum of its respective FNA in various solvents,
the absorption was red-shifted (e.g., Aabs =372 nm for AMA-TCT in buffer and 357 nm for
TMB3HF in methanol); presumably due to stacking of the dye with the flanking bases in
the duplex. As a matter of fact, bathochromic shift of the absorption is common with in-
tercalating dyes (e.g., acridine, phenantridinium, thienylchromone) [33,36,37]. Absorption
spectra of TdEAF-labeled ss-ODNs—synthesized from its related amidite 18 —and the ds-
ODN:s also showed very similar profiles (e.g., Aabs = 440 nm for AMA-TCT in buffer and
420 nm for TAEAF in methanol).

The fluorescence emission maxima for the ds-DNAs derived from hybridization with
the TM3HF-tagged ds-ODNs were located at 440 nm and 540 nm range for N* and T*
bands independently of the adjacent bases, with a dominant T* emission likely in response
to a less hydrated environment (Figure 5). After annealing, the N* and T* emission max-
ima of TM3HEF-tagged ds-ODNs were located at 440 and 540 nm, respectively —independ-
ent of the adjacent bases—with a dominant T* emission likely in response to a less hy-
drated environment (Figure 5). Thanks to ESIPT reaction, this TM3HF marker demon-
strated pseudo mega-Stokes shifts on its tautomer band when incorporated into DNA (~
190 nm, Table 1 and Figure S18).
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Figure 5. Absorption and fluorescence spectra in ss- and ds-contexts of the TMT sequence labeled
with TM3HF (a) & TdEAF (b) in pH 7.4 phosphate-buffered saline. Excitation was performed at the
absorption maximum.

Although TM3HF showed a fluorogenic response (3- to 4-fold increment in fluores-
cence emission intensity and brightness B = ¢ x @, up to 10,000 M-'-cm™') and a character-
istic dual emission upon duplex formation in the presence of neighboring bases such as
thymines and adenines, this dye proved to be quenched by proximal G or C bases. This
sensitivity to quenching by G and C flanking bases has previously observed for DNA la-
beled with other 3HC dyes [33,38]. This fluorescence quenching phenomenon is com-
monly observed for nucleobase surrogates. It can be caused either by a photoinduced elec-
tron transfer (PET) mechanism resulting from the strong electron-donating capacity of G,
or by the formation of non-emissive dark states [39-41]. Noticeably, ss- and ds-ODNs
marked with TdEAF displayed very good quantum yields and brightness (viz. @ = 30—
60%, B ~ 13-24,000 M-'-cm™) irrespective of the nature of adjacent base pairs (Table 1, Fig-
ures 4 & S18). These results are remarkable because this is the first example of a 3HC-
based reporter whose fluorescence is shown to be totally independent of the reducing
ability of surrounding nucleobases [33,38]. As predicted by photophysical studies of its
related model nucleoside in a highly hydrated medium, TdEAF still exhibits mega-Stokes
shifts (~110 nm) in a DNA environment, but as a single-band emission due to inhibition
of the ESIPT reaction. In a nutshell, the results of steady-state fluorescence spectroscopy
studies for these two dyes are perfectly complementary; one presents a dual emission in
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a specific context of base pairs, while the other exhibits a single emission band but once 286
incorporated into DNA, it lights up permanently with high quantum yields. This sharp 287
increase in quantum efficiency can be explained by the relocation of the fluorophoreina 288
less hydrated environment—intercalated within adjacent nucleobases—but also by there- 289
duction of both PET occurrence and dark species formation. Indeed, the substitution of p- 290
methoxyl by the p-diethylamino group, a stronger mesomeric donor substituent, should 291
logically rise the HOMO level and decrease the redox potential of the chromone dye. Con- 292
sequently, electron transfer from guanine to TdEAF should be less favorable. This result 293
is remarkable because many fluorophores are quenched by one or more nucleic bases; 294
with G often being the most effective quencher [39]. Compared to the handful of FNAs 295
insensitive to nucleobase quenching but retain Watson-Crick base-pairing ability [42,43], 296
TdEATF is at least five times brighter. Moreover, it provides absorption in the blue range 297
and emission in the red edge, as desired for a fluorophore replacing a natural base [39]. 298

1.0+
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e (e} (o]
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o
[N}
L
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Figure 6. Photodegradation curves of TdEAF-labeled ss- and ds-ODNs in pH 7.4 phosphate-buff- 300
ered saline as well as TAEAF in EtOH. Excitation was set at the absorption maximum. 301

Photostability of the fluorescent dyes remains a major prerequisite for bioimaging 302
applications. As TdEAF-labeled sequences displayed attractive quantum yields and ap- 303
peared as the most prospective, their photodegradation in ss- and ds-contexts was inves- 304
tigated under continuous sample illumination (Figure 6). The stability in ethanol of 305
TdEAF was compared to that of Prodan, a reference push—pull fluorophore. The choice of 306
this protic solvent is explained both by the fact that TAEAF is bright in EtOH and presents 307
a single-band emission whose maximum is close to that observed in DNA (Table S1) but 308
also that Prodan is stabilized there [44]. TAEAF exhibits a much higher photostability 309
when the fluorescent tag is incorporated into DNA than as an unshielded FNA. Photo- 310
bleaching decays showed that where TdEAF-labeled ODNs lost only 15-20% of their 311
emission intensity over 1.5 hours of irradiation, the corresponding nucleoside analog ex- 312
hibited an 80% loss. Similar conclusions were drawn from our thienyl 3-hydroxychro- 313
mone; this natural base substitute proved to be much more photostable once introduced 314
within DNA [33]. 315
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Figure 7. Normalized absorption and emission spectra of the TdEAF donor (D) and Cy5 acceptor

(A) emphasizing the spectral overlap of the two FRET partners.

Based on the experimental results, our data demonstrate that the dyes meet the re-
quirements to act as a bright mega-Stokes shift FRET donor (Aabs = 440 nm, Aem = 550 nm,
B ~12-24,000 M'-ecm™), with a view to developing a universal probe to sense interactions
with DNA via fluorescence resonance energy transfer. For this purpose, AMA and CMC
sequences were chosen since they gave rise to the brightest ds-DNA combinations (except
for CMC with the TM3HEF label, Table 1). Cy5 was selected as the bright FRET acceptor
because of the significant spectral overlap between its absorption and the red edge of do-
nor emission as well as the almost complete absence of absorption where TAEAF absorbs
the most, which considerably reduces cross-excitation (Figures 7, S20 & S21). For these
reasons, Cy5 was introduced on the complementary sequences at the 5'-terminal position.
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Figure 8. Fluorescence titration of TdEAF-labeled AMA (a) and CMC (b) ODNs by their comple-
mentary sequence tagged at the 5’-terminus with Cy5.

The Forster distance (distance where FRET is 50% efficient) was calculated for a ran-
domly oriented donor-acceptor pair and was found to be ~56 A (Equation S1 for x? =2/3).
Furthermore, the emission band in the far-red region (675 nm) shows an appreciable quan-
tum yield (@ = 27%). Control and FRET experiments were performed with the single-la-
beled double strand AMA-TCT (or CMC-GCG) and doubly labeled ds AMA-Cy5-TCT (or
CMC-Cy5-GCG). Considering a 3.4A gap per base pair for B-DNA and assuming a
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terminally stacked Cy5, the distance between M and Cy5 should be around 30 A, which 337
is favorable for FRET [45-49]. When Cy5-tagged DNAs were excited at 440 nm, no emis- 338
sion could be recorded, confirming that Cy5 does not absorb at this wavelength. Con- 339
trastingly, when the duplex was excited at the Cy5 absorption maximum (643 nm), the 340
characteristic emission spectrum of this cyanine was confirmed. An efficient FRET was 341
observed when the double-labeled ds AMA-Cy5-TCT (or CMC-Cy5-GCG) was excited at 342
the donor absorption wavelength (440 nm). Indeed, comparison of the fluorescence spec- 343
tra of AMA-Cy5-TCT and CMC-Cy5-GCG with their respective single-labeled AMA-TCT = 344
and CMC-GCG duplexes revealed a dramatic decrease in the donor emission intensity at 345
550 nm together with a 7-fold increase in Cy5 signal at 674 nm. As expected for the selected 346
ds-DNAs, the energy transfer efficiency (Equation S2) was determined to be high (~81% 347
for AMA-Cy5-TCT and CMC-Cy5-GCG). Further, the addition of 1 equivalent of Cy5-TCT 348
was sufficient to almost reverse the intensity ratio at the emission maxima (Figure 8). Sim- 349
ilar experiments were also conducted with TM3HEF-labeled ODNs, but due to the absorp- 350
tion overlap of this dye with that of Cy5, the results were less satisfactory (Figures S22 & 351
523). 352

3. Conclusions 353

In summary, two promising fluorophores were synthesized from a 3HC scaffold on 354
which two different electron-donating (donor) moieties were connected at position 2. The =~ 355
resulting push—pull dyes exhibit absorption in the UV and visible range (ca. 370 and 440 356
nm) compatible with violet and blue laser excitation, substantial extinction coefficient (emax 357
240,000 M-1-cm for TdEAF), large Stokes shifts (~110-190 nm), and high quantumyields 358
(up to 60%). These two new 3HC-based emitters, with significantly improved photophys- 359
ical properties, were also successfully converted to phosphoramidite derivatives. Position 360
6 of the chromone core was chosen as the anchor point for assembly with the deoxyribose 361
surrogate, because any modification at this location has minimal impact on the photo- 362
physics of the dye. The corresponding amidites were then incorporated site-selectively 363
into single-stranded sequences with a variety of adjacent base compositions. TdEAF-la- 364
beled ODNSs retained all photophysical properties intact and showed improved photosta- 365
bility as well as high brightness (~ 13-24,000 M--cm™) regardless of the nature of the 366
neighboring base pairs, which is remarkable. The dye can substitute any natural nucleo- 367
base to give stable duplexes in B conformation, making it a universal base. Compared to 368
the brightest cyanine-styryl conjugate [16], which absorbs and fluoresces in comparable 369
visible ranges, TAEAF is at least twice as bright and its quantum yield is less sensitive to 370
the composition of surrounding bases. With respect to other established FNAs, TAEAF 371
appears to be a promising fluorescent tag for single-molecule applications due to its su- 372
perior brightness, improved photostability, and red-shifted absorption and emission [50]. 373
To make the most of the key features offered by this fluorescent reporter, an efficient FRET 374
system was developed in which the TAEAF label (tag) introduced within ss-ODNs acts as 375
a donor and, in the complementary strand, Cy5 operates as an acceptor with reduced 376
cross-excitation. Steady-state fluorescence studies demonstrated that the establishment of 377
this FRET couple results in a clear visual change in emission color from yellow to far-red 378
upon hybridization. To further increase the fluorogenic response, they are several possi- 379
bilities such as reducing the donor-acceptor distance, using an acceptor either with a 380
higher quantum yield or a more red-shifted fluorescence signal to limit cross-emission 381
[16]. Hence, this novel mega-Stokes FRET donor should find applications in studying NA 382
conformational changes in real time, developing diagnostic and screening tools, or imag- 383
ing specific RNA and DNA sequences in the far-red. 384
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II. Stratégie directe : Méthoxychromones

Publication 2

Les travaux précédemment décrits ont mis en évidence que dEAF, une fois incorporé dans
I’ADN, produisait une seule bande d’émission trés fortement décalée vers le rouge et qu’il
était moins sensible a la photodégradation. Le potentiel du dEAF a été mis en évidence
comme donneur pour du FRET. Cependant le type de marquage utilisé, liant cette
chromone au plus proche du squelette phosphodésoxyribose, n’a pas permis d’exploiter le
potentiel fluorogénique (off/on) du dEAF di a la faible différence d’intensité du signal de la
sonde avant et apres hybridation avec TADN cible. Pour pallier ce probléme, notre intérét
s’est porté alors sur une approche de marquage différente basée sur de la chimie click post-
synthétique qui nous a permis d’explorer plus aisément différentes positions et liens de
marquage. Par ailleurs pour renforcer la photostabilité du dEAF aux dégradations
radicalaires, le groupement hydroxyle libre de la chromone a été remplacé par un
groupement méthoxy (Figure 59, 3-MC). Cette substitution engendre potentiellement deux
modifications physicochimiques de la sonde : la premiere est la disparition du mécanisme
d’ESIPT, du fait de la disparition du proton labile, et la seconde est une différence de la

solubilité de la sonde et donc, des propriétés solvatochromiques.
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Figure 59. Développement des ODN marqué par des dérivés de méthoxychromone 3-MC a partir de la référence dEAF.
Nous avons synthétisé plusieurs dérivés de 3-MC, fonctionnalisés par un groupement
azoture ou alcyne, en vue de préparer les ODN marqués via la stratégie de modification
post-synthétique (CuAAC). Deux d’entre eux sont neutres (AIMF, AzMF) et les trois autres
sont chargés (AzMF+, AIMF-, AIMF+-), en vue d’augmenter la solubilité dans des milieux
aqueux et, éventuellement, d’accroitre l'affinité du brin marqué pour sa cible AN

complémentaire, par le biais d’interactions ioniques.

