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Résumé Basé sur les récentes découvertes de 1
laboratoires dans le domaine de la chemobiologie,
projet de thése vise a développer une approc
permettant la caractérisationin vitro et in vivo de
différents marqueurs tumoraux en combinant la chirr
bioorthogonale et I'analyse par spectrométrie de mas
des fluides biologiques. Cette technologie impliquer
l'injection d'un cocktail d'anticorps éfuetés avec des
marqueurs de masse, liés par un espaceur clivable
réaction bioorthogonale. Plusieurs jours apres, un dél
cyclooctyne serait injecté pour induire une réaction
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dans la zoneumorale. Ainsi cette réaction entrainerait |
libération des marqueurs de masse analysable dans
fluides biologiques (sang, plasma, urine).
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permettrait alors de connaitre la répartition de chaqt
récepeur tumoral au sein de la Iésion.

Cette analyse permettrait de déterminer qu
récepteur est le plus abondant et donc de détermir
quel anticorpspeut étre utilisé pour soigner le patien
Le second projevise quant a lui @évelopper une
approche de péciblage pour localiser une tumet
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réaction de cycloaddition entre une chlorosydnone
un cyclooctyne Dans cette approche les PNAS jous
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libérer des isocyanate stable trés rapidemekt>(300
Lmolts?)

Title : Use of sydnone and iminosydnone for cancer diagnosis.
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Abstract :Based on recent discoveries in our laborator
in the field of chemobiology, my thesis project aims
develop an approach allowing thie vitro and in vivo
characterization of variousimor markers by combining
bioorthogonal chemistry and mass spectrometry analy
of biological fluids. This technology would involve t
injection of a cocktail of antibodies labeled with ma
markers, linked by a spacer cleavable by bioorthogc
reaction. Several days later, a cyclooctyne derivat
would be injected to induce a SPICC cleavage reac
with the cocktail of antibodies fixed in the tumor are
This reaction would lead to the release of analyzable i
markers in biological fluids (bloogjasma, urine). The
guantification of the abundance of each marker wot
then allow to know the distribution of each tumc
receptor within the lesion.

This analysis would make it possible to determi
which receptor is the most abundant and thus

determine which antibody can be used to treat tt
patient. The second project aims to develop ap
targeting approach to localize a solid tumor in a mot
by PET imaging. The originality of this project lies in
use of PNAs and the cycloaddition reantbetween a
chlorosydnone and a cyclooctyne. In this approa
PNAs play an important role by allowing to perform t
reaction with a very good reaction speed even
concentrations in the nM range. The project therefo
aims at evaluating the usefulnesd PNAs in a pre
targeting approach. Finally, the last project reports t
synthesis of two new families of iminosydnon
capable offast release ofstable isocyanatesk(> 300
Lmolts?).
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Introduction générale

Comprendre le réle et le fonctionnement des biomolécules au sein de milieux aussi complexes que
ceux rencontrés dans le monde du vivant estléfi majeur De nombreux scientifiqgues dans le monde
essayent de résoudree challengeen développant denouvelles méthodes [ v 0Ce+ X >[ Spu M
comportementin vivo [UV J}u}lo po Hoe v *}v VA]JE}vv u v3 v 8]( 8
[ %% & Z v E « » u V]eu * J}o}P]<u U -ilqutelr viauddisatidgh au séih e
leurs environnements est rendue possible grace a des modifications structusliedives, et
notammentvia o[JVSE} 4 S]}v [ S]J<u 88 ¢ % O E v E o ulo po Ale]
§ 3 UE-* *% J(]J<p * ~(On}E « v U u e+ U Jv(E E}uP U E ]} 35]A]S
*SEN SHUE [uv ujovivpsans iftepagir avec la multitude de fonctions chimiques présentes
ve 0 u]Jo] u ]J}o}P]l<u V[ ¢S %o ¢ ¢ ve ]((] pnod3 U § o sélectivef ES -+ &
Au début des années 2000, le termelick chemistry» (chimie clicR a été utilisé pur la premiére fois
par K. Barry Sharpless pour décrire qeetde réactions quasi parfaites. Elpgmettent o[ o } & S$]}v
[ J(] * u}lo po JE * }u%o &£ U E %] u vSU ¢Ju%o u vsU § v 1 E

The reaction must be modular,de in scope, give very high yields, generate only
inoffensive byproducts that can be removed by nrohromatographic methods,

and be stereospecific (but not necessarily enantioselective). The required process
characteristics include simple reaction comfi, readily available starting

materials and reagents, the use of no solvents or a solvent that is benign (such as
AS Ee}E <]JoC E u}A U v +Ju%o %E} pu 3 ]J*}o 8]}v_

<X @EEC "Z E%0 ** %}* O0}&Ee+ 0 » < o [upurgapjgde que G.RR.Bertozzio Z]u]
complétera un peu plus tard en y intégrant des critéres de compatibilité avec les milieux biologiques

et de sélectivité vis-vis des fonctions chimiques présentes dans le monde du vivargntant ainsi

le concept dechimie Hoorthogonale

1H. C. Kolb, M. G. Finn, and K. B. ShaspAngew.Chem. Int. Ed40/11 @001), 2004t21.



.1 Concepset définitiors

Idéalement les réactifs impliqués dans une réaction bioorthogonale doivent étre inertes
biologiquement, compatibles avec le pH et la température physiologique gréférencede petites
tailles pour ne pas mofier le comportementde la biomolécule [JvS EVS o[} EP v]eu X

SchémalX Z % @& ¢ vS§ S]}v ¢« Z u §]<y  [uv E S]}v J}}ESZ}P}v o

Le défi des réactions bioorthogonales est de lier de fagon covalente deux partenaires réactannels

au contraire de couper un composé en deux partiaasles milieux biologiquekes plus complexes

[Schémal). Cependantpeu de réactions répondent parfaitement aux différentes contraintes
imposées par de tels milieux. Outre la {mertie, la nontoxicité, et la stabilité des réactifs et des

produits, h cinétique est également un paramétre a prendre en compte pour dévelagseréactions
bioorthogonales efficace&n généralgellesci %o }se v3 puv  ]Jv §]<p  [}E Eddla}vd o A
constante de vitesse de réactiaonne une bonne indication dtemps nécessairé une bonne

conversion des deux partenaires réactionnels A et B en fumd& leurconcentration(Schémaz).

100 100 mol/L/s
% 10 mol/L/s
80
k (Limol/s) g "
mol/s [
A + AB 5 60
£ 50
>
$? é 40
@ H ' 30
—— L RL G#2%?
@P 20
10
0
0 50 100 150 200
Temps (min)

Schéma2. Conversion simulée en fonction du temps a différentes constanted@gse (C = 100 uM)



En comidérant que les concentrations des réactifs ssotivent basses dans les milieux biologiques
(typiquement < 16 mol/L), la constante de vitessk doit étre assez élevée pour permettre la
formation du produit en un temps raisonhle. Il est communément admis que la constantioit étre

[ vA]@EYwol/spour envisager des applications en bioconjugaison edela de 10 L/mol/spour
des applicationgn vivoX > Z}1A& [pv & S]}v ]1}} & appliéation donbeé geHerp v
en fonction de la concentration de la biomolécule dans le milieu. Plus la cible est diluée, plus la réaction
sélectionnée doit &e rapide. Pour ce faire plusieurs équiped développé ces vingt derniéres années
différents typesde réactions avec des constantes de vitesse allant d&ifies de 10L/mol/s.

La prochaine partie de cette introduction se focalisera sur la présentation des différentes réactions
bioorthogonales qui nous semble aveir un impact significatif en chébiologie?

I.2 Les réactions de ligation

Les réactions dites de ligation regroupent principalement les réactions de condensatioréecikisns

de cycloadditiofSchéma3). §8 % E3] v E]S %o ( }v EZ p*3]A o 8§ 8
réactions de ligations, nous ne présenterons que celles qui nous semblent les plus significatives en
chimie bioathogonale.

Schéma3. Représentation schématique d'une réaction de ligation

I.2.i Condensatioaldéhydecétone

Une des premiéres réactions bioorthogonales a avoir été décrite esila ve S]}v [puv u]v

nucléophile sur des dérivés carbony|8shémat|A)2 >[ (( § r « ZC E}ACo u]v » }u + ZC

est utilisé pour accrtrfie la nucléophiliedn comparaison aveane amine).

Schémad. A. Réaction de ligation entre cétone/aldéhyde avec hydrazine/hydroxylarBingersion de PicteBpengler

La cinétique de ce type de réaction estrémementiente (10°L/mol/s). Ces réactions ont été utilisées
principalement pour des applications en bioaaggison, comme par exemple la modification de
protéines. A noter que les oximes et legdrazov ¢ ¢}vs ¢ ve] 0 o[ZC E}oC- Ve O °
% ZCe*]}0}PJ<u sU [ *3 %}uE 0 <u o[ <u]%o ES}II] A 0}% %o |
utilisant un dérivé aminoxjtryptamine pour piéger intramoléculaiment o[JvSs Gu ] JE Juu]v]pu
formé (version PicteSpenglefSchémad] B).* Le produit tricyclique résultant de cette condensation

3 U JU% %oope 5 0 <u[pv } /A& ]Jane danles gondi@o@s @hysiologiques. De

2K. PorteM. Riberaud R. Chatre, D.uMisio, S. Papot, and F. Tar@hemBioChen22/1 £021), 100t113.
3E.M. Sletten and C. R. Bertoz&ngew.Chemlnt. Ed, 48/38 009, 6974t98.
4P. Agarwal, J. van der Weijden, E. M. SlefierRabuka, and C. R. BertpPNAS110/1 @013, 46t51.



plus, cette modification entraine une augmentation significative de la cinétique réactionnelle gai pass
a pres de 0,26/mol/s.

[.2.ii Ligation de Staudinger

Le groupe de Bertozzi décrit pour la premiére fois au début des années 2000 la ligation de Staudinger,
premiére réaction bioorthogonale faisant intervenir deux fonctions totalenmexttgénes un azoture

et une phosphine{§chémab| A).5 >[ 1}SuE p3lo]e Ve § C %o E S1}V %o}ee KV
quasi parfaite tout en étant treés stable dans lesditions physiologiques.

Schémab. A. Ligation de StaudingeB. Ligation de Staudinger "Traceless"

Ce dipble [1,3] est facilement incorporable sur une large gamme de molécules par Sigticution

nucléophilea partir de Nail De plus, sa petite taille ne modifie que tres légerement le comportement

invivo [pv u}o po X @ES}II] § ¢ }oo Ppu ¢ }vd vepuld v g puv }v %
ester en positiorortho o[ S}u hosphkore surun des aromatiques de la phosphine pour piéger

o[]vd GEu ] Ware afin de former une liaison amide stablaprés réarrangement
intramoléculaire

Par la suite, la méme équipe a amélioré cette réaction en développant une version diieetess »

en positionnantla biomolécule a couplesur la partie ester plutdt que sur la parteromatique

BS7 Jve] 8§ & &]}V % Eu § [} 3§ VIE pV % E} pls o]P §]h
motif oxyde de phosphe. La ligation de Staudinger& o[pvV * E S]}ve ]}}ESZ}P}v O -
utilisées dans les années 2000 a 203®ur de nombreuses applicationen biologie et en
bioconjugaisorf Malheureusement, cette ligation présente de nombreux inconvénients

%o E]V ]% 0 u vS o] « of[uS]equipebyent [ ps2Gnid&andiions physiologiques. De

plus, les phosphines ont tendance a couper lestpadisulfures présents dans de nombreuses
protéinesaltérant ainsieur intégrité structurelle. Le manque de biocompatibilité de la phosphine allié

a une @nétique réactionnelle lente (003 Lmol/ «» & v §§ & S]}v }lu%o A u SSE
pour desapplicationsn viva

5E. Saxon and C. R. BertpSzience287/5460 2000, 2007t10.

6B. L. Nilsson, L. Kiessling, and R. T. Rajiis). Lett, 2/13 @000, 1939t41.

7E. Saxon, J.Armstrong, and C. R. BertoZ2rg.Lett, 2/14 @000, 2141t43.

8C. I. Schilling, N. Jung, M. Biskup, U. Schepers, anc& @mm.Soc Rev, 40/9 £011), 4840t71.



l.2.iii CuAAC

La cycloaddition 1;8ipolaire entre un alcyne et un azoture a été étudiée dans sa version thermique

au début des années 1960 par Huis&chémaé| A).° Hle acependantlongtemps été délaissée

compte tenu de son manque de régiosélectivité (formatitas régioisomeéresriazoles 1,4 et 1,5en

mélangg et de conditions réactionnelles trop drastiques (chauffaggongé). En 2002, deux groupes

1011 reportent simultanémentque des sels de cuivree( pPu vs vs [pv ( laScipdiquél
réactionnelle De plus la catalyse au cuivre permdda formation exclusive du régioisomere 1,4 a
température ambiante, insorant ainsi cette cycloaddition dans les critéres de dahimie click»

définispar K. Barry Sharpledse cycle triazole ainsi formé posséde un moment dipolaire impottant

ce qui permet de participer a la formation de liaiso6 C E}P v Jve] <[ e Jv8 CE S§]}ve
dipbledipdle’® [ 8 P o u v3 puv PE}u% u vd A}P v (EavisSHA la vE 5 o0
dégradation métabolique. De ce fait, la stabilité du cycloatjtks conditions douces de réaction, ainsi

gue la régiosélectivité induite par la catalyse au cuivre rendent la réaction de CUAAC efficace pour de
potentielles applicationf viva

Schémab. A. Cycloaddition thermique et catalysée au cuivjeR. Ligand du cuivre)(C Azotures chélatants.

Cependant,le cuivre induit un certain nombre de limitations, particulierement dans le cadre
[ %0% 0] S]}ve ]Eal}d¥et il cdntribue a la formation de RO®specs réactives de
O[}ECP V% o0 ¢ [}EC & 8§ v SUE E o0 « }ugi§ie (ADN cacigesu]o] ]
uljv U ¢ o vu 0cpuveYe[} % S] < uJvjule & % Z viu v U ¢ 0o]P v e
cuivre ont été développés afin de diminueonsidérablement la charge catalytique nécessaire a la
réaction B).>1% Ting et son équipé ont utilisé une stratégie élégante pour améliorer la
vitesse de la réaction de click en liant directement la fonction azoture a un complexant du cuivre
(ligands bidentates de type-g&zidométhylpyriding CeX Jve]U o[ I1}3uE 3§ o up]AC
spatialement proche) <] MPu vS 0 % E} ]o0]S E v }JvEE VvSE o 1}5)
S o[ o Qv X

Cette modification augmente nettement la vitesse de réaction, tout en diminuant considérablement
la charge catalytigue en cuivre nécessai@ette stratégie leur a permis dearquer des sites

9R. Huisgen, G. Szeimies, and LbiMg Chemische Bericht@00/8 (967), 2494t2507.

10V, V. Rostovtsev, L. G. GreenyVFokin, and K. B. Sharplessgew. Chem. Int. Ed1/14 2002, 2596t99.

1 C. W. TorngeZ. Christensen, and M. MelddaDC67/9 2002, 3057t64.

27X JUEV U ,X X <}o U «¥ssZP.rdylos And R. MArciBlAS101/6 004, 1449t54.

13 M. Whiting, J. Muldoon, XC. Lin, S. M. Silverman, W. Lindstrom, A. J. Olson, H. C. Kolb, M. G. Finn, K. B. Sharpless, J. H. Elder, and V.
V. FokinAngew. Chem. Int. Ed5/9 006), 1435t39.

14V, Hong, N. F. Steinmetz, M. Manchester, and M. G. BinopnjugChem, 21/10 010, 1912t16.

15V/. O. Rodionov, 8.Presolski, D. Diaz Diaz, V. V. Fokinar@. FinnJACS129/42 @007), 12705t12.

6T, R. Chan, R. Hilgraf, KSBarpless, and V. V. Fokbrg. Lett, 6/17 @004, 2853t55.

17 C. Uttamapinant, A. Tangpeerachaikul, S. Grecian, S. Clarkegh).FSifide, K. R. Gee, and A. Y. TAmgew. Chem. Int. Ecb1/24
(2012, 5852t56.



*% J(]<p * [UV % E}S ]V % E * v§ vSeuEQ[ ]-azidométhydpyridineA

Cette technique se limiteependantau biomarquage extracellulaire. Au sein de notre équipe, V.
Bevilacqua et al® ont développé en 2014 des azotures chélatants qui sont eux capables de franchir la

paroi cellulaicE (1v E o] E e & S§]}ve u E«u P o[]Jvs ] u&E o]
*Cv38Z 8] & &8 puv o EP Puu [ I}SuE « Z 0o 8 vse Jv 18 }u%o}
interne des hétérocycles azotéiés ontainsiidentifié un azoturechélatant comportant deux triazoles
(Schémab[Ce %0 Eu 83 v§ | 0 E E o E §]}de 240" Equooniposé g GErmis %o 0 | *
de localiser un dérivé alcyne du Taxol dans des cellules humaineg Huldarcinome du foie.

A notre connaissance, trés peu de réactide CUAAC ont prouvé leur intérét dans des applications
vivo. Un desrares /£ u% 0 ¢ Vve 0 0]38 E S Wk quiutiiseling pgaction de CUAAC
% }UE Ju P E o « PoC Vv « [ uviE@@éapproche d&Eglyteiigénierie cellulaitdn
sucre non naturel comportant une fonction alcyest incorporé dans le milieu biologiquers du
développement embryonaire Celuici est alors pris en charge par les voies métaboliquelest

]J(( & v8§ « E  S]}ve Ju%oO]<h ¢ Ve 0O ]}eCVvSZ » sindelpmigrdes Z E] * %
fonctions alcynes a la surface des cellules. Ces fonctions chimiques nonlaeatéagissentia une

& S]}v ] V % & * Vv [uv 1}SpHE (Oop}E » vE ~ 0 £ &ou}E 8¢
Cu(). Aprés seulement 3 minutes, les glycanes des embryons peuvent étre observés par fluorescence.
Cependant, lanise en évidence de afformations des zebrafistuggére une légére toxicii@duite
certainement par la présence de cuivre (

Uneversion photoinduite de la réactiotle cycloaddition entre un azoture et un alcyaété décrite

% E o «XiParen2020?° /0 v[ *& Yoope |E [ i}pud E pv efodns le milieu] A E

E S]}vv oX >+ us pE- sHérdemnts] cAimiques \eitilisant de la lumiére
blancheet un %Z2}3} $]A § pE e []E] JpuX % v v3U 35 v}pA oo A
pourra probablement pas étre utilisée vivg en raison de la mauvaise pénétration des photons dans

les tissus.> o}vPu pE& [}v absddtiondu photocataly®ur se trouve aux alentowrde

300 mn et a cette longueur[}v 0 ¢ %«shedraversat les tisss que sur quelquscentaines de

Hm_zl

l.2.iv. SPAAC

En 1961 Wittig et Krebs découvrent pour la premiére fois la cycloaddition entre un cycloalcyne et un
azotureet la décrivent comme une réaction explosife v e[Jve% | E VS « SE A uEU o]
Bertozzi, pionniére dans le domaine de la chimie bioorthogonale, exploite cette réactivité particuliere

des alcynes cycliqugmur des applications en bioconjugaiseindéveloppeune nouvelle réactionla

SPAAC (« Stralfromoted AzideAlkyneCycloaddition A). Enraison de la tension de cycle

imposée sur la fonction alcyne, les cydtynes réagissent a température ambiargeec les azotures

sans avoir besoin de catalyseur.

v ps8]o]e v8 pv C o0}} 3Cv U }vipPu Hv  ]}8]v U o «<pldaver E35}1
o[l ((] 18 o & S]}v u E«p P [ 1] Jep E » % E o0 o u v3 ]Jv }EY

18V. Bevilacqua, M. King, M. Chaumontet, M. Nothisen, S. Gabillet, D. Buisson, C. Puente, A. Wagner, anditgevar&hem. Int.
Ed, 53/23 014, 5872t76.

19H. Jiang, T. Zheng, A. Lopaiilar, L. Feng, F. Kopp, F. L. Marlow, and PBWcmjug. Chem, 25/4 Q014), 698t706.

207-G. Wu, XJ. Liao, L. Yuan, Y. WangXYZheng, iL. Zuo, and Y. PaBhemEur. J, 26/25 @020, 5694t5700.

22X  E}o SUUZSYRAPS 1} e« ~> -« Jv Séminasstio R@Hddus Medicine and Surggfi @008, 227t38.

22G. Wittig and A. Kreb€hemische Bericht84/12 (1961), 3260t75.



glycanes présents a la surface des celltdedéme si la constante de vitesse reste faible en
Ju% E ]e}v A 00 o M U reske p& mob$lbioorthogonalké [ e fuv

des premiéres réactions a utiliser des partenaires abiotiques et relativement stables aux conditions

physiologiques.

Schémar. A. Réaction SPAAB. Réativité des cyclooctynesvec Bnhou similaire

Pour augmenter la cinétique réactionnelle, de nombreuses équipes ont travaillé sur la structure des
cyclooctynes{Schéma?| B). La présencele groupenents électroattracteurs eralpha o[ o Gv
permetde Ju]vp €& o[ v EP],les oyclealcimisont alorsplus réactifs (DIFG} Méme si
les modifications électroniques des différents cyclooctynes ont porté leurs fruits, une seconde
stratégie a & développée en jouant cette fois] *u@E o0 S ve]}lv C 0 %}IUE <+« C E |
E 35]A]1S p ]%}o E}%Z]o X >[ i}us % AE S CSo p p&EE@ EEefrif 0 CvV

[ HPu v8 E }ve] & o0 u vS o § ve]}v ctivi do codpo$dcasodu BBCO ou
du BARACY Les constantes de vitesse obtenues restenittefois encoretrop faibles pour pouvoir
envisager des applications vivo(k = de 0,31 a @6 L/mol/se X d}ui}puEe+ ve 0 uS [ MPu vs§
tension de cycle, Van Delft et son équipe ont synthétisé un composé bicyclique comportant un
cyclopropane’® Ce cyclooctyne (BCN) possede une cinétique plus faible BA€Ek = 014 L/mol/s)
mais il est largementitilisé du fait de son faibleodt et de sa meilleure solubilité dans les milieux
aqueux.Des versions encore plus tendues comme le TMTHsoré jourmais sont peu stables et
difficiles a isoler sous forme pur€.Récemment, une équipe a développé unidérsulfoximine du

dDd, <] % Eu § v}S uu vs o (}v 8]}vv o] E %}uE A viu oo u
u}o HO ¢ I ¢ % @E}S Jv ¢ [JvS E!S %o}UE * %% 0] S]}ve,les ]} }vipP
uS HE-. v E]JA vE % + [ dans les mikeux biolp§iquédla réaction SPAAC a été

intensément utilisée par différentes équipes pour des applicatinongva?

23N. J. Agard, J. A. Prescher, anB.BertozziJACS126/46 004, 15046t47.

24J. M. Baskin, J. A. PrescherT SLaughlin, N. J. Agard, P. V. Chang, I. A. Miller, A. Lo, J. A. Codelli, andd2zRPBAS 104/43
(2007), 16793t97.

25X. Ning, J. Guo, M. Wolfert, and GJ. BoonsAngew. Chem. Int. Ed}7/12 008, 2253t55.

26 3. Dommerholt, S. Schmidt, R. Temming, L. J. A. Hendriks, F. P. J. T. Rutjes, J. C. M. vareftdstr,[P. Friedand F. L. van Delft,
Angew. Chem. Int. EAd19/49 010, 9422t25.

27G. de Almeida, E. M. Sletten, H. Nakamura, K.|&niBppan, and C. R. Bertozxkngew. Chem. Int. Ec61/10 Q012), 2443t47.

28J. Weterings, C. J.Rjcken, H. Veldhuis, T. Meulemans, D. Hadavi, M. Timmers, M.giibhilppel, and R. M.LiskampChem. Sgi.
11/33 020, 9011t16.



l.2.v. SPSAC

>[ <u] %o Z ] en20fdunk version similaire de la réaction SPAAC mais utilisant cetteifois
une sydnme a la place de la fonction azoture. Ce premier exemple de SPSAC («° Rnained
SydnoneAlkyne Cycloaddition ») décia réactionentre un dérivé deN-phénylsydnone et le BCN
[Schéma8g)?® Cette réactionest légérement plus lente que la réaction SPAAC avecméme
cycloalcyne

La méme année atre équipe publie une étude réalisée sur plusieurs sydnones permettant de
rationaliser les principaux facteustructuraux accélérant la SPSAC.

E}ue A}ve v}$ uu v3 u]e v A] v <pu of i}us e *3]Sarylflelao SE} §¢
position N 0 *C v}v Jve] <pu o[]vSE} e ppsitiohZ ackélere nettement la
cinéique réactionnelle. Cet effet ansuite été expliqué par Houk et Liagtace a des études de
modélisation Ces études ont montrgue la substitutionen@e o[ZC E}P v % & uv Z o}P v i
0 EE] E [ 3]A 8]}vv e« ]E 0 ]*S}E-]}v 0 *C VIV %}uE s

SchémaB. A. Réaction SPSAE .Réactivité desydnones avec BCN.

Les Gfluoro-sydnones sont de loin les plus réactives des sydndBegrésence degroupements
électroattracteursen position N3, les fluorosydnones peuvent réagir a prés de 12 00fol/s en

présence de TMTityclooctyne le plus réafta ce jour) Cependant, elles présentent une stabilité

relative ce qui limite leur utilisatiom viva Un bon compromis entre réactivité et stabilgé trouve

étre les chlorosydnones. Ces composés réagissent environ 50 fois plus vite que les sydnones et
0}Ees<u[]oe %o}ee VvS pv PE}IU% u vsS o Sdajréastdn psuudepasse?sd0]3]}v E
L/mol/sen présence de DBCO.

l.2.vi iEDDA

Vers la fin des année %0ndsey et son équipe décrivent pour la premiére fois la réactivité particuliére
des tétrazires(Tz)avec différents composés insatuf@hémad) Zlisobserveit o[ %o}<p <u 3
cycloaddition [4+2] peut étre classée comme une réaction de Bidisr & demande inverse en
électrons ~ / X USE u vS |3 HONBOMJY dnophilequi réagiavec la LUMO du diene

(le contraire étant observé dans les réactions de PAddier classiqus).