Dans un premier temps, nous avons « clické » le composé modele (AIMF) avec un nucléoside
«nu », fonctionnalisé par un groupement azoture en position 1’, pour obtenir AIMF-Nu

(Figure 60).
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Figure 60. Structure du nucléoside marqué AIMF-Nu.
Les études photophysiques comparatives concernant AIMF-Nu, AIMF et AzMF n’ont pas
révélé de différences notoires avec la sonde 3-MC de référence. Dans tous les cas on observe,
suite a 'augmentation de la polarité du solvant, un tres fort effet bathochrome au niveau
des longueurs d’onde d’absorption et émission, ainsi qu'une baisse du rendement quantique,
confirmant que les sondes dérivant de 3-MC sont de type Push-Pull. De plus, ces derniéres
montrent une trés grande sensibilité a ’hydratation, permettant d’envisager leur utilisation
dans le cadre d’expériences d’hybridation des AN. Enfin, elles sont plus photostables que la
chromone de référence avec ’hydroxyle en position 2 libre et stables a des pH supérieurs a

5, ce qui est compatible a leur utilisation dans un environnement physiologique.

Les 5 dérivés de la sonde 3-MC (AIMF, AzMF, AzMF+, AIMF-, AIMF+-, Figure 59) ont
ensuite été intégrés dans des séquences d’ADN simple-brins, fonctionnalisées par un
groupement alcyne ou azoture, via des réactions de « click » CuAAC. Les sondes ont été
introduites soit a I'extrémité 5’ de ’ODN, soit au milieu de la séquence, et sont reliés a’ODN

par des liens de nature et de longueur différentes (Figure 61).
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Figure 61. Structure des liens clicks sur 'ODN.
Les ODN fonctionnalisés devant étre clickés, conceptualisés par nos soins, ont été

synthétisés par '’entreprise Microsynth®.

En ce qui concerne la réaction « click », il faut noter que le protocole CuAAC est le fruit
d’'une optimisation précise des conditions expérimentales. En effet, la réaction de CuAAC
entre les ODN et une molécule organique est tres contraignante. Dans la majorité des cas,
la solubilité des ODNs et celle des sondes sont opposées. L’ODN est soluble et stable dans
I'eau ainsi que dans certains solvants polaires/protiques (MeOH), alors que la plupart des
sondes organiques, apolaires, s’agrégent dans ces milieux. Il est donc nécessaire de trouver
un mélange de solvants adéquat pour que la CuAAC fonctionne avec un ODN et une sonde
soluble. Par ailleurs, comme décrit dans le chapitre 1 (p.59), la réaction de CuAAC dépend
du nombre d’équivalents utilisé pour chaque réactif. Afin d’optimiser les rendements

réactionnels des CuAAC, il a donc été nécessaire de :
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1. Trouver un mélange de solvants adéquat pour que la CuAAC fonctionne avec un
ODN et une sonde soluble. (Exemples de solvants utilisés : H.O/MeOH, H2.O/DMSO,
H2O/DMF).

2. Trouver le ligand de CuAAC le mieux adapté a ce mélange de solvants, afin d’obtenir
de meilleurs rendements. (Exemples de ligands utilisés : TBTA, THPTA, BTTES).

3. Optimiser le nombre d’équivalents du mélange ligand/cuivre, de la sonde ainsi que
du réducteur (ascorbate de sodium), pour que la réaction fonctionne avec de bon

rendement.

L’optimisation de ces parametres nous a permis d obtenir dix séquences d’ODNss marquées,
avec des taux de conversion compris entre 60 et 95%, suivant la sonde utilisée. Ces ODN
ont ensuite été purifiés par HPLC semi-préparative (gradient de tampon TEAB

(triethylamonium bicarbonate)/acétonitrile ; (Méthode en SI).

Les analyses des propriétés photophysiques des 10 séquences d’ODNss marquées ont ensuite

été effectuées et leur hybridation avec le brin ODN complémentaire a été étudiée.

Les résultats ont révélé que lorsque la sonde était en position 5’ de 'ODN (Y, V), aucune
augmentation de fluorescence lors de I'hybridation n’était observée. Au contraire, une
diminution de la fluorescence avait lieu. Celle-ci pourrait s’expliquer par un éloignement
de la sonde par rapport a ’ODN, suite a I’hybridation. Lorsque la sonde se situe au milieu
de la séquence ODN, la longueur du lien semble jouer un rdle essentiel pour obtenir une
amplification significative de fluorescence lors de I'hybridation, ainsi qu'un déplacement
vers le rouge du maximum d’absorption a I’hybridation. Ainsi, les sondes de type Z et Xs ne
sont que peu fluorogéniques lors de I'hybridation a ’'ODN, alors que celle de type X conduit
aux meilleurs résultats. Il se pourrait donc que seul dans ce dernier cas, le lien soit
suffisamment long et flexible pour permettre un repliement de la sonde, propice a son
intercalation ou a sa liaison au sillon de ’ADN. Dans le cas ot la sonde est directement reliée
en position 1’ d’'un sucre (W), les résultats semblent démontrer une intercalation dans le
duplexe. Enfin, seules les sondes positionnées entre deux résidus Thymine ou Adénine dans

les simple-brins conduisent a de bons résultats (amplification du signal de fluorescence d'un
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facteur 13), celles situées entre deux résidus Cytosine ne conduisant qu'a de faibles
variations de fluorescence lors de I'hybridation. Ceci pourrait s’expliquer par la capacité des
bases Guanine, complémentaires des bases Cytosine dans le duplexe, d’éteindre les sondes

fluorescentes voisines, par le biais du mécanisme PET (p.37).

Les études concernant ce travail et les résultats obtenus ont été publiés dans I’article suivant
du journal Molecules (cf vide infra) dans la section Medicinal chemistry pour I'édition
spéciale Fluorescent Probes in Pharmaceutical and Drug Design Applications: Quantum
Chemistry-Based Design, Synthesis, Photophysical and Chemical Properties, Biological
Applications.
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Abstract: The intensive research for hybridization probes based on organic molecules with fluorogenic
properties is currently attracting particular attention due to their potential to efficiently recognize
different DNA conformations and the local environment. However, most established organic chro-
mophores do not meet the requirements of this task, as they do not exhibit good brightness in aqueous
buffer media, develop aggregation and/or are not easily conjugated to oligodeoxynucleotides (ODNSs)
while keeping their photophysics intact. Herein, an important modification strategy was employed
for a well-known fluorophore, 2-(4-(diethylamino)phenyl)-3-hydroxychromone (dEAF). Although
this push—pull dye absorbs intensively in the visible range and shows emission with large Stokes
shifts in all organic solvents, it is strongly quenched in water. This Achilles” heel prompted us to
implement a new strategy to obtain a series of dyes that retain all the photophysical features of
dEAF in water, conjugate readily with oligonucleotides, and furthermore demonstrate sensitivity to
hydration, thus paving the way for a high-performance fluorogenic DNA hybridization probe.

Keywords: fluorescent dyes; chromones; post-synthetic ODN labeling; hybridization; fluorogenic
sensing; multistep synthesis

1. Introduction

The use of hybridization probes composed of organic fluorophores attached to single
strands (ss) of nucleic acids has found broad applications in nanotechnology, diagnostics,
biology, and medicinal chemistry [1-3]. Among organic labels, fluorescence reporters that
“turn on” their emission (fluorogenic dyes) in response to interactions with their target are
very attractive [4-6]. Ideally, this technique should exclude the double labeling required
for quenching, energy transfer or excimer formation. This preference can be justified by the
fact that the production of doubly labeled nucleic acid probes is associated with synthesis
and purification issues, which also results in a higher production cost. For instance, the
main source of error in detection methods based on Forster resonance energy transfer
(FRET) is due to the absence of one of the partners of the FRET pair, which leads to false
results [7]. The use of a unique marker should limit these complications and simplify the
implementation of the technology. To this end, upon interactions with the target, the single
fluorescent reporter should generate a novel fluorescence signal that can be recorded and
interpreted (e.g., through a change in intensity, anisotropy, lifetime, or color). In addition,
these tools should provide more convenient staining protocols as they should not require
additional washing of excess reagents. This feature is particularly attractive for diagnostic
and imaging applications. Although amplification of signal change is an important criterion
for biological applications, other desired properties include absorption in the visible range,
high brightness, large Stokes shifts, and significant photostability to limit photobleaching.

Molecules 2022, 27, 2267. https:/ /doi.org/10.3390/molecules27072267
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However, fulfilling all these requirements presents a challenge. Several groups have
taken advantage of cyanine-derived dyes whose fluorescence emission is sensitive to
viscosity [8,9]. The ability of these fluorophores to increase their signal intensity in rigid
media has been used in the construction of forced-intercalation (FIT) probes [10]. FIT probes
were first designed as PNA (peptide nucleic acid) or DNA containing a single cyanine
(e.g., thiazole orange, TO). TO was covalently introduced as a nucleobase substitute. In their
single-stranded form, probes incorporating TO exhibit low fluorescence. The formation
of the probe-target duplex forces the intercalation of TO between the vicinal flat aromatic
nucleobases and lights up its emission (10-fold increase in fluorescence). The performance
of the probe can be further improved either by introducing modified nucleotides around it
(gapmer) [11], by coupling a second partner for FRET or contact quenching [12,13].

In our project, we sought to exploit another option to turn on the fluorescence signal
and for this, we propose to harness the peculiar properties of the known 2-(4-(diethylamino)
phenyl)-3-hydroxychromone (dEAF, Scheme 1) [14,15]. This fluorophore belongs to the
family of push—pull dyes demonstrating a Donor-7t-Acceptor (D-7t-A) relationship. The flu-
orophore dEAF incorporates in its structure a strong donor substituent—the diethylamino
group—electronically coupled to the carbonyl acceptor group. It absorbs intensively in the
visible range, exhibits large Stokes shifts in polar solvents, and is emissive in all screened
solvents except water where it is strongly quenched. Consequently, shielding the dye
from bulk water results in a turn-on of its emission (fluorogenicity), and thus a substantial
increase of the signal-to-noise ratio (SNR). This fluorogenic behavior is expected when the
labeled DNA single strand anneals to its target, as the environment of the formed duplex is
hydrophobic on the inside and its grooves are less hydrated than the bulk water [16,17].