293, Wallace and J. W. CHhem. Sci5/5 2014, 1742t44.

30 L. Plougastel, O. Koniev, S. Specklin, E. Decuypere, C. CrémifioBuBson, A. Wagner, S. Kolodych, and F. T@akem. Comm.
50/66 014, 9376t78.

31H. Tao, F. Liu, R. Zeng, Z. Shao, L. Zou, Y. Cao, J. M. Murphy, K. N. Houk, arghén.i@umnm54/40 018, 5082t85.

32R. A. Cédooni and RV. LindseyJACS81/16 (1959, 4342t46.



En 2008, Fox et ses collegues étendent les travaux de Lindsey au domaine de la chimie bioorthogonale

en utilisant un alcéne cycliquendu le transcycloocténe (TCGY Le TCO réagit dans un premier

temps avec la tétrazine selon une cycloaddition [4+2] pour former un intermédiaire tricyclpoes

une réation de rétro DielsAlder suivie [pv SE& ve( ES [ o SE&}v Sformhpwne}A£C S]}v
pyridazine.

Schémad. Réaction Tz/TCO IEDDA

Contrairementaux réactions précédentes, cette réaction possede des cinétiqusledées (k = 210
a 2 800 000 L/moljsce qui en faitwpe des réactions les plus utilisées a ce jour en chimie
bioorthogonale pour des applications allant de la bioconjugaison auxioéain viva

Cependant, le TC@® [ <+pas totalement stable en conditions physiologiques en raison de sa tension
C o § % US ¢[]e}u E]-cisEnactive (majsdplus stablele CCO. Certaines études

suggerent qudes thiolsendogénes sont o [} E]P]vVv 0[] He catdleesddyeliquevia des

processus radicalairédéDes études ont donc été menées pour améliorer la stabilité et le temps de vie

in vivodu TCG® On peut notamment citer les travaux d®x qui reporte en 2014 la modéiton de

la conformation spatiale du cycloocténe pour augmenter sa stabilité, sa réactivité et méme sa solubilité

en milieu aqueux

dE « E uu v3 o <u]%o D]l u] & %}ES <p 0 ]*8}E-]}v M ]%o¢
%E * v [V %g/positiohsE et 4 empéche la cycloaddition [4+2] diaise [Schémal0).®®
Le clivage du pont entraine la réaromatisation du systeme et la cycloadgitianalors seproduire.

eCe3 U 3 V}SE }vVv ]ee Vv O[HV * % E u] E- ebelEiclonE uv A
de ligation Tz/TCO. Cette technologie pourrait avoir des applications importantes dans les années a
venir en bioconjugaison.

Schémal0. Conception de Tz activables poureontréle on/off de la réaction IEDDA

33 M. L. Blackmari. Royzen, and J. M. F@ACS130/41 @008, 13518t19.

34Y. Fang, J. C. Judkins, S. J. Boyd, C. W. am Ende, K. Rohlfing, Z. HydbgSYJotiason, and J. M. Fiaetrahedron 75/32 @019,
4307t17.

35 A. Darko, S. Wallace, O. Dmitrenko, M. M. Machovina, ReAl, W1 W. Chin, anJ. M. FoxChemsci, 5/10 @014), 3770t76.

6], Novianti, T. Kowada, and S. Mizukadri.Lett, 24/17 @022, 3223t26.



.3 Les réactions de coupure

Les réactions de coupure ont été développées pour implémelgemréactions bioorthogonales

existantes en introduisant la notion de coupure sélective de liaismvalentes et donc celle de

relargage controlé de molécul€sBasé sur le concept déja existantdiEprotection ou «decaging»,

largement utilisé pour le d@loppement de prodrogues activables par voie enzymatiquette

stratégiea été étendue austimulus externes photoinduits atatalysé par des métaypour permettre

la déprotection de fonctions biologiquemeattives[chémal ). Cette partie ne décrit pas de fagon

AEZ pe3]A o[ § 8 o] &8 S}us ¢ 0o« E S]}ve JU%oUE U vipge v %o

nous, sont les plus significatives chimie bioorthogonale.

SchémallX Z % & ¢ vS S]}v « Z u Sl<p  [uv &E S]}v YU %o uE

I.3.i Les réactions de coupsnghotoactivable

> % E}S S]}v %Z}S}]v ul]8§ o %oope }UE uu vsS ps]o]e S 0 o]A |
[} E 3 Z}v]3 Eviawe@madiation ultraviolette & 350m [Schémal 2).38

D oZ p& pe u vSU o[puS]o]e S]}v & C}ve hs ]Jv u]s pee] uv S}A] 18 v,
faible pénétration des UV dans les tissus biologiques, limite considérablement les applications. En
outre, le dérivé nitoso-aldéhydegénéré au cours de la réacti@st également fortement toxique ce
quinere% & ¢ vS <u[HuV % E} o0 u u]v libéerun agenpcytoteXique pour tuer des

OOHO * U ]* % HUS !SE % E} 0 U SJ<h %o}UE [ USE ¢ SC% * [ %o %o00]

Schémal2. Coupure photoinduite d'un éther d'orthonitrobenzyle carbamate

I.3.ii Les réactions de coupsiaduites par des métaux de transition

Certaines réactions classiquement utilisées en chimie organique ont été adaptées en version
bioorthogonale pour décager sélectivement une molécule en déprotégeant une fonction chimique
essentielle ason activité biologique{Schémal3s X [ «3 @ar exemple de la déprotection de
groupementAlloc par une réaction de type Tsdjiost catalysée par des complexes de ruthéniBour
adapter ces réactionsux conditions physiologiques, il a fallu principalement jouer sur la compatibilité
biologiquedes ligandsnétalliques.

87J. Liand P. R. Chétat. ChemBiol, 12/3 Q016), 129t37.
BWX <o vU dX a}o}u IU X 'X } Z 88U X o opikKJAKHEStKOY, andl. VKEIEem Rev, 113/ X013, 119t91.



Schémal3. Réactions de coupusénduites par des métaux

Par exemple, Streu et Meggers ont mis au point un catalyseur a base de ruthénium pour sélectivement
% E}S P & pv EZ} u]l]v % E pv PE}IU% u vS* lmodéproteafign leE] puE
groupement Ynoc (propargyle carbate) par des complexes de cuiviequ des nanoparticules de
palladium ont également été investiguée dans diverses applications biologitfd&€+® Cette
méthode a notamment permis de réaliser des étudesivosur des embryons de poisson zébre pour
0 PlvP EZ} ulv o[ ] V V}% ES] (f°e % 00 Jpu }p [}EX

[.3.iii  Coupures induites par la réaction de Staudinger

En 2008, Robillard détpour la premeére fois la libératiome médicamenten utilisant la réactiomnle

A JvP EX > & p 81}v [puv (}v 8]}v 1}SpuE dursor de béis%uto ‘UE |
immol o VvSE& v o (}&u S]}v [uv ]Jvs CEu ] ]E natidkl,6opourliegrefE pv o
le principe actifSchémal4}.s Les auteurs ont étudié la libération controlée de doxorubicinecette

réaction

Schémal4. Coupure de Staudinger

lls ont notamment constaté que la doxorubicine cagée par le précurseur du brasnautmable
présente une l6 %o E o< i RD 0}Ee <u[ v % E -eette vakbur MirdiheéaZ |v U
presque 0,07 uM.

39C. Streu and E. Meggefmgew. Chem. Int. Ed15/34 Q006), 5645t48.

40X. Wang, Y. Liu, X. Fan, J. Wang, W. S. C. Ngai, H. Zhang, J. Li, G. Zhang, J. Lin, antAE 324018019, 17133t41.

4LA. A Kislukhin, V. P. Hong, K. E. Breitenkamp, and M. GBieiconjig. Chem.24/4 2013), 684t89.

42R. M. Yusop, A. UneBiroceta, E. M. V. Johansson, R. M. Sanbktetin, and M. BradleyNat. Chem, 3/3 (2011), 239t43.

43C. Vidal, M. Tom&Samasa, A. Gutiérre2onzalez, and J. L. Mascareii#s;5141/13 @019, 5125t29.

4], T. Weiss, J. C. Dawson, K. G. Macleod, W. Rybski, C. Fraser,-Saidness E. E. Patton, M. Bradley, N. O. Carragher, and A. Unciti
Broceta,Nat. Comm, 5/1 (2014), 3277.

“SA. M. Pérez 6pez, B. RubiRuiz, V. Sebastian, L. Hamilton, C. Adam, T. L. Bray, S. Irusta, P. M. Brennan, Go@e|dydSieger, J.
Santamai, and A. UnciBrocetg Angew. Chem. Int. Eb6/41 Q017), 12548t52.

46R. van Brakel, R. C. M. Vulders, R. J. Bokdam, IHaBdiM. S. Robillar@ioconjugChem, 19/3 £008), 714t18.



I.4 Les réactions de ligatiecoupure

Une réaction de ligatiogoupure[Schémal5) se dérouleyénéralement en deux étapes, la premiére
réaction permet la ligation covalente de deux partenaires réactionnels pour former un intermédiaire
instable Cetintermédiaire est ensuite capable de se réarranger pour libérer une partie de sa structure.
Ces réadbns résultent principalement de modifications de réactions déja existdrites

Schémal5. Représentation schématique d'une réaction de ligationpure

l.4.i Ligationcoupurede Staudinger

La ligatiorde Staudinger a été adaptée pour lier de fagon covalente deux cibles biologiques en plus de
libérer sélectivement un principe actif. Floregttson équipeont été les premiesa élaborer une sonde
capable de libérer de la doxorubicine et uneeissues de la ligation des deux partenairfSchémg

.48

Schémal6. Réaction ddigation coupure de Staudinger

Malheureusement la cinétique est trés faible puisque pour atteindre 90% de relargage du médicament

il faut attendre 3 heures méme a une concentratior2d@mMX 8§88 § Zv}o}P] v[ v E 8§ %o *
intéressante et pourraipar exemple étre utilisée pour le relargage contrdlé de deux médicaments en
simultané permettant des effets synergiques.

47X.Ji, Z. Pan, B. Yu, L. K. D. L. Cruz, Y. Zheng, B. Ke, and@héffeBay, Rev, 48/4 019, 1077t94.
48 M. Azoulay, G. Tuffin, W. Sallem, an€ JFlorentBio. Med.Chem lett., 16/12 @006), 3147t49.



l.4.ii IEDDA

>[uv e E S8]}ve 0 ¢ %o % E(}EuU Vider &Hem@Ende invErse én ¢hectrbns ¢

entre lestétrazines et les transycloocténedSchémal7 A). Cette cycloaddition a été adaptée pour

permettre la libération contrdlée de principes actifs en dif@nt notamment la structure [uv .

deux partenaires réactionnelgn effet, Robillard et ses collegues ont introduit une fonction carbamate

en position allylique du TCO capable de se réarranger et de libérer une amine lors de la réaromatisation

du syseme en pyridaziné® Si les deux premiéres étapes de cette réaction restent les mémes que dans

0 A E-*]}v 0 ee]Jcp U [ 5 0 EV] & <«u] Z vP %SEuU B W¥ o[po]ul]v
principe actiffSchémal7| A).

% Vv v3U Vv (]J* V8 A E] E 0 « PE}u% U VSe V %}*]3]}vi 8 pu}s(
[ *S % E ges mpdifications avaient un impact majeur sur le poutage derelargage dda
molécule souhaité&® Chen a quant a lui montré3 ans plus tard que la présence de groupements
électroattracteurs favorables pour la cinétique était préjudiciable pour le relargage de principe actif
Schémal7| B).*!

Schémal?. A. Réaction IEDDB Tétrazines utilisées et taux tibération

Récemmento [ <] %o t Jeeo0 & ] vVvS8](] Ve uv. Spu & u EG<g 0 0 * O
le ligation coupure TZICO$chémal8).>? Si la premiere réaction de ligation est efficace et rapide, la
réaction de coupure semble étre quant a elle tres dépendante du pH, du tampon et plus généralement

49R. M. Versteegen, R. Rossin, W. ten Hoeve, H. M. Janssen, and M. S. Rufiiiéard Chem. Int. Eb2/52 @013, 14112t16.

50R. Rossin, S. M. J. van DuijnhoventeWWHoeve, H. M. Janssen, L. H. J. Kleijn, F. J. M. Hoeben,dRsteegdéen, and M. S. Robillard
Bioconjug. Chem27/7 016), 1697t1706.

51X. Fan, Y. Ge, F. Lin, Y. Yang, G. Zhang, W. S. C. Ngai, Z. Lin, S. Zheng, J. Wang, J. Zhao, J. LiAagd\®.(GRe@hdnt. E(55/45
(2016), 14046t50.

52J. C. T. Carlson, H. Mikula, and R. Weissl84&5140/10 @018, 3603t12.



de son environnement proche. La premiére limitationenisy opu] & ve o] EXxliom <5 o
[}EAC S]}v o[]Jvs CBu ] ]J&E 1ZC E}%CE I]v % }uE (}EU E pv %
permettant pas la libération du composé. Pour contourner cela, cette équipe a brillamment démontré

<u[ v JvSE} p]e vS pv  (}v S]}v ] « raiEsfent d& @Ed®nl intracholgaulaire

% Eu 35 15 [ A]S €& o[}&EC &]}v 8}us v o &E vi o o] & $]}v o[ L

Schémal8. A. Réactions parasites a la réaction de coupure TCB/T#écanisme avec la tétrazine acide.

> ¢ v % @E} ouU <35 opu] o] o[ 88 <pu Jv8@E u}o po ]E o[ 1}8
partie 1,4dihydrodiazine pour former un intermédiaire tricyclique lui aussi totalement stable et ne
permettant pada libération du composé actif. Pour limiter ce probleme Weissleder indique due le

usZCo E usd % Eu 3 [ Al E §}3 0uvs o E 3&]}v C o] 8]}v ]
deux nouvelles modifications il est alors possible de libérertivelment rapidement et quasi
guantitativement une amine.



Plus réecemmento [ <] %o Z} Joo E E %}ES ocslcadhmptspyvia libéraa® 1]v
[ uUlJv «X ve 8§58 Sp o0 HS PE+* uWwSESVH (U ~« CovgS ractidnu

modele[Schémal9). Iisont ensuite adapté ce systénpur la libération de monanéthyle Auristatine

E, un composé anticancéreux tres sg8liles cinétiques de libérations sembteétre cependantien

pluslents <p[ A o & 3] u} o

Schémal9. Réaction modéle libérationde diméthylaminea partir d[ pestétrazinecarbamate

En 2022 o[ <u] %o A E i o JE pupuv A E-]}v %Z2}38} 3]A o
développant une dihydrotétrazine k& un groupement photdabile quj sous irradiation UMnduit la
formation de la tétrazie active pour la réaction IED®chéma20).>*

Schéma?0. Version photoactivable de la réaction Tz/TCO

Cette méthode leur a notamment permis de libérer de la doxorubicine dans des cellules vivantes
mettant en lumiére son intérét pour un contrdle spatemporel de la libération de composéstifs.

La ligation Tz/TCO+S o[das réactions plus utiliséesn bioconjugaison que ce soit pour des
applicationgn vitroou mémeinvivoe] ] v <p[pv ¢ ] o]Jv]<p 8 & VSE VvV %Z -
contr6lée de doxorubicine dans la tumeltErig(urel %5

53 A. H. A. M. van Onzen, R. M. Versteegen, F. J. M. Hoeben, I. A. W. Filot, R. Rossin, T. Zhu, J. Wu, P. J. Hudsem, MV.Medanss
Hoeve, and M. S. Robilla@CS142/25 020, 1095563.

54L. Liu, D. Zhang, M. Johnson, and N. K. DetatjChem, (2022, 1t8.

55K. Wu, N. A. Yee, S. Srinivasan, A. Mahmoodi, M. ZakhhrdnM. Oneto, and M. Royzegbhem Sci, 12/4 021), 1259t71.
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Figurel. Essai clinique en cours pour le relargage de doxorubp@nen systeme bioorthogonadlz/TCO.

Le principe est asgesimple,du Hyaluronate de sodium T@ous forme de gelgst injecté en
intratumorale, puis le patient recgoit 5 fois par jour en i.v une solution contenant la doxorubicine dont

la fonction amine est protégée sous forrde carbamate de TCO. Ce dérdat80 fois moins toxique

gue la doxorubicindibre ce qui augmente la fenétre thérapeutique. Lorsque cette prodrogue arrive

dans la tumeur cellei est déprotégée grace a la réaction de etielease avec les Tz implantées dans

0 Spu HEX o[Z ap&E E SpocosS-. o [clmez b [ @ IMihepsont pas encore publiés

mais les résultats sur souris sont tres promett@@ette étude met en lumieretoub [JvS E!S %} ES

o E 3§]}vdild K & %opue Pv E ouvs pE E §]}ve ]}}ESZIP}v 0
expansion quirouve des applications dans des domaines variés.

Dans notre laboratoire nous nous intéresserons particulierement aux ofectbioorthogonales
impliquant les iminosydnones. La prochaine partie sera donc consacrée aux iminosydnones en
luu v v8 % & O0[Z]*S}E]«M o H&E JMA ES %}UE 8§ Eulv E % E o



Ma these estaxéespE& o[uS]o]e S]}v e Julv}eC Vv}v ¢ %}uE ]JA e ¢ %0 % 0]
notamment en exploitant leur capacité a réagir avec des alsysmus contrainte stériqueCette

réaction sera appekt par la suite par son acronymeSPIC@our Srain-Promoted Ininosydnone

Cyclooctyne Cycloadditio) §8§ % ES] [ 8§ & & }Iv. sUE UV % E ¢ VS ¢
iminosydnones en passant par une présentation des travatéciaurs a cette thése.

1.1 Généralités sur les mésoioniques et les iminosydnones

Le not « mésoionique » a été évoquaour la premiére foisila fin des année 40 par Baker et Ollis et

découle de la contraction des mots « mésomérique » et « ioniqt&Ce terme regroupe une famille

de dipbles hétérocycligus a 5 chainons ne pouvant pas étre représenp@r une unique structure

chargée. Plusieudipbles hétérocycliquede ce type ohété décris au fil des années par différents

groupes Il est possible de citer notamment les sydnorles sydnoneméthides, les (iso)minchnones

ou encore les iminosydnonefFifure 2o X E}SE  <p]% <[]vE E cremeatogux %o E3] |
iminosydnones, qui contrairement asydnaes avec un oxygene en positorpéssedat un azote

Figure2. Structure des mésoioniques les plus courants

Les iminosydnones et plus généralement les composEsoionique sont des zwitterions qui peuvent
o[ E]E A %o o shihilesEn égplibee plus ou moins déplacé suivant les substitsiant\?
et Ne(Figure3).

Figure3. Fomes mésomeéres des iminosydnones

MAE (JEU » [ E]SHUE =+ E}VS %0 ] ]85 - va et e quivtgnd€Rt]dU o0 ¢ (}(
représenter au mieux la localisation dedansité électronique du dipble. Les formes limites nous
indiquent que le carbone en*fC3% o[ 1}*&onEplutdt nucléophilealors que le carbone®C$ o[ 1}§
N2 sont plutét électrophils. Ces informatios sont essentielles pour mieux anticiperriactivité du
dipdle.

[I.2 Historique
[ S v i6A6 <u 0 ¢ % E u] E -t pté syntig@tis@vpar [pvgroupe de Walker et le

groupe de Oht&’ Leur premiére idée a été de traiter Kenitroso-N-méthylaminoacétonitrile2 avec
o[ vZC &E] S§tapdélla synthese des sydnonkkalheureusement g pv % &} p]s v|

56W. BakerW. D. Ollis, and V. D. Poal&CS0 (1949, 307t14.
57H. Kato, M. Hashimoto, M. Ohtidjppon Kagaku zasst{i957), 78, 70713



§ } o+ EA U Joe pslo]s & v8 0}E-* pv ] Etves U of ] V]SE]«
} o EA E vS %}UE 0 % E u]l] E (}]* o (}EuU 3]}v u imosydnoneZo}E pE
protonée|Schéma2l).

Schémal. Synthése des iminosydnones

Pour éviterle plus possible la manipulation dénitrosamines cancérigéns, Turnbull et Beal anmis

H %}]vs v {087 pv *Cv3Z o u}v}3}% ( ]+ viEile]ovdn@Adonhear dgf]+} uCo

nitroso. Par late, un bullage de HCI dans la solution perS  [Jv H]E o C 0] S]}Vv %}pE (
Zo}EZC E 3§ dndhe Jeoyre§pondant® Cette synthése a P o u v3 o[ A v P [ A]8 «
o[pus]o]e S]}v [ [Bchém&PE pAL ~

Schéma2. Synthese monotope développée par Turnbull et Beal

Les premieresmino*C v}v ¢ ¢CvSZ S]e o[ %o}« paleméni suBsti%@s] par] des
groupements aryliqusou alkyliqus « p E o [Nd.Mais aufur et & mesure, les groupes travaillant
sur ces dipdles dnintroduit en position N des groupemers plus exotiqus comme des fonctions
N-oxides ou hydrazine pour évaluer leus propriétés biologiques.

Figure4. Médicamentsyant un squelettéminosydnone

Plusieurs médicamestont été développé a partir des années 70 dont les plus conmaisont la
Molsidomine et le MesocarfFigure4). Ces médicamests}vs ¢ }vv pE- ulviZ&C [
trés utiles pour la moduléion des capacités cardiovasculangar exempleé®®! Outre les popriétés
biologiques, un groupe @ecemment utilisé les iminosydnos&b U E 0 *CVvSZ 852 [ E%o0}](

_;
—
(V514

S8E. N. Beal, K. Tumbudinth. commun (1992, 22, 67376

59K. MasudaY. ImashirpT. KanekpChemical & Pharmaceutical Bulletlkt8/1 (1970, 128t32.

60| . J. Ignao, C. Napli, and J. Loscalz@irculation Resear¢B0/1 (2002), 2128.

611, Soudre, P. Hoffmanna, and F. Bringaudurnal of Heterocyclic Chemist#d/5 @003, 943t47.
62M. L. Gettings, E. F. C. Byrd, M. Zeller, and D. PiéteayJournal o€hemistry 45/4 021), 2228t36.



La synthése des iminosydnaee fait généralement en deux parsidistinctes. Toutd[ } (He cycle
iminosydnone est formé par étape de nitrosylatiopclisationcomme décrit précédemmenensuite
la divesité fonctionnelle est apportésur N via des postfonctionnalisatiors avec des électrophite

Schéma23).

Schéma?3. Synthese d'iminosydnones fonctionnalisé€®: groupe partant

Ainsi v (}v 8]}v o[l o SE}%Z]o uS]o]-
(thio)urées, phosphoramidest sulfeamidesen position N.

[1.3 Travaux antérieurs du laboratoire

-~ CO

3]A U ]ejousdg]}s C v §
phosphorylécingclasss [Ju]v}eC vpauvent étre obtenus: celles ayant defnctionsamides

La réactivité des iminosydnones-giwis des cycloalcynes a été découverte par notre équipe en 2017
0}Ee+ [pv Sup E] o P A]e v§ srédcickgBd dycloadditiph® Laaéaction
de ligation coupurades iminosydnones avec les cyclooctynes, tel que le DEEQn processs en

deux étaps Ju%oo0]<p v8 pv G o} ]8]}v €i=1e¢
produit de ligation (pyrazole) et un produit de coupljigocyanate

*p]A]

$chémazd).

[ pMdedgénéanit un

Schéma?4. Réaction de ligation coupure entre uimeinosydnone et un cyclooctyneDA: rétro-DielsAlder

Suite a cette découvertev}SE o }E& S}]E [ S

E $E}

% ES] po] €& u v8 Jvs E e
fonctionnalisation des iminosydnones. Dans cette optiqgdes méthodes plus généralmnt été
dévelopées v %o ¢+ vS Vv}S uu vS % E pv Jvs Eu ]
variété de nucléophile[Schéma25}.5* Nous avons concentré notegtention sur la synthése de*-aryl

1E Ju] 1}olpu %}pE

63S. Bernard, D. Audisio, M. Riomet, S. Bregant, A. SallustRlougastel, E. Decuypere, S. Gabillet, R. A. Kumar, J. Elyian, M. N. Trinh,
0. Koniev, A. Wagr, S. Kolodych, and F. TarAngewandte Chemie International Editjid6/49 @017), 15612t16.
64 M. Riomet, E. Decuypere, K. Porte, S. Bernard, L. Plougastel, §cKo@dAudisio, and F. Tar&hemistryt A European Journal

24/34 018, 8535t41.



iminosydnone décrites comme étant plusstables, grace a une meilleue stabilisation de
o[Z § &P o

Schéma?5. Synthése [Ju]v}eC vfpncsonnalisées enN

Dans cette synthéseo [ v]o]v e p2gt]étte alkylée dans les conditisde Finkelstein eprésence

de chloroacetonitrileEvep]s pv & S]}v VISE}*Co S]}vl C o] S]}v }vv
correspondante. Une réaction avec Ighio)carbonyldiimidazole suivie [pv u $ZCadeS]}v
o[Ju] Ipermet [} 8§ V]E o[]u]v]midoazplium correspondante qui peut étrenguite
traitée avec um variété denucléophiles pour obtenir la fonctionnalisation souhaitée.

La position &peut également étre fonctionnaligéar des électrophilecomme le dibrome ou encore
les dérivés N-halogenesuccinimidesNXgSchéma26).’

Schéma?6. Halogénation des iminosydnones

La proton en position st relativement acide (pKa =-28) et peut étre déprotoné par une base
lithinée puisin situfonctionnalisé avec une diversité de nucléophiles.

Ces dérivé C' halogéné peuvent a leur tour étre fonctionnalisé o ] E s pdlape
catalyséspour introduire facilement de la diversité fonctionne|@chéma27).