0]
NJ\/\'L+ I OMe
| 0

(o)
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N o

AzMF+
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Scheme 1. Chemical structures of the parent chromone (dEAF) as well as the azido (AzMF) and
alkynyl (AIMF) derivatives developed for click-type post-synthetic DNA labeling. Systematic
flavonoid numbering was displayed on the original core.

Our objective was to synthesize labeled oligodeoxynucleotides (ODNs) with turn-on
emission after annealing with their complementary strand. As a convenient and straight-
forward access, we selected an ODN labeling through a post-synthetic CuAAC coupling.
For this purpose, we had to synthesize the corresponding azido and ethynyl derivatives of
the reference 3-hydroxychromone dEAF (Scheme 1). Position 6 of the chromone scaffold
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was preferred because chemical modification at this location should have minimal impact
on the photophysics of the dye since it is not conjugated with the 4-ketone. The methoxy
group was preferred over the hydroxyl group to radically improve the photostability of
the chromone [18]. Three labeling methods were considered to allow for various modes
of interaction of the dye with the double-stranded (ds) DNA (Figure 1). In ss-DNA 1, the
fluorophore will substitute for a natural base and be positioned at the central position of the
strand. After hybridization, it will be forced to intercalate (ds-DNA 1). For ss-DNA 2-3,
the dye will be connected to a central or terminal position via a flexible tether. In the case
of ds-DNA 2-3, the fluorescent reporter will be free to interact with the duplex either by
intercalation/ 7-stacking or by groove binding. For our research program, we considered
all options (1,2 and 3).

. ss-DNA3

ds-DNA 1 ds-DNA 2 ds-DNA 3

Figure 1. Schematic representation of the three ways to fluorescently label ODNs (ss-DNA 1-3) and
turn on their emission upon hybridization (ds-DNA 1-3).

Herein, we report the synthesis and application of the critically modified dEAF deriva-
tives with a significant increase in the water solubility and photostability while keeping
intact, the rest of the photophysics. These modified dyes were also designed to be rapidly
conjugated to ODNs using standard CuAAC click-chemistry protocol [19,20]. All syn-
thesized probes are environment-sensitive and exhibit typical fluorogenic features upon
hybridization. We investigated the solvent-dependent photophysical properties of the
fluorophores using steady-state spectroscopic techniques before moving on to applica-
tions. Next, we adopted a post-synthetic approach to tag with them, a variety of ss-ODNs
and explored their potential to sense the hybridization process upon interaction with the
complementary sequence using UV-Vis and fluorescence spectroscopies.

2. Results and Discussion
2.1. Synthesis

The 3-Hydoxychromones (3HCs) are very popular in the photophysics community
for their unique ability to display environmentally sensitive excited-state intramolecular
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proton transfer (ESIPT), their ease of preparation, and their relatively high brightness con-
sidering their modest size. This atypical photophysical signature arises from the presence
of a hydroxyl group vicinal to the ketone. However, this OH group reacts rapidly by
photochemistry when irradiated by a high intensity light source (usually the laser required
for bioimaging related studies), which induces a low photostability. To counteract this
problem, we decided to replace the hydroxyl with a methoxy group [16]. This simple
modification significantly increases the photostability of the probe and, at the same time,
simplifies the photophysics by preventing the ESIPT reaction from occurring.

We also introduced the diethylamino group into the conjugation, strategically posi-
tioned to act as a donor for these push—pull probes. This incorporation is known to shift
the absorption and emission to longer wavelengths compared to the parent chromophore,
making it more attractive for bioimaging applications. In our group, diethylaminohydrox-
yflavone has already been studied; it offers attractive photophysical properties such as large
Stokes shifts, red-shifted emission wavelengths, and high quantum yields in non-aqueous
media. On this basis, the methoxy version was therefore a logical next step in our research
project on probe engineering for application in DNA sensing. Two molecules were devel-
oped with an alkyne (AIMF) and azide (AzMF) functional group, making them easy to
conjugate with the target of interest through a Cu(I)-mediated click chemistry approach. It
is noteworthy that these anchor points were located at position 6 (Scheme 1), as modifying
this position of the benzo ring should not generate changes in photophysics. Indeed, this
position is not mesomerically coupled to the acceptor carbonyl group and the inductive
effects are negligible at four bonds away. Thus, this is an appropriate location to bind
fluorescence reporters to DNA.

The chromone core for AIMF was synthesized according to our previously reported
strategy [21]. As for the methylation of the 3-OH group, it was performed following an
in-house protocol based on phase-transfer conditions (PTC) to afford the corresponding
methyl ether 2 (Scheme 2) [22]. The ethynyl moiety was finally introduced using a standard
Sonogashira coupling with TMS-acetylene. Subsequent cleavage of the silyl group provided
AIMF, the first targeted fluorescent label.

NS

Scheme 2. Synthetic routes to AIMF and AzMF: (a) Me;SOy (4 eq.), 18-crown-6 (7 mol%), KOH,
H,O/DCM, rt, 88%. (b) TMS-acetylene (3 eq.), TEA (10 eq.), Cul (20 mol%), PdCl,(PPhsz)3 (20 mol%),
DME, 70 °C. (c) K,CO3, MeOH, rt, 64% over 2 steps. (d) p-Diethylaminobenzaldehyde (1.05 eq.),
NaOH (1.05 eq.), HyO,, MeOH, rt, 97%. (e) HBr (47% in HO), reflux, quant. (f) NaN3 (1.5 eq.),
Acetone/DME. (g) Me;SOy (4 eq.), 18-crown-6 (7 mol%), KOH, H,O/DCM, rt, 70% over 2 steps.
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To avoid coupling the azide directly to the aromatic ring [23], an alternative synthetic
route was considered for AzME. The first step consists in the construction of the 3HC
scaffold via an Algar-Flynn-Oyamada reaction [24] between p-diethylaminobenzaldehyde
and 3 bearing a benzylic chloride, which was concomitantly displaced by a methoxide anion
to yield 4. Then, using harsh acidic conditions with conc. aqueous HBr solution, a bromide
was incorporated in place of the methoxy group. A nucleophilic substitution on this benzyl
position introduced the azide functionality required for post-synthetic labeling. Finally,
to obtain AzMF, the 3-hydroxyl group was methylated using the same PTC procedure as
AIMF (vide supra).

It is worth mentioning that the conversion of the 3-OH into the 3-OMe group induces
a drop in the hydrophilicity of the chromophore. To counterbalance this effect, three linkers
were designed to significantly improve the hydrophilic character of AIMF and AzMF. By
introducing this type of tethers, we also wanted to study the influence of the charge on the
photophysical and DNA interaction properties of the dye. The first one carries a negative
charge (AIMF—), while the second a positive one (AzMF+) and the last is a zwitterionic
label (AIMF+—) (Scheme 3). The synthetic procedure of these three charged fluorophores
is very similar to the AIMF and AzMF models.

c)

Scheme 3. Synthetic routes to AIMF—, AIMF+—, and AzMF+: (a) Me;SOy (4 eq.), 18-crown-6
(7 mol%), KOH, H,O/DCM, 80%. (b) K,CO3 (2.5 eq.), H;O/DME, [AIMF—, 95%], [AIMF+—, 36%].
(c) THE, 63%.

The first step, conversely to AzME, is the establishment of the methoxy group leading
to 7. Since the introduction of a charge will complicate the purification process, it is wise
to perform it in the last stage. The final step is the substitution of the benzyl bromide of
7 by three small amino molecules, two of them are described here for the first time (PYAPS,
Me-PYAPS, Scheme 4). Note that owing to these clickable connectors, it is now possible to
convert any fluorophore bearing a functional group which is prone to substitution on its
main architecture, into its ionic conjugate with significantly increases water solubility. In
this way, the possibility of modifying lipophilic probes for use in a polar solvent is opened.
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Scheme 4. Synthetic pathways for the linkers PYAPS, Me-PYAPS, and DMAZ: (a) CH3CN, 72%.
(b) Formol, formic acid, quant. (c) NaNj3 (3 eq.), H,O, quant.

2.2. Photophysics

To obtain an idea about the photophysical behavior of these fluorescent dyes in a
DNA environment, a simple clicked model compound was designed, with the hope that
this modified nucleoside could simulate the same photophysics. Thus, AIMF-Nu was
synthesized using a standard CuAAC approach where AIMF was efficiently clicked with
the 3/,5'-bis-toluoyl azido sugar 8, followed by cleavage of the esters of 9 by methanolysis
(Scheme 5).

p-TolO p-TolO N3
a)
(o . I o
pTolo ©l p-TolO g
HO o) p-TolO
o]
OH AIMF-Nu pTol0 9

Scheme 5. Synthetic access to the AIMF-derived model nucleoside AIMF-Nu: (a) NaN3 (5 eq.),
Acetone, 0 °C, 80%. (b) DIPEA (12 eq.), AcOH (6 eq.), Cul (2.8 eq.), DCE, 40 °C, 98%. (c) K,CO3,
MeOH/DCM, 35 °C, 56%.

Our photophysical characterization began by investigating the spectroscopic features
of these three dEAF-based fluorophores in methoxy series (AIMF, AzMF, and AIMF-Nu)
in several solvent environments with varying polarity and H-bonding ability. All of these
three dyes follow the same trend in their absorption and emission properties, including
quantum yields, in accordance with our expectations (Table S1, Supplementary Materials).
Those values are comparable to those of the reference methoxychromone (dEAMF) [18],
without significant differences. For example, in MeOH, the maxima of the absorption and
emission spectra oscillate between 405-410 nm and 529-533 nm (P = 4.1-5%), respectively
for AIMF, AzMEF, and AIMF-Nu, significantly close to the dEAMF photophysical features
(Aaps = 405 nm, Ag,, =501 nm, @ = 4.7%). These results confirmed that modifications
introduced at position 6 have little influence on the photophysics compared to the parent
chromone. Since AIMF, AzMEF, and AIMF-Nu belong to a class of push—pull dyes, they
show a progressive redshift in absorption and emission maxima when moving from a lower
to a higher polarity solvent, as expected (positive solvatochromism, Figure 2 and Table S1,
Supplementary Materials).
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Figure 2. Absorption (a) and fluorescence (b) spectra of AIMF-Nu.

However, these bathochromic shifts are more pronounced in emission than in absorp-
tion (e.g., for AIMF-Nu, compare the wavelength range between toluene and MeOH in
absorption 391-407 nm and emission 448-529 nm, AA =16 vs. 81 nm). In line with dEAMF
and other similar chromones conjugating strong electron-donating groups, this observation
indicates that even though the dipole moments have parallel directions, the one in the
excited state is larger than that in the ground state [25]. This means that the stabilization of
the excited state by the solvent is therefore more important, and consequently the excited
state has a greater sensitivity to polarity. As for the reference 3-methoxychromone dEAMF,
low quantum yields were noticed in polar protic solvents, while high efficiencies were
observed in apolar media. Such behavior is typical of push-pull dyes.

Interestingly, AIMF exhibits an exquisite sensitivity to the local hydration rate via
three channels of information: a bathochromic A-shift in absorption and emission as well
as fluorescence intensity. Indeed, hydration studies revealed that increasing the water
content to 10% results in a radical drop in quantum yield of ca. 50% (Figure 3 and Table S2,
Supplementary Materials). This represents the most desirable feature for our developed
dyes, as it opens the door to turn-on hybridization applications. Indeed, accommodation
or base stacking of the reporter upon annealing should shield it from a water exposure and
lead to a fluorescence signal enhancement.

0% 1.0 4
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2%
4%
6%
8%
—10%
—15%
—20%
— 30%
40%
50%
60%

o
™
1

o
o
1
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o
N
1
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0.0

-7 7 777 T T T ¥ T ¥ T ¥ T v T v T
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Figure 3. Absorption (a) and fluorescence (b) responses of AIMF to hydration. Data were recorded
in gradual mixtures of water in THE.
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To discover whether the advanced photophysics of the labels are compatible with a
physiological environment, a pH titration was performed and provided a pK, value of
approx. 3.7 (Figures S1 and S2, Supplementary Materials). This result guarantees a stable
fluorescence intensity over a comfortable working pH range of 5 to strongly basic media
without risking a possible protonation of the tertiary aniline, the concomitant loss of the
push—pull relationship and its associated photophysical properties. The photostability
of the fluorescent markers was also checked to ensure that they are suitable for laser
excitations, typical of bioimaging detection. To do so, the considered fluorophores were
irradiated for 1 h with high-intensity xenon light at their absorption maximum, while
monitoring their fluorescence intensity in protic and non-protic media. The decay in the
number of photons collected by the detector means that a part of the dye population is
photobleached. As a result, it is clear that methoxy derivatives (AzMF and AIMF) are
considerably more photostable than their hydroxy counterparts (AIHF and the standard
D-7-A 3HC dEAF), even more than the reference push—pull fluorophore, Prodan, which is
an asset to be emphasized (Figure 4 and Figure S3, Supplementary Materials).

10i
80

6

4
20
0

AzMF AIMF AIHF dMAF Prodan

Wt=0s Mt=3600s(Toluene) Mt=3600s(EtOH)

o

o

(=]

Fluorescence Intensity (%)

Figure 4. Photobleaching evolution of AzMF, AIMF, AIHF, and push—pull references dMAF and
Prodan over the course of a one-hour experiment in toluene and EtOH.

As for the charged conjugates, the pK value and photostability were preserved
since no modifications of the aniline moiety and the conjugation were made. In compar-
ison with the reference compound AIMF, the main difference lies in the solvatochromic
character. The positively charged and zwitterionic derivatives, respectively AIMF+ and
AIMF+—, displayed many differences from the neutral form (Table S3 and Figures 54-59,
Supplementary Materials), such as solvatochromism in absorption and emission; the sol-
vatofluorochromism being more exacerbated. These effects are less pronounced for the
negatively charged AIMF—. One of the possible explanations is based on the distance
and position of the charge with respect to the push—pull core (Scheme 3). The electric field
produced by the proximal positive charge and the electron-rich carbonyl oxygen leads to
an increase in the push—pull relationship between the donor and the acceptor. This results
in a red-shifted absorption and emission of fluorophores [26], which is the consequence
of what is known as the Stark effect, already reported for dEAMF (Figure 5 and Table S3,
Supplementary Materials) [25].
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Figure 5. Photophysical comparison of neutral and charged dyes in THF. Dashed and solid lines refer
to absorbance and fluorescence observables, respectively.

2.3. Spectroscopic Studies of Labeled ODNs

In this study, a post-synthetic CuAAC strategy was adopted with our synthesized
push—pull dyes to tag single-stranded (ss) ODNs bearing varied azide and alkyne mod-
ifications. In order to optimize the fluorescence turn-on upon hybridization, sequences
of diverse composition (AT- and GC-rich, polyA) with various linkers differing in size,
flexibility, position onto the nucleotide, and location on the strand were selected (Table 1).
Indeed, with a more or less short tether, three of them consist in a C5-modification of a
central T base, and two others are positioned at the 5'-end. Finally, the last connector is
ultra-short since it is directly attached to the anomeric position of the ribose unit, and
thus allows the substitution of a nucleobase. By combining all these transformations, 10
sequences could be labeled and screened for their fluorogenic behavior upon hybridization
(Table 1 and Table S4, Supplementary Materials).

A classical Cu(I)-mediated click protocol was employed to fluorescently label the
listed ODNs. Once clicked onto the ODNS, since the charged conjugates demonstrated
very similar photophysics to AIMF and AzMF (Tables S1-53, Supplementary Materials)
as well as to keep the work compact and concise, only AIMF and AzMF were described
in the hybridization studies. As noticed in former works, post-synthetic click reaction is
very sensitive to the type of fluorophores used. In fact, the main issue in ODN labeling
is related to the solubility of the dye. Another important point is the concentration of
each reagent; a slight modification can drastically affect the yields. The ligand employed
proves to be the cornerstone for obtaining outstanding yields. Starting the screening with
the first-generation copper ligand (TBTA), labeling yields limited to 20% were observed;
this is probably due to its poor solubility in water. Next, the water-soluble THPTA ligand
was tested, and a clear improvement in performance was noticed, as the yield was more
than doubled (reaching about 50%). Finally, using one of the latest generation ligands,
BTTES, excellent yields were achieved (~90%) [27]. All labeled ODNs were analyzed and
purified by RP-HPLC (Figures S10 and S11, Supplementary Materials). Their integrity and
mass were confirmed by spectrophotometry and HRMS (Tables S5 and S6, Supplementary
Materials). Indeed, labeled ODNSs bear a typical signature in UV-Vis spectroscopy, corre-
sponding to the absorption ratio between 260 nm (nucleobases) and 420450 nm (clicked
fluorophore), which should match with the ratio of their extinction coefficient (for dyes:
Emax ~ 41,000 M~ 1.cm™1).
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Table 1. Azide- and alkyne-functionalized ODNs used for post-synthetic fluorescent labeling with
engineered dyes.

Sequence Functionalization (Y, X, Xs, V, Zand W) *
¢ 4 Re~~~o-f
5-YCAG TCG CTC GCT GAC-3 N,/v\g’ o-g_-o &
5-YGCA AAA TTT AAA ACG-3/ Oy
5/-CAG TCG CXC GCT GAC-3/ g R 4
[+]
5-GCA AAA TXT AAA ACG-3' ;-*;-’_-oj =
(]
5-GCA AAA AAA AXA AAA AAA ACG-3/ oy
[¢} 0 H
N /\/N
5-GCA AAA TXsT AAA ACG-3' $—$-0 ‘; N
(o]
o, ",
X~ h
0-P-0 &
5'-VGCA AAA TTT AAA ACG-3/ H
oL “‘,
P
0 7
Z
HN ) il
[¢]
5-GCA AAA TZT AAA ACG-3/ -0 ‘; i
P |
o, f

5'-GCA AAATWT AAA ACG-3'

o III
5-GCA AAA AAA AWA AAA AAA ACG-3/

* Linkers ending in an azido group or a terminal alkyne are depicted in indigo or green, respectively.

First, the room temperature stability of the duplexes—formed from ss-ODNs modified
with our dyes—was controlled by determining their melting temperature (Tables S7 and S8
and Figures S12-514, Supplementary Materials). Then, the photophysical properties of the
labeled ss-ODNs and their ds-constructs—obtained after hybridization of the complemen-
tary strand—were investigated (Table 2, charged probes in Table S9 and Figures 515-517,
Supplementary Materials). Interestingly, when the dyes were bound at the 5'-end, no
increase in fluorescence intensity was noted and this observation was true for all sequence
types with their respective linkers (Figures S18 and S19, Supplementary Materials). It
is worth mentioning that the maximum fluorescent enhancement was obtained for the
AT-rich context with the X-linker, while the most red-shifted absorption was remarked for
the W-linker, i.e., the ethynyl-ribose located in the middle of the sequence.
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Table 2. Photophysical features of the considered ODNs labeled with AIMF and AzMF.
Aabs (nm) 2 Afm (nm) ® D (%) ©
Sequences
AIMF AzMF AIMF AzMF AIMF AzMF

YCAG 426 — 542 — 17 —
YCAG-GTC 427 — 543 — 7 —
YGCA 431 — 542 — 12 —
YGCA-CGT 429 — 544 — 5 —
CXC 424 — 542 — 21 —_
CXC-GAG 427 — 542 — 15 —
TXT 432 —_ 542 — 16 —
TXT-AAA 449 — 546 — 41 —
AXA 432 — 550 — 11 —
AXA-TAT 441 — 547 — 34 —
TXsT 433 — 539 — 24 —
TXsT-AAA 430 — 542 — 22 —
VGCA — 427 — 545 — 12
VGCA-CGT — 421 — 545 = 5
TZT — 430 — 545 — 16
TZT-AAA — 431 — 545 — 28
TWT — 431 — 547 — 15
TWT-AAA — 437 — 542 — 30
AWA — 428 — 552 — 8
AWA.-TAT — 429 — 531 = 34

 Position of the absorption band maximum; b Position of the emission band maximum; © Quantum yield
determined using p-dimethylaminoflavone (AMAF) in EtOH (Agy = 404 nm, ¢ = 27%) as a standard [28]. Linkers
ending in an azido group or a terminal alkyne are depicted in indigo or green, respectively.

Note that those functionalized with the Z- and Xs-linkers showed only a small to
almost no increment. These results clearly suggest that the chain length of the tether
is crucial to obtain a turn-on emission upon hybridization. This would explain why Z-
and Xs-linkers with medium-sized chain lengths do not allow a proper folding of the tag
and thus, displayed almost no change in their fluorescence emission. Conversely, when
the linker is long enough such as X, it provides sufficient flexibility for the fluorescent
marker to interact with the grooves or force the intercalation during annealing. Thus,
shielding its exposure to water allows the dye to recover its fluorescence potential and
causes, in addition, redshifts in absorption by accommodation or stacking with adjacent
nucleobases. Similarly, when the linker is short such as W and directly connected to the
deoxyribose moiety, the clicked fluorophore is forced to intercalate inside the duplex with
the neighboring base pairs, leading to the same photophysical conclusion as for X-tether
(@ 7, red-shifted A ppg).

In all the cases, the duplex formation was confirmed by an almost 2-fold increase
in absorption at 260 nm. For the GC-rich sequence, almost no notable change in fluores-
cence intensity upon hybridization was detected. This can be explained by the reducing
propensity of the guanine base, which is known to quench most of the fluorophores by
photoinduced electron transfer (PET) process [1,29]. Alternatively, GC-rich duplexes being
more stable are perhaps less prone to fluorophore intercalation.

It is worth noting that in all labeled sequences studied, absorption maxima of single-
and double-stranded probes are identical to those of the hydrophilic charged dyes in
bulk water (Aaps ~ 430 nm, Table 2, Tables S2 and S3, Supplementary Materials). This
is therefore evidence of a highly hydrated environment around the fluorescent reporter,
with the exception of the TXT vs. TXT-AAA and to a lesser extent AXA vs. AXA-TAT
combinations for which a significant bathochromic shift is observed upon hybridization
(10-20 nm). This result confirmed the ability of the aromatic fluorophore AIMF to stack
with the neighboring base pairs [30].

To determine accordingly the highest fluorescence amplification from ss- to ds-ODNs
labeled with AIMF, given that a 20-nm redshift occurred between the two contexts, the
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entire absorption range was examined to define the most appropriate excitation wavelength
(TXT vs. TXT-AAA, Table 3 and Figure 6 and Figure S20, Supplementary Materials). It was
clear that excitation in the red edge of the ss absorption band should trigger a lower ss
emission and thus, a higher contrast. Nevertheless, exciting too far from the absorption
maximum should affect the brightness considerably. A good balance was found at the
argon laser excitation (490-nm region), where a remarkable 13-fold fluorogenic turn-on
was noticed, as attested by the bright green—yellow color of the cuvette inserts. With
respect to the AXA sequence, almost a manifold fluorescence increase was recorded upon
hybridization (AXA vs. AXA-TAT, Table S10 and Figure 521, Supplementary Materials).
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Figure 6. Absorbance (dashed) and fluorescence (solid) observables of TXT and TXT-AAA
(488-nm excitation).