85|, E. Kholodov, E. V. Borisov, and V. G. Yash@iskinistry of Heterocyclic Compoundigl (1971), 514t16.
66|, EKholodovE. VBorisov, and V. &ashunskiiChemistry of Heterocyclic Compountid, (1966), 215t18.
87 M. Goetz, K. Grozinger, and J. T. Oli¥éed. Chem, 16/6 (1973, 671t73.



Schéma27. Fonctionnalisation palladocatalysée

Avec toutes cesnodifications possibleso o }E S}]E *CVvSZ S]e pv -« E]

effectué uneétude systématique de la vitesse de réantan fonction des substituantsequi apermis

de rationaliser les effets électroniques favorisant la réaction de cycload@®@C. Il est a noter que
toutes cesréactions génerent un isocyanate activé par un groupement électroattracteur.-Celst
donc spontanément hydrolysé dalesmilieu en amide, sulfonamide ou encore urée.

Tableaul. Influence de la substitution en positior§ 8ur la vitesse de cycloaddition

Entrée R k (L/mol/s)
1 0,01
2 0,006
3 0,032
4 0,018
5 0,061
6 0,047

7 <0,000

[Julv}e



>[ VE] Z]** u v3 o0 S }MEp sitio%§a un impactsur la vitesse de cycloaddition
LIJVEE} p 8]}V [HV PE}HU% u%ydsus®$Cq[ wuvEP E } p %agmente la cii€lique
[uv ( § patexémpldTableaul).

Tableau2. Influence de la substitution en positior? dur la vitesse de cycloaddition

Entrée R k (L/mol/s)
1 H 0,047
2 OH 0,008
3 CHOH 0,024
4 COOEt 0,181

o[]vA ( la pasitipn N° est pauve électroniqguementplus la cinétique est rapideAinsi
O[]JvSE} u S]}v puvS@EFIISE S pEU § estepsgyrle ndyau arpywatique situé en
N> uPu vs o ]Jv §]«u [||?T\ab(eaL§2,uCE o ~

Tableau3. Influence de la substitution en positior €lr la vitesse de cycloaddition

Entrée R Z] Z[[ k (L/mol/s)
1 H H 0,018
2 H | 0,111
3 H Br 0457
4 H H 0,061
5 Me Br 0,936
6 COOEt H 0,181

7 COOEt Br 0,686



>[ (0% plS % E o %olElogene v Pwye]S]lv & 3 %o
brome augmenteen moyenne laA]8 ¢+  [pv (4(Fahi€Bu3).

Plus récemmentnotre équipe a publié une méthodologie pour chlorer la position*Qles
iminosydnones et &valle o[Jv(ou Vv

§§ u} ](] $]}v eyclEadditioApshémd
[28.%2 > & 35]}v Zo}E 3]}v ¢+ (185 V % Eterty uCBHC%VYyZof EEJV]SE]o0
Avec cette méthodologie en mainotre laboratoireau }vSE @& <«p[]Jo § ]S %o} -diffaventes Zo}E &

classes [Ju]v}eC s {wée, sulfonyl amideet carbamate) ainsijue ces iminosydnongcongues
commeprodrogues de substances actives

S MO ]E %ou]e<n o0Of]VvSs

Schéma28. Réaction de chloration électrophile des iminosydnones
Ensuite une A op §]}v o[ (( § p Zo}eamisen éderice]$an effet bénéfique dar
vitesse de réactiofilableaud).

68 M. Feng, L. Madegard, M. Riomet, M. Louis, P. A. Champagnete®s,®. Audis, and F. TararChem. Comm 2022, 58,8500 t
8503



Entrée

1

Tableaud. Influence de la chloration sur la vitesse de cycloaddition

Me

Me

COOEt

COOEt

COOEt

COOEt

W& £ u%o U o Zo}E& S]}v [uv

C o}

18]}vU
substratdépendant.

Z[[

H

Cl

Cl

Cl

Cl

Julv}eC v}v

k (L/mol/s)

0,032

153

0,001

3,0

<0,01

2,3

2,8

17,8

epno(}v uj uHPu v§

§ [uv ( 3Imipn@ydnoliekpd®E > 41Pu vsS S]}v o E 3§]A]s

En résumé, pour augmenter la viges de cycloaddition il faut introduire des groupement
électrodonneus en position N, des groupements électroattracteurs erf 8t des halogéngsur le

carbone 4

Figureb).

Figure5. A. Modifications stucturales des iminosydnoneB. Groupements favorisant la cinétique réactionnelle

[H

~

S



>[ Su 0 3§ & pladrpagtivitésdesminosydnones & E u] e E S]}v o] & o[]v(oH V
structure électroniquesurleur réactivité. Ces informati@ont %o  u ]« isdgerdes applicationin
vitro et in viva

[I.4 Utilisation des iminosydnones in vitro et in vivo.

Les iminosydnones orété utilisées dans plusieurs étudem vitro. Une des premiers a avoir été
envisagé par notre laboratoire est leur utilisatiomomme espaceur clivable pour la modification
sélective de protéinefSchéma29).% Le laboratoire a montré dans cette étude que les iminosydnones
% }UA ] vE 1EE ps]o]e ¢ %}IUE 0 % uE](] 3]}v [pHalcyieKEPBIK)YV u} o U
[uv ASE ]S (}] X W}HE o U pv Ju]lv}ieC viv ]}5]v aNySAIKE S
]E S uvs ve o] £ASE ]S (}1 X veul]s U pv %oSUE °*upE Joo - .
et de concentrer la protéine, qui peut ensuite étre décrochée des billes par réaction SPICC. Cette
§ Zv}o}P] % Eu S 0 (}]edes condifigrk dvasfiqEs normalement requises pour
décrocher une protéine biaty o ]Joo - *SE %3S Al ]Jv ule Pouvs |
simultanément un groupement prosthéiiie choisi comme par exemple unédicamentou un
fluorophore.

Schéma?9. Stratégie de capturéchange d'étiquettes d&lyoAlk

Les iminosydnones o@&té également utiliséspour la modification sélective et contr@é [ vS] } & %o

basé pE puv § Zv}o}P] [ [§]2ZuefSchémaB0).* Cette technologie aotamment été

développé par la startup Syndivia en collaboration avaotre laboratoire. Le principe est baké

aussisur o[Jvd E 3]}w3S{B3wS A] Jv 8§ euE o[p3]o]e 3]}V [ *% UEe* Ju]v}e

691, Dovgan, A. Hentz, O. Koniev, A. Ehkirch, S. Hessmann, S. Ursuegui, S. Delacroix, M. Riomet, F. Tarani, S. G@ofireh, and
A. WagnerChem. Scil1/5 020, 1210t15.



Schéma30. Technologie ENACT

> u} J(] S8]}v [ v8] }E%ee ~}u %0 E } S d§fi en biecdhjugaEonoet le«confrdle

M Z ~ &uP vsS] } C Z 8]} o[ *8 Vv }E %0opueX '"v (E 0 U VS %o0opue] nC
o}Ee o wu} J(] SI}v [pv vS] JERE Z]cu]X >(JUSFE} p S]}v [HV < VS
Ju%}ES vS§ % S]S5 ¢ ulo HO ¢ *puE PV % E}S Jv % S Jv H]E MV %o
IvsluEv E % E} o u U o <u]%o t Pv ule M %}]vs puv 8§ Zv]-
[ v§] }@ddifés par un espaceur iminosydnone biotine sur une colonne de streptavidine. La
}VIipP Je}v 0 % S5]3 u}o po <[ (( Sp SE « e+ }VA E-]}v ( }v
lamono (}v 8]}vv o] §]}v o[ v§] }E %o+ X Fanclionraligésesant retensi$ sp€H6o
colonne de streptavidine et les anticorps non modifiés et donc non retenus sont réinjectés dans la
boucle pour étre modifiés a nouveau. De cette facon les auteurs décrivent une immobilisation

[ VA]EW 0O0Db[ v3]* }EBP p }ps [pv A]JvPS v C o +X WIHNE (]JV]E
décrochés de la colonne de streptavidine par réaction SPICC avec un cyclooctyne comportant dans sa
*SEY SHE v ulo po  []vSopmors, séqieh&nudiéigue)} Geterhnologie offre

uv }vSE€0o S}S o g Z 8§ % EBu S P o u vs (}v 8]}vv o] & of v§]
différents si cela est nécessaire.



Par la suite, toujours dans notre laboratoire, les iminosydnones ont été aslzgur le relargage
controlé de fluorophore dans desellules CHO vivantge’® Dans cette étuddes auteursutilisent une
sonde clickable permettant la libération simultande deux fluorophores TurnOnuh situé sur le

produit de ligation et@fitre sur le produit deoupure [Schémad1). Cette sonde fluorogénique est

constituée de deux fluorophores partiellement étesntun noyau styrypyridinium par effet ITC et un
naphtralimide par effet PeT. Une fois la réaction de SPICC réalisée les deux fluorophores retrouvent

0 PEe* %o E}%oE] S - (Op}E » v § o[ oopu vS o[]vs ] uHE + o0y

3 + + +
DBCG@acide - + -
DBC@amine - - +

Combiné

Schéma31l. Ligation coupure SPICC sur cellules CHO vivantes

Cette étude a permis de confirmer par imagerie confocale que la réaction de ligation coupure a bien
O] 4 Ve o eCe5 u < }u%o0 £ U 5 0° <u o[]vd E] pE oopo » AJA v

A notre connaissance une seul S (15 § 8 o[puS]o]e $]}win Yivopour Gesy }v
applicatiors de diagnosti. Dans ette étude publi@ par notre laboratoireen collaboration avec
o[ <u]%o H WEI(X N e8] v W %}S Uofuy | AUE pE s AWIPITE®ES o[pus]

M. Riomet, K. Porte, A. Wijkisen, D. Audisio, and F. Tay&hem. Comm56/52 @020, 7183t86.



micelles immolables par réaction SPIC& }uE& o o] & 3]}v }vSE<€o [V (OU}E]} % Z

tumorale (Schéma32). "* Cette stratégie éléganteest basée suun double ciblagepar effet EPRet
utilisantla surexpression dé=glucuronidase dans le microenvironnementtoral

Schéma32. Micelles clivables par SPICC

Les micelles utilisées dans cette étuslent construites % ES]E [UV U%Z]% Z]O0 }u%o}e
Jul]vieC viv & 0] vS§ pv % ES] %}o0 |E HV % ES] %agsenjiie X ve o]
en micelles en encapsulant des molécules apolaires contenues dans le milieu, telleymenia DIR

Ju% }ES vS§ O}vPu ¢ Z ]Jv e 0]%Z Sl<p * ZC E}%Z} X > 12 o[
% E } % E] Squen¢hing #e fluorescence a forte concentration ce qui est typiquement le cas au
sein de la micelle. Ces micelles peuvent alors réagiravegclooctyne par réaction SPI€@rainant

7K. Porte, B. Renoux, E. Péraudeau, J. Clarhaut, B. Eddhif, P. Poinot, E. Gravel, E. Doris, A. WijkidissenSDPApot, and F. Taran
Angew. Chenint. Ed, 58/19 @019, 6366t70.



la destruction de la micellet la libération duluorophore. Néanmoins, seuls les cyclooctynes apolaires

peuvent pénétrer la micelle et entrainer leur destruction par SPICC. Par exer€@glu ne peut

pas pénétrer la micelle pour la détrujren raison de la présence de nombreux groupements Esair

Il faut que la glucuronidase clive la liaison osidique pour libérer le RB@E@ qui lui va étre capable
['SE ]JvS Ev mjicelle etde dibérer la DIiR par SPICC. La glucuronidase esxgtmée dans

le microenvironnement tumoral, ainsi lesicelles peuvent étre clivées seulement dans la masse

Suu}CE o Ju%}ES vS§ o Pop pE}V] « X >[ S [ @& S uv

E *posS 8¢ Jv J<pu v8 <p o & S]}v v[ omigellepsontmisesen présérfteade

DBC@lu sur des cellukcontenant de la glucuronidag€igure6).

M5-DiR+DBC®&glu
M5-DiR+DBCGQglu
+ -glucuronidase

Figure6. <SEN S]}v ul] oo« of]vs E] uE oopo * AlGluesen pradence daunon] $]}v
de glucuronidase.

Ensuite la méme étude a été menée sur des souris comportant une tumeur sous cutané xénogreffée
KB. Les micelldg5-DiR comportant le fluorophore sont injectées en i.v et suivies 24 heures aprés
o[]vi §]}VvDBER@glu[Figure?).




Avant traitement M5-DiR M5-DiR+DBC&glu

Figure7. +SEpu 3]}v ul] oo« Z1 0 *}uE]e *u]d-Gluo[lvi 3]}v ]XAX K
Le suivi de la fluorescence indique une augmentation du signal, aprés injectiBCieglu.