Table 3. Spectroscopic properties of TXT labeled with AIMF.

Mg (aum) @ TXT TXT-AAA Absorl?tivity Fluorescenc.e .
Brightness (L-mol~1.cm~1) Ratio © Intensity Ratio

430 6560 15,265 0.78 1.8

450 5350 16,810 141 3.7

480 1476 7572 1.84 10.4
490 764 4301 1.98 13.1
500 381 2054 1.96 13.4
510 212 760 1.90 12.9

2 Screening of the excitation wavelength; ® Brightness calculation: absorptivity at the excitation wavelength x
Quantum Yield; ¢ Absorbance of ds/ Absorbance of ss; ¢ Fluorescence intensity of ds/Fluorescence intensity of ss.

3. Materials and Methods
3.1. General Procedures

All reactions involving air- and water-sensitive conditions were performed in oven-
dried glassware under argon by using Schlenk techniques employing a dual vacuum/argon
manifold system and dry solvents. The synthetic intermediates were initially co-evaporated
twice with toluene and dried in vacuo before use. All chemical reagents were purchased
from commercial sources (Sigma-Aldrich (Saint-Louis, MO, USA), Acros (Geel, Belgium),
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Alfa Aesar (Heysham, Lancashire, UK)) and were used as supplied. Anhydrous solvents
were obtained according to standard procedures [31]. The reactions were monitored
simultaneously by liquid chromatography-mass spectrometry (LC-MS) and thin-layer chro-
matography (TLC, silica gel 60 F254 plates). Compounds were visualized on TLC plates by
both UV radiation (254 and 365 nm) and spraying with a staining agent (phosphomolybdic
acid, KMnOy or ninhydrin) followed by subsequent warming with a heat gun. Column
chromatography was performed with flash silica gel (40—63 um) with the indicated solvent
system using gradients of increasing polarity in most cases [32]. All NMR spectra ('H,
13C, and 2D) were recorded on 200 or 400 MHz Bruker advance spectrometers (Bruker,
Billerica, MA, USA). The 'H-NMR (200 and 400 MHz) and 3C{'H}-NMR (50 and 101
MHz, recorded with complete proton decoupling) spectra were obtained with samples
dissolved in CDCl3, CD,Cl,, CD30D or DMSO-d¢ with the residual solvent signals used
as internal references: 7.26 ppm for CHCl3, 5.32 ppm for CDHCly, 3.31 ppm for CD,HOD,
2.50 ppm for (CD3)(CD,H)S(O) regarding 'H-NMR experiments, and 77.2 ppm for CDCl3,
53.8 ppm for CD,Cl,, 49.0 ppm for CD;0D, 39.4 ppm for (CD3),S(O) concerning >*C-NMR
experiments [33]. Chemical shifts (5) are given in ppm to the nearest 0.01 ('H) or 0.1 ppm
(13C). The coupling constants (]) are given in hertz (Hz). The signals are reported as follows
(s = singlet, d = doublet, t = triplet, m = multiplet, br = broad). Assignments of H and
BBC.NMR signals were achieved with the help of D/H exchange, COSY, HMQC, HSQC,
NOESY and HMBC experiments (Figures 522-538). LC-MS spectra were recorded using
an ion trap Esquire 3000 Plus mass spectrometer (Bruker, Billerica, MA, USA) equipped
with an electrospray ionization (ESI) source in both positive and negative modes. High-
resolution mass spectrometry (HRMS) was conducted with a hybrid ion trap-Orbitrap
mass spectrometer (Thermo Fisher Scientific, Bremen, Germany)—combining quadrupole
precursor selection with high-resolution and accurate-mass Orbitrap detection—using
ESI techniques. Systematic flavone and nucleoside nomenclatures are used below for
the spectral assignment of each synthesized derivative (Schemes 51-54, Supplementary
Materials). All solvents for absorption and fluorescence experiments were of spectroscopic
grade. Absorbance spectra were recorded on a Cary 100 Bio UV-Vis spectrophotometer
(Varian/Agilent, Palo Alto, CA, USA) using Suprasi1® quartz 500-pL cuvettes (Haraeus,
Hanau, Germany) with 1-cm path length. Stock solutions of the fluorescent nucleoside
or ODNs were prepared using THF or Milli-Q® water (Merck Millipore, Burlington, MA,
USA). The nucleoside sample used for spectroscopic measurements contained ~0.2% (v/v)
of the stock solution solvent. Fluorescence measurements were conducted on a Fluoro-
Max 4.0 spectrofluorometer (Jobin Yvon, Horiba, Kyoto, Japan) with a thermostatically
controlled cell compartment at 20 + 0.5 °C with slits open to 2 nm and were corrected for
Raman scattering, lamp fluctuations and instrumental wavelength-dependent bias. Emis-
sion spectra were performed with an absorbance of about 0.05. The excitation wavelength
corresponds to the absorption maximum of the considered sample, except when specified.
Quantum yields were corrected according to the variation of the refractive index of the
different solvents. They were determined by using p-DiMethylAminoFlavone (DMAF) in
EtOH (Agy = 404 nm, & = 27%) as a reference [28], with +10% mean standard deviation.
Fluorescent nucleoside AIMF-Nu was analyzed in duplicate at 10 and 2 puM, respectively
for UV-Vis and fluorescence measurements. Labeled ODNs were analyzed in duplicate
at 2 uM in phosphate-buffered saline pH 7.4 (50 mM sodium phosphate, 150 mM NacCl).
In order to ensure reproducibility of hybridization and therefore of measurements, the
double-stranded samples were first denatured and then cooled to room temperature.