Une analyse par spectrométrie de masse de la tumeur a permis également de confirmer la présence
L % E} uls 0]P 3]}V ~%C@E 1}o + ve 0 U s+ 3Suu}Eirovivehe E}uA v3 o]

Trois projets principaux seront développés dans ce man8ddrio % & u] E €& 0 § O[uS]
[Julv}eC VIV ¢« % }uE O § S]}v S o <«pu vs](] S8]}v [ ojtEdétine VvS]P v]
Vivo e (Jve ] Pv}eS] X > ¢ }v %}ES <«u VvS§ OM] *HE o[uS]o]e S]]}V
développementdpuv S Zv}o}P] %o E&FF agsistéP par peconnaissance moléculaire. Enfin

la troisieme partie traitera de la découverte et du développement de deux nouvelles classes

[Ju]v}eC ViV ¢ %}uE o @& doEP IOSEEE o []*} C v § X



Chapitre 1: A 0}% % u vs [puv u $Z}
déetection multiplexée de recepteurs tumoraux

.1 Geénéralités sur le cancer

Le cancer estdans les pay®ccidentaux la seconde cause de déces apres les maladies cardio
vasculairesCette pathologiest principalement pe % & o[ <u]e]S]}v ups S]}ve oV
des facteurs extérieurs (chimiques, physiques ou biologiques) ou par des prédispositions génétiques

2 Lecancerestextrémement complexe, multifactorigi il varie selon lepersonnes Les efforts de la

recherche se dirigerdepuis plusieurs année®rs des traitementsle plus en plusibléset adaptés a

chaque patient, on parle de médecine personnaliggeconséquence, le nombre de thérapies ciblées
actuellement sur le marchéu en essais cliniqugdvolue de fagon exponentielle. Ce nombre toujours
grandissant posera a terme le probleme du choix thérapeutique qui nécessite de prédire quel sera le
meilleur traitement pour un patient donné.

WIUE u] HE tu%eE v E <U[ *S pv v E S <p O %o}]Vvs S C %o %t
[ }&E ] v }u%®& v E o (}v S]}vvuvs pn }E%-,Xgeelwes v S u%

communiquent entre ells. Leur survie dépend du bon fonctionnement de chacun de leurs organelles.

Si une cellule présente une altération de son génome a un temps donné de sa vie, des processus

biologiques sontu]e Vv %00 % E v} AEHMINEE% b @@dotode celludire. En revanche

si une cellule ne répond pluscas processus de régulation et prélié de facon invasiven parle alors

de cancerDans les cas les plus gravissurvie du patient est menacgen particulier lorsque la

maladie en est a un stade avanté patient est alors condamné a mourir des conséquences directes

ou indirectes de son cancer plus ou moins rapidement.

0 382 000nouveaux cas diagnostigs en2018

0 68 ansest I[ gemédian aumoment dudiagnostic

0 157 400déces en 2018

0 63,5%des personnes souffrent d&éguelles dues
au cancer ou aux traitements

0 20%des personnese travaillent plu$ ans apés

le diagnostic

Figure8. Répartition des difféents cancers (chiffres de 2018) Chiffre INCa

72 JeanChristophe FRICAIRNcologie, 2016).



En 2018, plus de 380 000 nouveaux cas de cancer ont été diagnostiqués avec un dge médian de 68 ans.
157000 personnes sont mortes des suites de la maladie ou des traiterfiigisre 8] chiffres de
o[]ve3]Sus v §]}v).da ngpartition®es types de cancer est assez hétérogene et dépend du
sexe, du niveau de vie et de nombreux autres parametres. Face a cette hétérogdnd@dent
important de développer des technologies pour diagnostiquer le cancer plus efficacement et plus
E %] U VvVEX V % E S]J<p U %}luE& S Eu]v & -°],levmédedn prédcedesa 3§35 |vS§
pv  }e P e U E<H HMEe* SHUIE pPAEX > +ulS evanigmI€E jeghnivlies E]E
utilisées dans les laboratoires biomédicaux pour déterminer la présence de marqueurs tumoraux chez
un patient. Ensuitenous verrons les techniques décrites dans la littérature pour effectuer ce type

[ voCe X

[.2 Analyses cliniques degsarqueurs tumoraux

Les marqueurs tumoraux, souvent des protéines, sont produits par le tissu cancéreux ou par le corps
en réponse a la croissancd d gancer. Certaines de ces substances peuvent étre détectées dans les
fluides biologigus (sang, uringY) et sont généralementen complémende o[Ju P E] u ] o U pv
aideessentiellepour détecter et diagnostiquer certains cansePlus récemment, de nouveaux types

de tests ont été développés pour rechercher des changements dans le matérigbgé{dDN, ARN)

En effet des modificationsgénétiques se sont révédé étre associés a certains cancers égur

détection peutétre utilisée pour guider leclinicien dans le choix dwitement. 3

I.2.i  Analysades marqueurs du cancer dans les fluides bialegiq

>[ v oCe e (ou] < ]1}oumpapparentéddune biopsie liquide, est facile a mettre

v "MAE U ]Jv }o}@&E § §E™-Leddogagelarigyine des marqueurs tumoraux est une
technique tressensible qui permet dedétecter la présence de tumeurs, mérde petite taiIICet

E UV % EusdS Pouvs *U]AE o- A}ous]}v [uVv o0 *]}v Lav E p-
présence de certains margueurs est simplement un indice pour le diagnostallegaeut également

*lPv 0o E * % S5Z}0}P] * v}v u 0o]Pv X >0k edosqd par axempléE tadupv] E
d[ v§]P spécifigue de la prostatéASP)dans le cas du caer dela prostate ou alors le taux

pntigéne carcineembryonnaire(ACE, une protéine qui intervient dans le mécanisme d'adhésion
cellulaire principalement pour le cancer du colodu sein,du poumonou dupancréa. Ces dosages
sontengénéralE o] ¢ of ] [ vS] JE %o % ]J(]<u X

[.2.ii  Analyse des marqueurs du cancer par biopsie tumorale

La biopsie est un examen indispensable poanrectement diagnostiquer un cancer et, a ellelse
permet de préciser la nature de la Iésion cancérelidenpratique, la biopsie consiste a prélever un
échantillon de tissu pownsuiteo[ /£ u]v & % E %S€loHd lochlisdtion de la Iésion tumorale,
la biopsie est réalisée par ponctiamy 0} E« [uv ]Jvd EA v E v le priEipERije une
partie des tissus suspects.

% E ¢ o[]vd EA vi¢}w][ ¥]&GpefRddgise récupére les tissus cancéreux pour les
£ ulv E 04fif] ale dg¢terminer le potentiel évolutif de laumeur ainsi que la Egsence
éventuelle de nécroseA o []e dp cette analyse macroscopigue pathologiste passensuitea des

73 M. Ignatiadis, G. W. Sledge, and S. S. Jeffiatyire Reviews Clinical Oncolo@$/5 021), 297t312.
74NCI Dictionary of Cancer TerrisCl, 2011).
4S.Kim] JJIC:Sik Park Journal of Pathology and Translational Medici2€,16) 50(6): 411418.



analyses histologiques des fragments récupérar le chirurgienafin de déterminerla nature des

cellules composant la Iésion. Dans la qaasilité des caso[ v o0 Ctologidue et complétée par

une analyse immuohistochimgue, <pu] % E&u § [] v 3]€ihe@expriméésalesei du tissu
L'immunohistochimie exploite la capacit [uv v 3] } & %spécifiquenient a des antigénes dans

les tissus biologiqueigure9)[F|Laplupart du tempsdes anticorps monoclonaux sont utiliséeux
processus sensiblement similaires ont été développés o[Juupv}Z]eS} ZJu] ]Jv ]JE 8§ S
A)Le principe  o[Juupv}Z]e3esZsjuaple un premier anticorps (anticorps primaire)

est ajouté sur la coupe tissulaire pour se fike %0 ]J(]J<p u vS eu@& o vVS]P v u SSE
Ensuite un second anticorps (anticorps secondaire) capable de redwaria partie constante des
anticorps, et donc de se fixer efticorps primaire, est ajoutédans la plupart des cakanticorps
secondaire est conjugué a une enzyme (souvent peroxydasaifort HRPrapable de catalysésa

(}E&u S]}v [HV % E} pn]S }o}E I (Op}E o viessantjoorpspautertpUsstE o <]P
étre marqués par un fluorophoreomme deshodaminespour destess [Juupv}(op}E Bans X

0 . o[Juupv}z]es} Z[Eigure9®), &[ v3] }E %+ 5 ]JE 3§ u vs u E«y

rapporteur coloré ou fluorescent et permet la visualisation directe de sa cible.

Figure9. A. Immunohistochimie indireetB. Immunofluorescence direet

[.2.iii  Analyse génétique et moléculailes tumeurs

Pour compléter les examens, des analyses du patrimoine génétique de la tumeur peuvent étre
effectuéesen «[JvS & e+« vS auk ARN ndssag@rs On recherche alors des anomalies qui

peuvent prendre ldorme de translocatioa (échange réciproque de matériel chromosomique entre

des chromosomes non homologyes[ u%. o] (] $]wWPu vsS 8]}v u viu E }%] ¢ [MHV

Juo ups SJyve ~u} I(] S8]}v o e <«p v vp B }S] J<p [pv P v eX

76 G. Buono, L. Gerratana, M. Bulfoni, N. Provinciali, D. Basile, M. Giuliano, C. Corvaja, G. Arpino, L. Del Mastrod&. \DeD¥aci
Laurentiis, M. Cristofanilland F. PuglisGancer Treatment Review&3 @019, 73t83.



Bien qudes marqueurs tumoraufournissent de précieusanformations sy @& o ]J}o}P] [uv SpHu !
cellesci ne sont pas toujours faciles a interpréter. En raidennombreux facteursles marqueurs

tumoraux ne sont pas toujours spécifiques. Par exem@gamsmarqueurs tumoraux perent étre
élevéschezdespatients C vS [ styp@sde maladis;d|[ W S@arqueurssont, quant a euxtres

peu spécifique [ncancerdonné S]SE [ Amabgueurdntigene carbohydrate 19 (CA19

9) peut étre associé des cancesdu pancréasdes voies biliairesle lavessie o[ *S}u }u ulu

du dlon.” > § pAE [pv u E<hg WE }vv % WS P o u vsS ISE SE  ](( E v:
pour un méme cancefRar conséquent, les margueurs tumoraux permettent pas a eux seulde

faire un diagnostidiable. llsdoivent étre impérativement assod@ [ U S@éthodes [ v o et
notammentade o[Ju P E] u ] o X

Ces derniéres années, de plus en plus de méthodes ont été développées dittésalmire pour
améliorer la détection des marqueurs tumoraux en multiplexant les analyses histologigilesjue

orfinunohistochimie cyclique par quorescerIGégurelO .

Figurel0. Immunohistochimie cyclique par fluorescence

hv % E u] & Juupv} }vipPu % Eu § Alep 0] E pv % E u] E ] o
(op}E}I% 2} E % E e*S]Jupope A£ES EV % Eu S [JvZz] & - (op}&E
immunoconjugué ciblant un autre récepteur permds visualiserun autre antgéne et ainsi de suite.
Cependant, la principale limitation dee type d{Z] S} Zdyclique E S o[pS]o]es S]}v }v 18]
réactionnelles assez duréNaOHH.O,, photoblanchiment) pour inactiver la fluorescenomnditions

pouvant étredélétéres poule matériel biologique® 98

[ 3 %o}u@E<pu}] [ USE + u 8Z} + }vs 8§ A 0}%% < Vv o e v3 suE o
( ]+ W [JPavexemple mais ces techniques restent trés gourmandes en temps et peuvent
présenter un manque deompatibilté avec le matériel biologiqu#

> ¢}OoUS]}V %%} ES % E 0 Z u} ]}o}P]eS - S [uS]o]s E A v
bioorthogonales pour développer des technologies pouvant pakismproblémes rencontrés. En
combinaison avec des réactionsobithogonales de plus en plus performantees analyses
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histologiques deviennent alors plus efficaces et plus précises. Les paragraphes suivants seront focalisés
sur ces techniques.

.3 D S$Z} e« Z u} ]J}o}Pl<p e [ VvV OCe = e U E<pegddns SpuulE
la littérature

> § S]}v upoS]% o A [ %o ] & ubséntérévgrdmiisshntien médecine pour accéder

%ooUe & %] u VS %o 0 Lesur| lav ptEra &y JoancerLe développement de telles
technologies permet de réduire le temps de diagtic et inévitablement le temps de prise en charge

des patients atteints de maladies. Ces dernieres anrgasieurs exemples ont été rapportdans la

0]88S B SUE V [ %% UC VS uE& ](( & v§ spectomtrie ~uCSI¥FEE] v (o
Danscette introduction nous concentrerons notre attention sur les méthodes basées sur la chimie
bioorthogonale.

MAE PE}IN% ¢ }vSs E uu vS E]S o[uS]o]e S]}tv o] Zlu] 111 ESZ
multiplexée ultra rapide de récepteurs tumoralet ce de fagon itérative. En 2017, Guoses
collaborateurs } v § E]S o[pnuS]o]e S]tv [Juupv} }vipPu ¢ (OU}E ¢ VvSe %}uCE

[ %]3}% * SHUPE $1A2V}0}P] E %} *pE of[]v 3]A §]}v o (ou}E
fluorescents paune réaction de Staudingef i ] A June hydrolyse de la fonction hémiamin

:

Figurell Technologie dévelopmeépar Guo et sogquipe

hv % @& u] & ]Jv u S]}v ¢ VvS] }E% - (OU}E ¢ VvSe % EuU § | E
Ensuite, une phosphine est ajoutée dans le milieu pour détacher les fluorophores des anticorps. Aprés
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Boyden, PS. Kaeser, G. Pihan, G. M. Church, and mNatirBiotechno].37/9 019, 1080t90.
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lavage, urautre anticorps est utilisé pour accéder cette foif o AJep o] §]}v [pv puEE E
et ainsi de suite.

Figurel2. Imagerie par microscopie fluorescentgclique par réaction de Stauding®darqueurs tumorauxdétectés: A. p-
4EBP1B. pan cytokeratinC.p-Akt (T308D. p-Akt(S473E.p-p44/42MAPKE. EGFRG. c-erbB2H. p531. Ki67J. Ezh2K.
vimentinL. histone H4M. Superposition des image (K).).

Guo décrit une des premiéres analyses par immunohistochimie itérative de récepteurs tumoraux, cette
nouvelle méthode a permis aux auteurs de détecter 12 récepteurs différdateec 12
immunoconjugués)sur une méme lignéeellulaire et ainsi de connaitre la répartition spatiale de
chaque récepteur avec une trés bonne résolufjBiggre12). Le groupe de Guo pose aloes bases

[UV VIMA H 8C% [ Vv 0Ce Z]*3}0}P]<p Vv C 0 % E (OM}E ¢ VvV %o
tumoraux assisté par chimie bioorthogonalda principale limitation de cette méthode reste
o[uS]o]e Stris(2carboxyethyl)phosphindTCEPR de tés fortes concentrations (10enM),
pendant un temps assez long (30 min) pour assurer un taux de coupure des fluorophores acceptable.

e }v ]8]}ve € *8]<p e VvV % HA vE ISE pslole o o[uPecp[pw oo
concentration aussi élevée en TCEP tuerait les cellules.

Le groupe de Weissleider a publié en 2020 une méthode élégante basée sur la réaction de ligation
TzITCE ve 35 u $8Z} o0+ us pE- E]JA v3 0 *CVv3EZ + [ VSE] }JE%-+ (
dans leurs structuresun motifanss ¢ o}} S v X >[  ]8]}v [HV <p Vv Z pCE (Op}E -
(BHQdIs % Eu § 0}E+ [ 3 ]v E < *Ju vs 3}3 0 uvs3 o (Op}E « v 0
celuici par réactionEDDAKigurel3).

853, Ko, J. Oh, M. S. Abdy J. C. T. Carlson, and R. Weisslédepw. ChemInt. Ed, 59/17 020, 6839t46.



Figurel3. Technologie développée par Weissleider et son équipe en 2020

Figurel4. Détection demarqueurs par immunohistochimie cycliqueo [ ] 0o &  S9Yncellules cancéreuses
de souris

Avec cette méthode, les auteurs ont détecté de facon itérative 12 marqueurs différents en effectuant

4 cyclesuccess#(ce qui revient a détecte3 marqueurs par cyclevecl2anticorps différents

. De plus, les réactions de ligation observées sont extrémement rapidesoms de 1Gecondes
laquasis}s o0]8 0 (Ou}E vV o[ v3] 1 E %o 3 JvZ] u!f2o0 e }v
UM). Lesauteurs ont également travaillé sur cellules fixées pour effectuer leurs études.



A la suite de cette éide le méme groupe a publié un travail similaire bagéun échange rapide de
fluorophores par réaction IEDDA Tz/TCO (méthode SAFdissiomAcceleragd-Huorophore

Exchang [Schéma33)® ve & &E&] o o+ ps pE- E | KtragineBHE Jo] §]}v
comportant une amine dans sa structur€ette modification permetnotamment de faciliter

o[ oJu]v S]}v p (elenEpakdeBHE

Schéma33. Technologie développée par Weissleider et son équipe en 2022

Il ont également contatéque cette méthodeprésentaitdes constante de vitesse [ £S]v §]}v
fluorescence de prés de 40/mol/s. Cette valeur est prés de 3000 fois plus ééewée lesconstantes

de vitesse de cycloaddition normalemeatteintes avec ce type de tétrazines et de TCO. Cette
accéérationpermet de travailler a desoncentratiors o[} E Hcro-polairevoire de la centaine
de nanemolaire, §}us v G vE ¢ 3 u%e E §]¥izaine d§ seEoNEdEiguUrels).

Les auteurs on vérifié leur méthode stellules A431 traitésavec du cétuximalrans-cycloocténe
AlexaFluor 647 (image a[Figurel5). Ensuite500 mM de BHQ3z sont ajoutéet prés de 84% de la
fluorescence est perdufi ¢ ¢ po u vS %o (Ee<empsidqudexi réaction est de seulement 1,9
S.

86 ], Ko, MWilkovitsch, J. Oh, R. H. Kohler, E. Bolli, M. J. Pittet, C. Vinegoni, D. B. Sykes, H. MikstdederWd J. C. T. Carlddat.
Biotechnol. (2022, 119.



Figurel5. Extinction de la fluorescence sur celk#el31 traitéesavec du cétuximab trarsycloocténe AF647%&t apres ajout
de BHQS3TZ (bade mesures0 uM)

Les auteurs ont testé leur systeme optimg@é %o pue] HEe+s < [ Su § ¢}v8 00 ¢ ipde<y]
méthode sur coupe tissulaire hépatique vivankgure16). Ce test a permis de localiserep de6
récepteurs différentsavec 6 anticorps en 3 cyclsans tuer les cellules

Figurel6. Images de tissis hépatiques de souris avec la méthode SAFE (Scisstmeleratedfluorophore-Exchange)Tissu
récolté sur des souriderTRGFP, Cycle 1 identification des récepteurs @bet CD8+image 1); Cycle:ddentification
des récepteurs CIb+ et Terl19{image 2); Cye 3: identification des récepteurs CD45+ et MHGimage 3A)image
3B: IdentificationdesrécepteursCD45 et MHQ@ avec marquage Calcein AM et Hoechst. Calcein AM est un marqueur de
cellules vivantes et Hoechst est un marqueur de noyaux).

Ces technlmgies présentent des caractéristiqgues assez impressionnantes et ont de bonnes chances
[!SE usS]o]e,-vpEjpsy ve <« o0 }E S}JE + [Vv oCe Jju ] o X

Malheureusement o « u $Z} * A 0}% % < ipe<p] %o @E ¢ v % Eu 35 v3 pv]c

des analysegex vivo Dans le cadre de cette thése, la technologie que nous voulons développer est

evel] ouvs J(( E VS S %}HEE ]S %o &Eu SSE [} S V]E pv PE v vVv}u
VOCe X E}SE %% E} Z & %} *uE o[uS]0]-tddlvspectooméfipp ]}}1ESZ

masse des fluides biologiques comme technique de caractérisdggi®biomarqueursCette approche

pourrait permettre la quantification des récepteurs les uns par rapport aux affiigarel7), surdes

coupes tissulaires issues de biopsimsis aussi potentiellemerih vivg unaspect quisemble plus

complexe a obtemiavec les méthodes actuelles.



Figurel?. Technologieenvisagée dans notnerojet (EM=Etiquettede masse)

D}v % E}i § §Z o e¢[]Jve ]S vVve 835 8Z u SlederéceptéursIurhorauxios]% o A
par réactiors bioorthogonales.La prochaine partie sera dédié la présentation du projeen
contextualisant ses enjeux.

> § 8]}v [uv v E PV %Z ¢ % E } *}Jv A 0}% % U VS 5 e
les chances de survie des patieftddalheureusementchaque patient est nique et présente des
spécificitéstumoralesqui lui sont proprs. En effetdeux patients présentant le méme cancer peuvent
répondre tresdifferemment a utméme traitement Alavue du nombre grandissant de cansdans
lemondg Jo A] v3 e v3]® & o0+ u 5Z} « [ v 0Cees¥uiG@erineiragit
[ E E %] xspedficifsbiologiques [uv u o X /o o[ PJE ]S o0o}E&e* [ vS] ]%o
[V % S] vS  pv ddiEnhé gourtro8ver le traitement le pluspproprié

S[ %0% E} Z < VIge o}UE |Bojve cu[RAE&[ oo0] Vv U ilp@Etantes § Zv]cpu
en oncologieWmagériemédicaleet la spectrométriede masse. Cette combinaispermettrait a la

fois o} o] E o Spuu pE Hiolofievetndgen A seul test. Cette approche multiplexé

et combiné permettrait de réduire considérablement la lourdeur des anadysédicales et surtout

apporterait des informations sur la nature de la tuméuriva

Basé sur les récentes découvertds nos laboratoires dans le domaine de la chemobiologie, mon
projet de thése vise a développer une méthode de caractérisatiovitro et in vivode différents
marqgueurs biologiques en combinant la chimie bioorthogonale et l'analyse par spectrométrie de
masse des fluides biologiqugSohéma34). Cette technologie impliquerait l'injection d'un mélange
d'anticorps, liés\ia une iminosydnone) a deétiquettes de masse(EM) Aprés accumulation des
anticorps dans la zone tumorale, un dérivé cyclooctyne serait injecté pour induire une réaction de
ligation coupure SPICC. Ainsi, cette réaction entrainerait la libérdésrétiquettesde masse dans les
fluides J}o}P]<n o ~« VPU pE]V X > «u vS§](]chappeétiquette pgmmettrait

alors de connaitre la répartition de chaque récepteur tumoral au sein de la lésion. Cette analyse

8 Diane Damotte, Karen Lerdiyre, IMMUNITE ANTTUMORALE2Q19.



permettrait de déterminer quel récepteur est le plus abondant et donc de déterminer quel anticorps
peut étre utilisé pour soigner le patient.

Schémad4. Principe général du projet de thése

>[pus]o]e §]}v [dé masséTomme rapporteusso[ A v P % Eu $3E o SE v
technologie pour une potentielle utilisatiom vivo. En effet, le cyclooctyne pourrait étre injecté

%oOUe] WEs iJUE* % E » Jvi 3]}v p } I8 ]Jo [VvE] JE%+ 3 E P]|E A
les étiquettes qui leur sont accrochés. Une analyse par spectrométrie de masse des liquides
biologiques~+ VPU HE]V ¢ Yo % }UEE ]S 0}E&* % Eu SSE [] vS8](] & o -
dans la tumeur. Le principal intérét de cette approahgivo ¢3S 0] o[Zz § EB}P v ] ui * Spu pcC
V[ S %0 ¢ E % E& * VS 0 } fEisquejuste drivaredau de la tumeur est prélevé. Dans

o] %% E} Z ,% Gdléedtyne pourrait en principe réagir sur la totalité des anticorps liés a la

tumeur, <u] }vv €& ]85 pv E % E ¢ vS S]}v %o (] O o[ }v v E o
tumoraux. Evidemment, cette approchean vivo est extrémement risquée et présente un nombre

]Jv. o po o [} S o0 - *HEU}VE E % Eu] o:-acirstiqud de réadtiph}ve 135 (
iminosydnone/cyclooctyne la biodistribution du cyclooctyn® o %o E < v rps [hars ]site

tumoral; la pharmacocinétiquelesétiquettes u ¢+ S Y

[ 3 0 E ]*}V %}UE 0 <p 00 U Ve pv % E u] E § in%trosar celluies} AE
cancéreusegpuisex vivasur biopsie tumorale.

Au cours de caavail dethéseo[} i S]( % & u] & s A o] o }v %S
A}ve IV 1}%3 %}HE o[p3]o]e §]}v 0 V8] }E %+ ]J(( & vSe % EuU §
tumoraux différents. Les étiquettes de masse que nous avon$chos *}vsS o ]*}S} % }e@}Ppu «U |
1E e Ju%o}e © ulu «SEPU SHUE U - uee J((E&® v Vv & ]J*}v o]
deutérium(®H) v %oope }u u}Jve PE v viu E X W E <<u[ goesétidquestes u'u 3C
devraient répondre d maniére similaire en spectrométrie de mass® qui permettra une
guantification relative des biomarqueurs les uns par rapport aux autres.



La suite de ce chapitre sera dégli la présentation des résultats obtenus lors du développement du
projet, en commengant par la synthése des immunoconjuge leurs caractérisatios, suivi des
résultatsdes expériencem vitroet ex vivo

.1 }v %S]}v § esCvsSZ - O[]UR4dy } }vipPp

Les immunoconjugués congus pour ce projet comportent trois grapaeies: la partie anticorps qui

assurera ldiaisonavec le récepteur tumoral recherché, la partie iminosydnone qui jouera le rble de
déclencheur bioorthogonal permettant de libérer la troisiéme partd, $ ] < pdeSmassdFigurel8).

Cdte derniere « EA]E § 3§ E uvl] @ AESE!uuVvS e Vve] 0o 0 %E -
tumoral apres réaction de ligation coupu@PICCAInsi, lesétiquettes de masse EM) seront la

signature de chaque anticorps et donc de chaque récepteur tumoral.