3.2. Synthetic Procedures

6-Bromo-2-(4-diethylamino)phenyl-3-hydroxy-4H-chromen-4-one (1): 1-(5-Bromo-2-hydrox-
yphenyl)ethanone (1.7 g, 7.75 mmol, 1 eq.) and 4-(diethylamino)benzaldehyde (1.56 g, 8.52
mmol, 1.1 eq.) were solubilized in 1,2-dichloroethane (10 mL) and morpholine (10 mL).
The reaction solution was irradiated by microwave (25 min, 100 °C, 200 W). The volatiles
were removed in vacuo to give a reddish brown solid, which was solubilized in ethanol
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(15 mL). To the stirred mixture cooled in an ice bath, were added sequentially an aq. 5 M
NaOH solution (20 mL, 13 eq.) and H,O; (30% w/w in H,O, 7.65 mL, 10 eq.). After stirring
overnight, the mixture was neutralized by an aq. 1 N HCI solution, and the resulting
precipitate was filtered and washed with water and cyclohexane sequentially. Compound
1 was obtained as an orange solid. (2.24 g, 77%). R¢ = 0.38 (Toluene/ Acetone 4:1) or 0.58
(DCM/MeOH, 99.5:0.5). 'H-NMR (CDCl3, 200 MHz): 6 1.15 (t, 3] = 7.0 Hz, 6H, NCH,-CHj3),
3.41 (q, 3] = 7.0 Hz, 4H, NCH,-CH3), 6.67 (d, 3] = 9.0 Hz, 2H, Hyeta), 7.35 (d, 3] = 8.8 Hz,
1H, H8), 7.62 (dd, 3] = 8.8 Hz, %] = 2.4 Hz, 1H, H7), 8.05 (d, 3] = 9.0 Hz, 2H, H,,4,,), 8.26
(d, %] =2.4 Hz, 1H, H5), 9.37 (s, 1H, OH). 13C-NMR (CDCl3, 50 MHz): § 12.7 (N-CH,-CH3),
44.5 (N-CH-CH3), 110.9 (Cp), 116.7 (Cp), 119.8 (C;), 122.3 (C8), 127.6 (C6), 129.5 (C7),
135.5 (C,), 136.9 (C5), 147.3 (C10), 149.1 (C2), 153.7 (C9), 171.0 (C4). HRMS (ESI*): m/z caled
for C19H1gNO3BrH*: 388.0543, 390.0522 [M + HJ*; found: 388.0550, 390.0529 [M + HJ*.
6-Bromo-2-(4-diethylamino)phenyl-3-methoxy-4H-chromen-4-one (2): To a stirred suspen-
sion of 1 (110 mg, 0.33 mmol, 1 eq.) in DCM (0.25 M, 6 mL), were sequentially added
18-crown-6 (25 mg, 7 mol%), an aq. KOH solution (25% w/w, 0.9 mL) and dimethyl sulfate
(139 uL, 4 eq.). The reaction mixture was stirred 30 min at rt. After addition of H,O
(8 mL), the organic layer was extracted with DCM (3x), dried over mgSQy, filtered and the
volatiles were removed in vacuo. The residue was purified by flash chromatography on
silica gel eluted with DCM /DCM-1% MeOH mixture (90:10 — 10:90, v/v) to provide the
desired compound 2 as a yellow powder (101 mg, 0.4 mmol, 88%). R¢ = 0.29 (DCM/MeOH
99.5:0.5). 'H-NMR (CDClz, 400 MHz): 6 1.16 (t, 3] = 7.1 Hz, 6H, NCH,-CHj3), 3.38
(d, 3] = 7.1 Hz, 4H, NCH,-CH3), 3.81 (s, 3H, OCH3), 6.67 (d, 3] = 9.3 Hz, 2H, Hyueta),
7.32 (d,3] =89 Hz, 1H, H8), 7.62 (dd, 3] = 8.9 Hz, 4] = 2.4 Hz, 1H, H7), 8.00 (d, 3] = 9.3 Hz,
2H, Hyyi0), 8.30 (d, 4] = 2.4 Hz, 1H, H5). 3C-NMR (CDCl3, 101 MHz): § 12.6 (NCH,-CH3),
44.5 (NCH,-CH3), 56.7 (OCH3), 110.8 (Cpeta), 116.4 (C6), 117.6 (C;), 119.6 (C8), 127.7 (C10),
128.2 (C5), 130.3 (Copap), 135.7 (C7), 140.0 (C3), 149.6 (Cpara), 153.8 (C2), 157.0 (C9), 173.2
(C4). HRMS (ESI*): m/z caled for CooHooBrNOsH*: 402.0699, 404.0679 [M + H]*; found:
402.0698, 404.0679 [M + H]*.
2-(4-(Diethylamino)phenyl)-3-methoxy-6-((trimethylsilyl)ethynyl)-4H-chromen-4-one (AIMEF-
TMS): To a stirred solution of 2 (50 mg, 0.12 mmol) in dry DMF (3 mL) under argon,
were sequentially added TMS-acetylene (53 pL, 0.37 mmol, 3 eq.), triethylamine (175 uL,
1.24 mmol, 10 eq.) and a mixture of Cul (5 mg, 20 mol%)/PdCl,(PPhs), (18 mg, 20 mol%).
The reaction mixture was warmed to 70 °C overnight. The volatiles were removed in vacuo
and the residue was directly engaged in the next step.
2-(4-(Diethylamino)phenyl)-6-ethynyl-3-methoxy-4H-chromen-4-one (AIMF): To a 10-mL
vial containing AIMF-TMS (20 mg, 45 pumol, 1 eq.), was added a minimum of MeOH (2 mL)
to solubilize the compound. K,COj3 (63 mg, 0.45 mmol, 10 eq.) was then poured, and the
resulting solution was stirred overnight at room temperature. The reaction mixture was
quenched by acetic acid and reduced in vacuo to give the crude product. The residue was
purified by preparative TLC (SiO,) eluted with DCM/MeOH (99:1, v/v) to provide the
desired product AIMF as a yellow powder (10 mg, 30 pmol, 64% over 2 steps). Ry = 0.24
(DCM/MeOH 99.5:0.5). 'H-NMR (CDCl3, 400 MHz): § 1.16 (t, 3] = 7.2 Hz, 6H, NCH,-
CH3), 3.04 (s, 1H, HC=C), 3.38 (d, 3] = 7.2 Hz, 4H, NCH,-CH3), 3.82 (s, 3H, OCH3), 6.67
(d, %] =9.2 Hz, 2H, Hyets), 7.38 (d, 3] = 8.7 Hz, 1H, H8), 7.62 (dd, 3] = 8.7, 4T = 2.0 Hz, 1H,
H7), 8.00 (d, 3] =9.2 Hz, 2H, H,4,), 8.31 (d, 4] = 2.0 Hz, 1H, H5). 3C-NMR (CDCl3, 101
MHz): § 12.6 (NCH;,-CH3), 44.5 (NCH,-CH3), 59.7 (OCH3), 77.8 (HC=C), 82.3 (HC=C(),
110.8 (Cieta), 116.5 (C6), 118.0 (C8), 118.4 (C;), 124.2 (C10), 129.9 (C5), 130.2 (Cprt1o), 136.0
(C7), 140.0 (C3), 149.5 (Cpara), 154.7 (C2), 156.8 (C9), 173.7 (C4). HRMS (ESI*): m/z caled for
CpHNO3;H™: 348.1594 [M + H]*; found: 348.1600.
1-(5-(Chloromethyl)-2-hydroxyphenyl)ethan-1-one (3): Adapted from the protocol de-
scribed in [34]. To a solution of paraformaldehyde (2.4 g, 79.3 mmol, 1.08 eq.) in conc. HCl
solution (45 mL), was added 2-hydroxyacetophenone (8.85 mL, 73.4 mmol, 1 eq.). Next,
the reaction mixture was stirred at 35 °C for 5 h. A yellow precipitate was formed which
was then filtered and washed with water (3x). The resulting solid was solubilized in DCM,
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dried over mgSQy, filtered and the volatiles were removed in vacuo to obtain the product
as a yellow powder (11.8 g, 63.9 mmol, 87%). R¢ = 0.52 (Cyclohexane/EtOAc 4:1). 'H-NMR
(DMSO-dg, 400 MHz): 6 2.63 (s, 3H, H9), 4.76 (s, 2H, H8), 6.98 (d, 3] = 8.5 Hz, 1H, H4), 7.59
(dd, 3] = 8.5 Hz, 4] = 2.2 Hz, 1H, H5), 7.95 (d, 4] = 2.2 Hz, 1H, H7). 3C-NMR (DMSO-dg,
101 MHz): 6 28.0 (C9), 45.9 (C8), 118.2 (C4), 120.5 (C2), 128.5 (C6), 131.8 (C7), 136.9 (C5),
160.6 (C3), 203.8 (C1).
2-(4-(Diethylamino)phenyl)-3-hydroxy-6-methoxymethyl-4H-chromen-4-one (4): To a stirred
solution of 3 (2.5 g, 13.5 mmol, 1 eq.) in methanol (45 mL, 0.3 M) was added NaOH (1.66 g,
14.2 mmol, 1.05 eq.) and 4-(diethylamino)benzaldehyde (2.55 g, 14.2 mmol, 1.05 eq.). The
reaction mixture was refluxed for 8 h. After cooling to 4 °C, HyO, (30% w/w in HyO,
5.5 mL) was added dropwise. Then, cold water (200 mL) was poured, and the reaction
mixture was acidified with an aq. 2 N HCl solution to pH 6.5. MeOH was evaporated under
reduced pressure. DCM (200 mL) was added, and the organic layer was extracted (3x).
The combined organic phases were reduced in vacuo to give the crude compound 4 as a
brown oil, which was pure enough to be taken to the next step without further purification
(4.66 g, 13.2 mmol, 97%). R¢ = 0.44 (Cyclohexane/EtOAc 4:1). TH-NMR (DMSO-dg, 400
MHz): § 1.16 (t, 3] = 7.0 Hz, 6H, NCH,-CH3), 3.33 (s, 3H, OCH3), 342 (q, %] = 7.0 Hz, 4H,
NCH,-CH3), 4.54 (s, 2H, OCH,Ph), 6.80 (d, %] = 9.2 Hz, 2H, Hyeta), 7.68 (m, 2H, H7 and
H8), 8.01 (d, 4] =2.0 Hz, 1H, H5), 8.09 (d, 3] = 9.2 Hz, 2H, H,,j3,,)- >*C-NMR (CDCl3, 101
MHz): § 12.0 (NCH;-CH3), 43.3 (NCH,-CH3), 57.2 (OCH3), 72.3 (OCHy), 110.3 (Cyzeta), 116.5
(C6), 117.7 (C8), 118.1 (C;), 122.5 (C5), 124.2 (C10), 128.8 (Cppno), 131.9 (C7), 142.6 (C3), 146.6
(Cpara), 148.0 (C2), 153.1 (C9), 171.3 (C4).
6-(Bromomethyl)-2-(4-(diethylamino)phenyl)-3-hydroxy-4H-chromen-4-one (5): A mixture
of 4 (610 mg, 1.7 mmol, 1 eq.) and 47% hydrobromic acid in H,O (5 mL) was refluxed for
3 h. After cooling to room temperature, a saturated aq. solution of sodium carbonate was
added slowly to neutralize the reaction until pH 7 was reached. Then, the solid was filtered
to directly obtain the desired crude solid 5 as a khaki solid (960 mg, 2.4 mmol, quant.),
which was directly committed to the next step without further purification. Ry = 0.24
(Cyclohexane/EtOAc 4:1). '"H-NMR (CDCl3, 400 MHz): § 1.23 (t, 3] = 7.1 Hz, 6H, NCH,-
CH3), 345 (q, 3] = 7.1 Hz, 4H, NCH,-CH3), 4.60 (s, 2H, OCH,Ph), 6.77 (d, 3] = 9.1 Hz,
2H, Hyeta), 7.54 (d, 3] = 8.7 Hz, 1H, H8), 7.69 (dd, 3] = 8.7 Hz, 4] = 2.1 Hz, 1H, H7), 8.16
(d, %] =9.1 Hz, 2H, Hy5),8.22 (d; ] = 21 Hz, 1H; H5).
6-(Azidomethyl)-2-(4-(diethylamino)phenyl)-3-hydroxy-4H-chromen-4-one (6): 5 (242 mg,
0.60 mmol, 1 eq.) was solubilized in a mixture of acetone (6 mL) and DMF (1.5 mL) to
which was added NaNj3 (60 mg, 0.90 mmol, 1.5 eq.). The solution was stirred overnight
at room temperature. Then, EtOAc (20 mL) was introduced, and acetone was evaporated
under reduced pressure. A saturated aq. solution of NH4Cl was added (10 mL) to quench
the reaction. The organic layer was extracted with EtOAc (x2), dried over mgSQOy, filtered,
and concentrated in vacuo. The crude product was purified by flash chromatography on
silica gel eluted with cyclohexane/ethyl acetate (9:1 — 7:3, v/v) to give 6 as an orange
powder, which was directly engaged in the next step.
6-Azidomethyl-2-(4-(diethylamino)phenyl)-3-methoxy-4H-chromen-4-one (AzMF): To a stirred
solution of 6 (144 mg, 0.40 mmol, 1 eq.) in CH,Cl, (2.6 mL), were sequentially added
18-crown-6 (30 mg, 7 mol%), an aq. KOH solution (25% w/w, 0.4 mL) and dimethyl sulfate
(166 pL, 1.58 mmol, 4 eq.). The resulting mixture was stirred overnight at room temperature.
After quenching the reaction by addition of H,O (5 mL), the organic layer was extracted
with CH,Cl, (3x). The combined organic phases were dried over mgSQOy, filtered and
the volatiles were removed in vacuo. The residue was purified by flash chromatography
on silica gel eluted with cyclohexane/ethyl acetate (9:1 — 3:1, v/v) to give the desired
compound as a yellow solid (146 mg, 0.38 mmol, 70% over 2 steps). 'H-NMR (CDCl3, 400
MHz): § 1.17 (t, 3] = 7.1 Hz, 6H, NCH,-CHj3), 3.39 (q, 3] = 7.1 Hz, 4H, NCH,-CH3), 3.83
(s, 3H, OCH3), 4.39 (s, 2H, N3CH,Ph), 6.68 (d, 3] = 9.3 Hz, 2H, H,1), 7.46 (d, 3] = 8.6 Hz,
1H, H8), 7.54 (dd, 3] = 8.6 Hz, %] = 2.2 Hz, 1H, H7), 8.02 (d, 3] = 9.3 Hz, 2H, H,,11,0), 8.22 (d,
4] = 2.2 Hz, 1H, H5). 13C-NMR (CDCl3, 101 MHz): § 12.6 (NCH,-CH3), 44.5 (NCH,-CHj),
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54.2 (N3CH,Ph), 59.7 (OCH3), 110.8 (Cyeta), 116.6 (C6), 118.6 (C8), 124.3 (C;), 125.3 (C5),
130.2 (Cyrino), 131.7 (C10), 132.6 (C7), 140.1 (C3), 149.5 (Cpara), 154.8 (C2), 156.8 (C9), 174.2
(C4). HRMS (ESI*): m/z caled for Cp1HypN4Os3H™: 379.1765; [M + H]*; found: 379.1777.

6-(Bromomethyl)-2-(4-(diethylamino)phenyl)-3-methoxy-4H-chromen-4-one (7): To a stirred
solution of 5 (240 mg, 0.60 mmol, 1 eq.) in DCM (12 mL), were sequentially added 18-crown-
6 (79 mg, 0.30 mmol, 0.1 eq.), an aq. KOH solution (25% w/w, 1.7 mL, DCM/KOH 7:1) and
dimethyl sulfate (282 uL, 2.98 mmol, 5 eq.). The reaction mixture was stirred for 30 min at
room temperature. The organic layer was extracted with DCM (3x), dried over mgSQOy,
filtered, and concentrated in vacuo. The residue was then purified by flash chromatography
on silica gel eluted with cyclohexane/ethyl acetate (9:1 — 7:3, v/v) to give the desired
compound 7 as a red oil (200 mg, 0.48 mmol, 80%). R¢ = 0.58 (Cyclohexane/EtOAc 3:1).
1H-NMR (CDCl3, 400 MHz): 6 1.23 (t, 3] = 7.1 Hz, 6H, NCH,-CHj3), 345 (q, 3] = 7.1 Hz,
4H, NCH,-CH3), 3.88 (s, 3H, OCH3), 4.59 (s, 2H, BrCH,Ph), 6.74 (d, 3] = 9.2 Hz, 2H, Heta),
7.49 (d, 3] = 8.7 Hz, 1H, H8), 7.67 (dd, 3] = 8.7 Hz, 4] = 2.2 Hz, 1H, H7), 8.08 (d, 3] = 9.2 Hz,
2H, H,,110), 8.24 (d, 4] = 2.2 Hz, 1H, H5). I3C-NMR (CDCl3, 101 MHz):  12.6 (NCH,-CH3),
32.4 (BrCH,Ph), 44.5 (NCH,-CH3), 59.7 (OCH3), 110.8 (Cyerq), 116.6 (C6), 118.6 (C8), 124.2
(C), 125.8 (C5), 130.2 (Cyreno), 133.7 (C7), 134.1 (C10), 140.1 (C3), 149.5 (Cpara), 154.7 (C2),
156.8 (C9), 174.1 (C4). HRMS (ESI*): m/z calced for Cy1HyBrNOsH*: 416.0856, 418.0835
[M + H]*; found: 416.0870, 418.0848.

Acid 3-(prop-2-yn-1-ylamino)propane-1-sulfonic (PYAPS): To a solution of propargy-
lamine (116 pL, 1.8 mmol, 1 eq.) in CH3CN (5 mL) was added dropwise 1,3-propane
sultone 8 (169 puL, 1.9 mmol, 1.05 eq.). The reaction mixture was stirred at room temper-
ature for 2 d. The resulting precipitate was filtered and washed with CH3CN to afford
the desired compound PYAPS as a pinkish solid (230.5 mg, 1.31 mmol, 72%). R¢ = 0.25
(DCM/MeOH 4:1). Green staining by ninhydrin. "H-NMR (DMSO-d¢, 400 MHz): & 1.93
(p, %] = 6.8 Hz, 2H, H5), 2.60 (t, 3] = 6.8 Hz, 2H, H4), 3.09 (t, %] = 6.8 Hz, 2H, H6), 3.68
(t, 4] = 2.5 Hz, 1H, H1), 3.90 (d, 4] = 2.5 Hz, 2H, H3). 13C-NMR (DMSO-ds, 101 MHz):
6 21.7 (C5), 35.6 (C3), 46.0 (C4), 48.8 (C6), 75.1 (C2), 79.4 (C1). HRMS (ESI*): m/z caled for
Ce¢H11NO3SH*: 178.0532; [M + H]*; found: 178.0534.

Sodium 3-(methyl(prop-2-yn-1-yl)amino)propane-1-sulfonate (Me-PYAPS): PYAPS (150 mg,
0.85 mmol, 1 eq.), formol (37% formaldehyde in H,O) (900 nL) and formic acid (903 puL)
were heated overnight at 70 °C. Then, the solution was concentrated in vacuo until a paste
was obtained. NaHCOj3 (1 g) was added to the solid until bubbling ceased to provide the
sodium sulfonate salt Me-PYAPS as a white solid (375 mg, quant.). Bicarbonate salts con-
taminate the product due to the excess used. TH-NMR (DMSO-dg, 400 MHz): § 1.60-1.73
(m, 2H, H5), 2.15 (s, 3H, H7), 2.32-2.42 (m, 4H, H4 and H6), 3.07 (t, *] = 2.4 Hz, 1H, H1),
3.25 (d, 4] = 2.4 Hz, 2H, H3). 3C-NMR (DMSO-dg, 101 MHz): § 22.7 (C5), 40.7 (C3), 44.3
(C6), 48.9 (C7),53.7 (C4), 75.1 (C2), 81.5 (C1). HRMS (ESI*): m/z caled for C;H1oNO3SH*—:
192.0689; [M + HJ*; found: 192.0690.

2-Azido-N,N-dimethylethanamine (DMAZ): 3-Chloro-1,1-dimethylpropylamine 9 (800 mg,
5.6 mmol, 1 eq.) and NaNj (1.1 g, 16.7 mmol, 3 eq.) were sequentially dissolved in
H,0 (18.5 mL, 0.3 M). The solution was stirred at 80 °C for 24 h. After cooling to room
temperature, the reaction mixture was adjusted to pH 10 by addition of an aq. 0.5 M NaOH
solution. The organic layer was then extracted with diethyl ether (3x). The combined
extracts were dried over mgSQy, filtered, and concentrated under vacuum to yield the
product DMAZ as a yellowish liquid (970 mg, 9.03 mmol, quant.). "H-NMR (CDCl;, 400
MHz): 6 2.24 (s, 6H, H3 and H3'), 2.47 (t, 3] = 6.2 Hz, 2H, H2), 3.31 (t, 3] = 6.2 Hz, 2H, H1).
I3C-NMR (CDCl3, 101 MHz): 6 45.5 (C3 and C3'), 49.1 (C1), 58.0 (C2). HRMS (ESI*): m/z
caled for C4H1gN4H*~: 115.0978; [M — H]*; found: 115.0982.

Potassium N(3-(((2-(4-(diethylamino)phenyl)-3-methoxy-4H-chromen-6-yl)methyl), N(prop-
2-yn-1-yl)amino)propane-1-sulfonate (AIMF—): To a solution of 7 (22 mg, 50 pmol, 1 eq.) in
DMEF (0.5 mL), were added PYAPS (19 mg, 0.11 mmol, 2 eq.), HO (0.4 mL), and K,CO;
(19 mg, 0.13 mmol, 2.5 eq.). The solution was stirred at room temperature for 24 h. Then,
DMF and water were evaporated in vacuo and the crude (solubilized with DCM/MeOH)
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was purified by flash chromatography on silica gel eluted with i-PrOH/NH3/H,O (12:2:1,
v/0) to afford the desired product AIMF— as an orange solid (26 mg, 50 pumol, 95%). 'H-
NMR (MeOD, 400 MHz): 6 1.22 (t, 3] = 7.0 Hz, 6H, NCH,-CH3), 1.97-2.08 (m, 2H, H6), 2.73
(t, 3] = 6.9 Hz, 2H, H5'), 2.90 (m, 2H, H7’), 3.49 (q, %] = 7.0 Hz, 4H, NCH,-CH3), 3.78 (m, 2H,
H2'), 3.79 (s, 3H, OCH3), 3.94 (d, 3] = 2.6 Hz, 1H, H4'), 4.84 (s, 2H, H1’), 6.80 (d, °] = 7.0 Hz,
2H, H,et2), 760 (d, 3] = 8.6 Hz, 1H, H8), 7.77 (dd, 3] = 8.6 Hz, 2] = 2.1 Hz 1H, H?7), 8.07 (s,
1H, H5), 8.08 (m, 3] =7.0 Hz, 2H, Hortho)~ HRMS (ESI+): m/z caled for C27H32N20(,SH+Z
513.2054; [M — HJ*; found: 513.2064.
3-(((2-(4-(diethylamino)phenyl)-3-methoxy-4-oxo-4H-chromen-6-yl)methyl)(methyl)(prop-2-
yn-1-yl)ammonio)propane-1-sulfonate (AIMF+—): To a solution of 7 (80 mg, 0.19 mmol, 1 eq.)
in DMF (4.5 mL), were added Me-PYAPS and water (2 mL). The reaction mixture was
stirred at room temperature for 24 h before the volatiles were removed under vacuum.
The residue (diluted with DCM/MeOH) was purified by flash chromatography on silica
gel eluted with i-PrOH/NHj3/H,0 (12:2:1, v/v) to give the desired product AIMF+— as a
yellow oil (36 mg, 68 pmol, 36%). 'H-NMR (MeOD, 400 MHz): § 1.23 (t, °] = 7.1 Hz, 6H,
NCH,-CH3), 2.07-2.17 (m, 2H, Hé¢'), 2.86 (s, 3H, H8'), 2.88 (m, 2H, H5'), 3.07-3.14 (m, 2H,
H7'),3.50 (q, °] = 7.1 Hz, 4H, NCH,-CH3), 3.68-3.69 (m, 5H, H2' and OCHj3), 4.30 (m, 1H,
H4'),4.79 (s, 2H, H1"), 6.81 (d, 3] = 9.0 Hz, 2H, Hyeta), 7.72 (d, 3] = 8.6 Hz, 1H, H8), 7.96 (dd,
3] = 8.6 Hz, 2] = 2.0 Hz 1H, H?), 8.07 (d, 3] = 9.0 Hz, 2H, H,,43,,), 8.35 (s, 1H, H5). 13C-NMR
(MeOD, 101 MHz): 6 11.5, 21.0, 44.0, 44.7, 53.8, 58.7, 60.9, 64.4, 71.1, 77.6, 82.6, 110.7, 115 .4,
119.2, 123.5, 123.9, 130.0, 130.2, 137.1, 139.5, 150.1, 156.0, 158.0, 173.9. HRMS (ESI*): m/z
caled for CogH3yN,OgSH*: 527.2210; [M + HJ*; found: 527.2215.
2-Azidoethyl-N-((2-(4-(diethylamino)phenyl)-3-methoxy-4-oxo-4H-chromen-6-yl)methyl)-N,N-
dimethylethanammonium bromide (AzMF+): To a solution of 7 (12 mg, 29 umol, 1 eq.)
in anhydrous THF (0.4 mL, 80 mM), was added DMAZ (16 mg, 0.144 mmol, 5 eq.). The
reaction mixture was stirred at room temperature for 6 h. The formed precipitate was
centrifuged, and the upper layer was discarded. The compound was washed twice more
after suspension in dry THEF, centrifugation and removal of the supernatant. The recovered
solid was dried under reduced pressure to provide AzMF+ as a yellow powder (9.6 mg,
18 pumol, 63%). "H-NMR (MeOD, 400 MHz): 6 1.24 (t, *] = 7.1 Hz, 6H, NCH,-CH3), 3.16 (s,
6H, H2'and H3'), 3.52 (q, 3] = 7.1 Hz, 4H, NCH,-CHj3), 3.62 (t, 3] = 5.4 Hz, 2H, H5'), 3.83 (s,
3H, OCH3), 4.08 (t, 3] = 5.4 Hz, 2H, H4'), 4.76 (s, 2H, H1'), 6.84 (d, 3] = 9.3 Hz, 2H, Hyeta),
7.82 (d,%] = 8.6 Hz, 1H, H8), 7.93 (d, 3] = 8.6 Hz, 1H, H7), 8.13 (d, 3] = 9.3 Hz, 2H, H,11,,),
8.35 (s, 1H, H5). 13C-NMR (MeOD, 101 MHz): 6 11.5 (NCH,-CH3), 44.0 (NCH,-CH3), 44.6
(C2/, C3'), 49.5 (N3CHy), 54.2 (N*CH,Ph), 58.7 (OCH3), 62.6 (CH,N™Y), 67.6 (N*CH,Ph),
110.8 (Ceta), 115.4 (C6), 119.1 (C8), 123.8 (C;), 123.9 (C10), 130.2 (C5), 130.2 (Coys1o), 137.2
(C7),137.2(C3), 139.6 (Cpara), 150.2 (C2), 156.1 (C9), 174.1 (C4). HRMS (ESI*): m/z calcd for
Cp5H3oN505*: 450.2500 [M — HJ*; found: 450.2500.
1-Azido-1,2-dideoxy-3,5-di-O-p-toluoyl-B-D-ribofuranose (8): Adapted from the procedure
described in [35,36]. To a stirred solution of 1x-chloro-3,5-di-toluoyl-2-deoxy-L-ribose (1.4 g,
3.64 mmol, 1 eq.) in acetone (20 mL) at 0 °C, was slowly added NaN3 (1.22 g, 18.2 mmol,
5.0 eq.). The reaction mixture was kept under vigorous stirring for 5 h. After completion,
as evidenced by TLC monitoring, the reaction mixture was quenched with a saturated aq.
NaHCQOj; solution (15 mL), and the organic layer was extracted with CH,Cl, (3%). The
combined extracts were dried over mgSQOy, filtered, and evaporated under reduced pressure.
The crude oil obtained is a mixture of both anomers (B/a 9:1), which was subjected to
flash chromatography on silica gel eluted with PE/Et;O (19:1 — 4:1, v/v) to furnish the
pure  anomer of 8 as a white crystalline compound (1.0 g, 80%). C1H2305N3 (384.13).
R¢ = 0.67 (Toluene/ Acetone 9:1). 'H-NMR (CD,Cl,, 400 MHz): § 2.43 (s, 3H, CH3-Tol), 2.44
(s, 3H, CH;3-Tol), 2.46-2.49 (m, 2H, H2'), 4.55-4.67 (m, 3H, H4/, H5'), 5.64 (ddd, 3] = 7.9 Hz,
3] =4.4Hz, 4] = 2.2 Hz, 1H, H3'), 5.77 (t, 3] = 5.1 Hz, 1H, H1'), 7.28-7.31 (m, 4H, Hy.1,1),
7.98 (d, 3] = 8.2 Hz, 2H, H, 1)), 8.05 (d, 3] = 8.2 Hz, 2H, H,_1)). 3C-NMR (CDCl3, 50 MHz):
8 22.1 (CHgz), 22.1 (CH3), 39.3 (C2'), 65.0 (C5'), 75.7 (C4’), 83.5 (C3’), 93.0 (C1’), 127.5 (C)),
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127.9 (C;), 129.9 (Ciy), 129.9 (Cp), 130.4 (C,), 130.4 (Cy), 144.7 (Cp), 145.1 (Cp), 166.5 (CO),
166.8 (CO).