Lesétiquettesde masse qui seront libéed des anticorps par la réaction SPICC doivent impérativement
étre stables dans les conditions physiologiquesir permettre une détection multlexée sensible et
spécifique par analyseUPLE&@MS/MS. Nous prévoyons d'utiliser des isotopologues (structures
identiques mais marquées par des isotopes lourds) du tris(2dntethoxyphényliphosphonium
(TMPB qui sera utilisécomme étiquette de massedZ }E]<n U VS ]JO0 8 %o}e*]70 [ @
isotopologues de IIMPPen marquant avec di*C et du’H chaque atomgmais en pratique seul 9

[ VSCE MAE <}v8 ( ]o usvBes étiguettas sont connues pour étre d'excellents
marqueurs pour la pr@omique®® Notre stratégie consisterdonca tirer parti de la présence des 9
groupes méthoxyle la structure du TMPP%o } U E ¢ CvSZ S]e E pv « E] []°*}5}%}0}Pp
au deutérium.

WIpE <«<g o 85 ]o0]8 o[Juupv} }VipPp *}]8 }%3Ju o U vipe A}y
iminosydnones urée, connues pour étre stables dangeieps, et qui présentent des cinétiques
réactionnelles assez intéressantes pour étre utilisées aussirbigmo < pifi vivo{Figurel18).

Figurel8. Conception des immunoconjugués

> e V3] }E% e }vS 8§ Z}]e]* Ve 0[}%S]<u ] o E dans l@&plup#sts HE+* o0
des cancers. Ainsi lerastuzumal{TRZ), le DurvalumaB{R, le Cétuximab (CTX) etBevacizumab
(BVZ) ont été sélectionnés pour cibler respectivement HER21PBEGFR et VEGHER2est une

88J. Deng, G. Zharg;K. Huang, and T. A. Neuhd?toteomic Profiling: Methods and Protocd®015), pp 249t58.



glycoprotéine membranaire assoeiéau facteur de croissance épidermique. Elle module les

mécanisme de signalisation intracellulaire (croissansarvie, adhésio, différenciation) et peut étre
O[}E]P]V 0 %o E}o]P CEttesSpdréine est par §x@&mple amplifiéehez 20 a 30% des

patientsatteintsde cancer du seiflrDL1estelle aussi ungrotéine membranaireexprimé en temps

normal a la surfae des macrophage€ependant elle estsurexpriméea la surface des cellules

cancéreuse § U%! Z o [sedéSealles quila porteft.W } uE <u] 8 [ '&Z ]Jo <[ P]S

% E}S ]Jv SE veu u & v |E U <«ué, est@raqidristiquele <ciinogs Somme celui du

sein et du poumon. Enfin, VEGF est elle aussi une pragéirelle, module o[ VP]}P v o v a s« J&E

la croissance de tissusancéreux.Les cellules cancéreusestod v v U o0} @esqrf emo

conditions hypoxiques, a secréter VEGF pour entrainer une hypeascularisation de la tumedt.

Toutesces protéinessont donc des marqueuss de choix pour détectedifférents types delésions

cancéreuses.

Chaque anticorps ensuite été associé a une étiquettle masse spécifigqu TRZa été associé a

o[ §]«<UERHI (étiquette de masse non deutéré), CTXRdy (Etiquettede masse 9 fois deutéré),

DURAEMd;s (Etiquettede masse 18 fois deutéré) et BVENEd,7 (Etiquettede masse 27 fois deutéré)

[Figurets).

Figure19. Anticorps sélectionnés et associatidteur étiquette de masse

Pour commencer, la synthése du premier immunocongugon deutéréTRZd, a été investiguée.
Ainsi, TRZd, pourrait étre synthétisé en 14 étapes a partir @ed-iodoaniline(Schéma3s).

89U, Krishnamurti and J. F. SilvermAdyances in Anatomic Patholodd1/2 014), 100t107.
%Y, Han, D. Liu, and L.Ammerican Journal of Cancer Resealdi3 020, 727t42.
91R. S. Apte, D. S. Chen, and N. Ferfzef§,176/6 (2019)1248t64.



Schéma&35. » Z u €& SE}*CvsSZ ]« o[MRAgdpv} }vipPp
La synthése a été élaborée de fagon a introduin@dtif phosphonium le plus tard possibleour a la
(}]* E Vv E 0 *CVv3Z + %oO0pes }VA EP vE 5 %}IUE ( ]o]8 &E 0 * %o uCE]
[HVv < Jpartie.

.1.i SCvSZ o o[Ju]viieC v}v

Les premiérgétapes consistat a synthétiser le @rps iminosydnone

Schémad6. Synthesalu composé-4

En partant de la4odoaniline, le composk4 a pu étre synthétisé avec un bon rendement de 68% en

quatre étapes sur une grosse échelle (4&#dh.v % E u] @ $§ % [ olCd-15dgmmet o[ v]o]v
[} S VIE o u]¥2vdd @dud ensuite étre converti en iminosydnone par réaction de

nitrosylation, puis cyclisation intramoléculaire. Le s8lest ensuite converti en iminosydnone urée en

présence de CDI dans un mélange MeCN/IiB&REMaB6).

923, Bernard, D. Audisio, M. Riomet, S. Bregant, A. Sallustrau, L. Plougastel, E. Decuyperet, R. @alilienar, J. Elyian, M. N. Trinh,
O. Koniev, A. Wagr, S. Kolodych, and F. TarAngew Chen. Int.Ed, 56/49 017), 15612t16.



[ll.1.ii Carbonylation palladocatalysée du compesé

Pour pouvoiiintroduire une fonction ester éthylique en positiparade o[ E}u S]<p Vv % }e]S]}v E
de I-4, une réaction [ o }/A C &Hon p&@lladocatalysée a été réalisée. Cette étape posséde le

Juo AVvsP & v E of[]vS EGu ] ]JE ( Jo u vsS (}v S]}wai(c 0 % E
P ouvsS [JVSE} U]E pv PE}U% u vs o SE} SSE |ScpdlBBH. v vS o ]

Schémad?. Synthése du composé

% v vsSU S8 & S]}v v[ S Vv] E} peS v] E % E} p S] o pCE S C %o
non plus de montée en échelle. La carbonylation a donc été réalisée plusieurs fois sur petite quantité.
De cette fagon presque 1 g de prodapu étreobtenu apres purifications.

N.1iii ACVEZ » o[ 0 }}8 % EJu |E

Schémad8. Synthése du compos&/

Une (}]e o[l$6S} & vpU pv E S]}v e % }v](] S]}v v }v ]8]}ve  e]<pu e <pu
}u% 0 P % %S] J<u V % & * Vv , dh § o[ ulv % PIigo % Eu
>[Ju] 1}d-6 3 veu]s S$]JA vV % E + v ,poeu forerle métiyl imidazolium
JEE *%}v vsSX >[]vS Bu ] ]E u szZCo S vepul]s ]E-aloal vS u]-e
pégylé pour obtenir le composé7 avec un rendement acceptable de 52% sur détapes[Gchémd
. Plus de 700 mg de compobk& ont ainsi pu étre obtenus. Cet intermédiaire est assez important
dans la synthése%o p]e<pu[]o A % Eu $3E [JVEE} PMB 0PS]A}S]] V%o Z oo [%0Z } ¥ u
primaire.

[ll.1.iv Activation o[ o }}o %IE]Ju |&E

Schéna 39. Synthése du compose&3

>[ 0 }}o % E]Ju ]E S vepul]s §]A <}ue (J@EuU §}*Co0 S VvV %E vV
DMF avec un rendement acceptable dé&@@&chéna 39).




l1l.1.v Substitution nucléophikur o[ o gctiwel-8

Schémad0. Synthése du compos&®

Le dérivé tosylaté-8 est ensuite substitué par de tes(2,4,6;trimethoxyphenyBphosphine(TMPB
dans le DMF & 40 °C pendant 16 he8shémat0). La présence de Nal en quanté&~ Z]}u $E]«p
permet de précipiter le tosylate de sodium en remplacant le tosylate par un iodure plus prompt a subir
une attaque par la phosphine. Le rendement de cette étape est faible, la purificagtedifficile et
entraine uneperte considérable de produiEn effetl-9 est polaire et des impuret&sont entrainés
A o[ opviv e ]E o[ opusS]}v MU %o (E}spdrit xéecdltfes ceoqui eh@Eaing ]} ve %o U C
une perte non négligeable de produit.

N1vi % E}E §]}v et adivalion

Schémadl. Synthese du compodéOetI-11(n.i: non isolé)

La fonction estetert-butylique est ensuite clivée en présence de TFA pendant 15 min dans le DCM a
S u% & SpE ul]vs %}pE (}EU E of ] JEE *%}v vEX > &
guantitative|Schémad ).

Pour greffer une petite molécule sur un anticorps ou plus généralement sur une protéine plusieurs
meéthodes ont & développéesP Eu] 0 ¢ %0oHde HS]o]e *U 0 }Ju% 0 P %o %S] J<uh
bon taux de gretige.Par conventionles protéines nesont pasdissoutesdans plus de 5 % de solvant

organique pour éviter toute dénaturation Le couplage peptidique doitdonc impérativement

fonctionner dans un milieu aqueux tamponné a pH =Beplusles solvants orgaques (DMF, DMSO)



sont assez toxiques pour les cellules et dpsantités trop importantes dans les solutions

[Juupv} }vipPpu e« et gpt@nE une mortalité cellulaireimportante. W } u o o[psS]o]e S]1}

[ ster de NHS est plutot adapté&lLe compoé I-10 a donc été converti en son analogue activé sous
(}Eu [ S & E, "X ve pv, desEondjtidks &lassigures en présence de NHS et de

S u% & SpE uljvs Ve O D& V[}VE % * % EulduQNS]A E o]

succinimidyl} E U E U-Etrangethyluronium térafluoroborate TSTY en présence de triéthylamine,

Ve O D&U o[ *3-TE 3Rk v3]S S]JA u vd } 8§ vpX > <}ous]}v [ 3 E 8§
utilisée directement pour fon§]}vv o]e €& o[ uVs.] }E % Z}

lll.1.viiSynthése de [Juu pv} }vTRER

Schémad2. Syntheése de l'immunoconjugieRZd,

Le Trastuzumal{TRZ peut étre fonctionnalisé dans les mémes conditions réactionnelles que celles
utilisées précédemment dans notre laboratoffeDans cette étudeles auteurs utilisent 100

<U]JA 0 vEe [ 8 E S]A % E E %%} ES o[ v3] JE %+ Ve puv 5 u%}v
%oE& ¢ 0 Z UE ¢ [Jv u S]}v S u%ba Gldiprdest diredtewrent purifiée par

E oue]lv 8§ E]J<p X > }o}vv [ &£ ope]}vsPeidEmoldculaie> SBAE 0 ¢ Z US
des plus bas een particulief o[ £ <« [ +3 E 3S]JA ~v uovP A o0 %E} pls
E S]}ve <u[éntielde retirer du milieyRigure20| A).

93K, Tsuchikama and Z. Arotein & Cell9/1 2018, 33t46.
% M. Richard, C. Truillet, V. L. Tran, H. Liu, K. Porte, D. Audisio, M. Roche, B. G#wlet, F. Fenaille, B. Kuhnast, F. Taran, and S.
SpecklinChem. Comm55/70 019, 10400t403.



Figure20. A. Principe général de [aurification par exclusion stériqud. Principe généralu dosage des protéirsBCA.

hv (}]e o[Juupv} }VipgPu % unE](] U pv <p vS](] S]}v o }v VvSE S]}v
par test BCA. Le test BCA est une méthode de dosage colorimétrigésinda capacité des protéines

a réduire les ions cuivra)(en cuivre i(* X >[ i}pud [pv <}opusdjlkv }IVEMAE ~of ]
bicinchoninique permet de calculer la concentration en protéine par absorbance a 562 nm. En effet
o[ ] ] 1v @upvd ig] particularité de former un complexe coloré absorbant a 562 nm en

présence de cuivra)(Figure20| B).

Malheureusement yv SE& » (] o <u vS§]S§ [ vS] }E %o ~u}]ve TUT uPlu>-
purification, ce qui correspond a un rendement inférieur a 10 %. Il semblerait que 1OakEmts

VSE Jv v8 pv % E(}v S]}vv o] S]}v 0 % @E&}S ]Jv v H]e v8 ¢ % E
activé a donc été progressivement diminuée pour évaluer son impact sur le taux de récupération de la
protéine modifiée |Tableaus).

Tableaus. Résultats obtensia différenesconcentratiorsde l-11

Entrée Qtél-11 Atc®  Conc. délRZdy Conc. théoriqué” Rdt.
1 100 éq TRZ < 0,1 mg/L < 10%
2 50 €q TRZ < 0,1 mg/L <10%
3 20 éq TRZ 0,8 mg/L 1,33 mg/mL. 60%
4 20 éq© TRZ 1,26 mg/L 95 %

@ Concentration de TRZ de dépa@,0 mg/mL
®) Concentration théorique} § vip ve o (& Simuecodtiguél-(E S]}v IXT u> su@® iIXA u> [ ous]}ve
©  18]}v i1 <u]A o0 v8e % E i1 <u]A o v§e o[ *8 & 3]A

Passer de 100 a 50 équivalents ne semble pas avoir un impact bénéfique sur le rendement en

immunoconjugud) 0}E-«e <p 0} Eecp 