1,2-Dideoxy-1p-(4-(2-(4-(diethylamino)phenyl)-3-methoxy-4H-chromen-6-yl)-1H-1,2,3-triazol-1-
yl)-3,5-di-O-p-toluoyl-B-D-ribofuranose (9): To a stirred solution of AIMF (10 mg, 30 pmol,
1 eq.) in DCE (2.5 mL) inside a 4-mL vial, were sequentially added 8 (18 mg, 50 pmol,
1.8 eq.), DIPEA (61 pL, 0.35 mmol, 12 eq.), acetic acid (10 pL, 0.17 mmol, 6 eq.) and Cul
(16 mg, 80 umol, 2.8 eq.). The reaction was heated at 40 °C for 1 h under an argon at-
mosphere to give a homogeneous blue solution. The mixture was concentrated under
reduced pressure and the residue was purified by preparative TLC (SiO,) eluted with
DCM/MeOH (99:1, v/v) to give the desired product 9 as a yellow powder (21 mg, 30 umol,
98%). 'H-NMR (CDCl3, 400 MHz): § 1.14 (t, 3] = 7.0 Hz, 6H, NCH,-CH3), 2.28 and 2.37 (2s,
6H, H12 and H14), 2.84 (ddd, %] = 14.2 Hz, 3] = 6.1 Hz, 3] = 3.3 Hz, 1H, H2'), 3.16-3.25 (m,
1H, H2'), 3.3-3.44 (m, 4H, NCH,-CH3), 3.84 (s, 3H, OCH3), 4.49-4.54 (m, 1H, H5'), 4.58-4.66
(m, 2H, H5', H4'), 5.71-5.77 (m, 1H, H3'), 6.47 (t, °] = 6.3 Hz, 1H, H1’), 6.69 (d, 3] = 9.2 Hz,
2H, H.,), 7.12 (d, 3] = 8.0 Hz, 2H, H,r /Humn), 7.21 (d, 3] = 8.2 Hz, 2H, Hpy /Hmr), 7.49 (d,
3] =8.7 Hz, 1H, H8), 7.80 (d, 3] = 8.0 Hz, 2H, H,/ /H,~), 7.90 (d, °] = 8.2 Hz, 2H, H,, /H,»),
8.04 (m, 3H, He, H,), 8.15 (dd, 3] = 8.7 Hz, 2] = 2.2 Hz, 1H, H7), 8.36 (d, 3] = 2.2 Hz, 1H,
H5). 3C-NMR (CDCl3, 101 MHz): § 12.6 (NCH,-CH3), 15.3 (C12/C14), 21.7 (C12/C14),
38.2 (C2'), 44.5 (NCH,-CH3), 59.7 (OCH3), 63.8 (C5'), 74.8 (C3), 83.8 (C4’), 89.0 (C1"), 110.9
(Cm), 116.7 (Cj), 118.4 (C8), 118.9 (Ca), 122.3 (C5), 124.4 (C6), 126.4 (C; /Cyr), 126.6 (C;1 /Cyrr),
126.8 (ClO), 129.3 (Cm’/Cm”), 129.7 (Col /COH), 129.8 (CO/ /Cau), 130.2 (Co), 130.5 (C7), 140.3
(C3),144.1 (C,1 /Cprr), 144.5 (Cpr /Cpir), 147.0 (CP), 149.5 (Cp), 154.8 (C9), 156.7 (C2), 165.9
(C11/C13),166.2 (C11/C13), 172.7 (C4).

1,2-Dideoxy-1-(4-(2-(4-(diethylamino)phenyl)-3-methoxy-4-oxo-4H-chromen-6-yl)-1H-1,2,3-
triazol-1-yl)-B-D-ribofuranose (AIMF-Nu): In a 4-mL vial, 9 (21 mg, 30 umol, 1 eq.) was
solubilized in MeOH (0.6 mL) and few drops of DCM. Then, K,CO3 (20 mg, 0.14 mmol,
5 eq.) was added and the reaction mixture was stirred overnight at 35 °C. The mixture was
then quenched by a minimum of acetic acid and the solvents were removed in vacuo. The
crude was purified by preparative RP-TLC (C18) eluted with H,O/acetonitrile (50:50, v/v)
to give the desired product AIMF-Nu as a yellow solid (8 mg, 20 umol, 56%). R¢ = 0.11
(DCM/MeOH, 99.8:0.2). 'H-NMR (CDCl3, 400 MHz): § 1.13 (t, 3] = 7.0 Hz, 6H, NCH,-CH3),
2.47 (ddd, 3] = 13.6 Hz, 3] = 6.0 Hz, 3] = 4.7 Hz, 1H, H2), 2.70-2.79 (m, 1H, H2'), 3.35-3.44
(m, 4H, NCH,-CH3), 3.58 (dd, 3] = 12.0 Hz, 3] = 5.0 Hz, 1H, H5'), 3.68 (dd, 3] = 12.0 Hz,
3] = 3.9 Hz, 1H, H5'), 3.72 (s, 3H, OCH3), 3.97 (m, 1H, H4'), 4.50 (m, 1H, H3'), 6.38 (t,
31 = 6.0 Hz, 1H, HY'), 6.71 (d, 3] = 9.3 Hz, 2H, Hyeta), 7.62 (d, 3] = 8.8 Hz, 1H, H8), 8.00 (d,
3] =9.2 Hz, 2H, H,y410), 8.12 (dd, 3] = 8.8 Hz, 3] = 2.1 Hz, 1H, H7), 8.44 (d, 3] = 2.1 Hz, 1H,
H5), 8.56 (s, 1H, Hx). 3C-NMR (CDCl3, 101 MHz): § 11.5 (NCH,-CH3), 40.4 (C2'), 44.0
(NCH,-CH3), 58.7 (OCH3), 61.9 (C5'), 70.8 (C3'), 88.4 (C4'), 89.0 (C1’), 110,7 (Cyreta), 115.8
(C;), 118.5 (C8), 119.9 (Cu), 121.3 (C5), 123.9 (C10), 127.3 (C6), 130.1 (Cpp10), 130.6 (C7), 139.5
(C3), 146.2 (CB), 150.0 (Cpara), 154.8 (C9), 158.0 (C2), 174.6 (C4). HRMS (ESI*): m/z calcd for
Co7H39N,OgH™: 507.2238 [M + H]*; found: 507.2240.

4. Conclusions

In summary, novel fluorogenic derivatives of dEAF were synthesized with different
kinds of linkers (from neutral to ionic) bearing appropriate functional groups, allowing
the development of a toolbox of dyes, easy to conjugate with biomolecules. Compared
to the parent chromone, these original fluorophores retained all photophysical properties
intact, while improving solubility and photostability in aqueous media. They were then
used to post-synthetically label ODNs of different compositions via Cu(I)-mediated click
chemistry. The resulting ODN probes showed bright turn-on emission after annealing
with the complementary strand. Position 6 of the chromone scaffold was chosen as the site
of chemical modification because at this location, the impact on the photophysics of the
dye is minimal. The methoxy group was preferred over the hydroxyl group to drastically
enhance the photostability of the 3-OH chromone. A variety of tethers in terms of length
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and functionality were engineered and connected to different sites on the ODN (5'-end,
internal C5-dT base, anomeric position). Conjugation of the dye at the 5'-terminus of
the single strand generally demonstrated no change in its fluorescence emission upon
hybridization due to its constant exposure to bulk water. However, when the dye was
placed in the middle of the ODN, the quantum yield increased 13-fold compared to the
single-stranded context. More importantly, this result—obtained after selective excitation at
488 nm (matching with the argon laser commonly used on all fluorescence microscopes)—
still revealed a prospective Stokes shift of 56 nm. In this regard, our fluorogenic AIMF
conjugate compares favorably with the TO/JO FIT-probes, which were synthesized to
generate a FRET pair and a larger Stokes shift for easier and more sensitive detection [37].
We believe that these dyes will prove very helpful for diagnostic and bioimaging purposes
by targeting specific nucleic acid sequences.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at: https://
www.mdpi.com/article/10.3390/molecules27072267 /s1. Schemes S1-S4: Overview of the synthesis
schemes; Tables S1-53 and Figures S1-S9: Photophysical characterization; Tables S4-S10 and Figures
S510-S21: Spectroscopic studies of model odns; Figures 5S22-538: NMR spectra. Reference [38] are
cited in the supplementary materials.
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Conclusion

L’ensemble des études, par hybridation directe, de brins marqués par des chromones
methoxylées (AzMF, AIMF, AzMF+, AIMF-, AIMF+-) ont montré que dans tous les cas,
I'hybridation a 'AN complémentaire conduit a un effet fluorogénique, passant d’un systéme
éteint pour le simple brin (pas ou peu de fluorescence) a un systeme allumé (fluorescence)
apres hybridation. Cet effet repose sur le fait que la sonde est sensible a la variation de la
polarité du milieu qui I'entoure. Dans le cas d’'un environnement aqueux, le systeme est
éteint (simple brin) puis, lors de 'hybridation, le marqueur se retrouve dans un milieu plus
hydrophobe, ce qui induit sa fluorescence. Grace a cette méthode, une augmentation d'un

facteur 13 du signal de fluorescence est obtenue.

Au contraire, nous avons observé que dans le cas du dérivé hydroxychromone TdEAF, le,
rendement quantique est élevé dans le simple brin, indépendamment des bases qui
I'entourent et, de surcroit, reste inchangé lors de I'’hybridation. C’est une propriété rarement
observée pour les sondes fluorescentes couplées a ’ADN. Cette propriété nous a permis de
construire un systeme FRET fiable, qu'importe la séquence de 1'oligonucléotide utilisée. Ce

comportement n’est pas observé avec les sondes méthoxychromones.

Par exemple, lorsque le fluorophore est couplé sur une position terminale, le rendement
quantique chute systématiquement apreés hybridation du simple brin avec sa séquence
complémentaire (Y ou V). Par ailleurs, notre étude a également montré que lorsque le résidu
marqué est positionné en milieu de séquence, et que le lien entre le fluorophore et 'ODN
est soit tres court (W), soit plus long (X), le signal de fluorescence est accru apres
hybridation. Lorsque le lien reliant 'ODN et le fluorophore est de longueur intermédiaire
(Xs, Z), il n’est pas assez flexible pour permettre la bonne interaction avec le double brin.
Ces résultats montrent I'importance de la nature du lien et de la position de marquage sur
les propriétés de photo-physique de la sonde. Grace a ces précieux résultats, nous avons été
en mesure de mieux conduire les projets suivants, concernant 1’élaboration de nouveaux

fluorophores.
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I. Chromone rotor

Publication 3

Au cours des études concernant les sondes de type « méthoxychromone » décrites dans la
publication 2, j'ai eu l'occasion de développer une sonde comportant un groupement
donneur thiophéne (6-EMT, Figure 62A). Les études photophysiques ont révélé qu’a
I'opposé de